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DESCRIPCION

Suspensidn coloidal de particulas submicrénicas de vectorizacioén de principios activos y su modo de preparacion.
Dominio técnico

El dominio de la presente invencion es el de las particulas de vectorizaciéon (PV), ttiles para la administracién de
principios activos (PA). Estos udltimos son de preferencia medicamentos o nutrientes para la administracién a un or-
ganismo animal o humano por via oral o nasal, vaginal, ocular, subcutinea, intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, intracerebral, parenteral, etc... Pero puede tratarse también de productos cosméticos o de productos
fitosanitarios, tales como herbicidas, pesticidas, insecticidas, fungicidas, etc. En cuanto a la naturaleza quimica, los
PA alos que se refiere la invencién son mds particularmente, pero non limitativamente, por ejemplo, proteinas, gluco-
proteinas, péptidos, polisacdridos, lipopolisacaridos, oligonucleétidos, polinucleidos y moléculas orgdnicas.

La presente invencion se refiere, mds precisamente, a suspensiones coloidales de particulas de vectorizacion, ven-
tajosamente de tipo submicrénico, a base de poliaminoacidos (PAA).

La presente invencion se refiere tanto a particulas desnudas en si mismas, como a los sistemas de vectores de PA,
constituidos por las particulas cargadas por el (o los) PA considerado(s).

La presente invencidn tiene igualmente relacion con sélidos pulverulentos que comprenden estas PV.

La invencién se refiere igualmente a procedimientos de preparacion de dichas suspensiones coloidales de particu-
las, con o sin PA.

Técnica anterior

La encapsulacién o la adsorcién de PA en las PV tiene especialmente por objetivo modificar su duracién de accién
y/o encaminarlos hacia el lugar de tratamiento y/o aumentar la biodisponibilidad de dichos PA. Ya se han propuesto
numerosas técnicas de encapsulacion. Tales técnicas se dirigen, por una parte, a permitir el transporte del PA hasta su
sitio de accidn terapéutica, al tiempo que se protege contra las agresiones del organismo (hidrélisis, digestiéon enzima-
tica, etc.) y, por otra parte, a controlar la liberacién del PA sobre su sitio de accidn, con el fin de mantener la cantidad
disponible para el organismo al nivel deseado. Los PA afectados por estos cambios de transporte y de permanencia en
el organismo son, por ejemplo, proteinas, pero pueden ser igualmente productos distintos, moléculas orgénicas de ori-
gen sintético o natural. La revisiéon de M. J. HUMPHREY (Delivery system for peptide Drugs, editada por S. DAVIS
y L. ILLUM, Plenum Press, N.Y. 1986), menciona la problemadtica referente a 1a mejora de la biodisponibilidad de los
PA y el interés de los sistemas de vectorizacion y de liberacién controlada.

Las PV segtin la invencion son del tipo de aquellas sobre las que se absorbe el PA.

Entre todos los materiales que pueden considerarse para formar las PV, los polimeros se utilizan cada vez mads,
debido a sus propiedades intrinsecas. Tratindose del pliego de condiciones que desea obtenerse para las PV, es parti-
cularmente exigente y comprende, especialmente, las especificaciones siguientes.

1 La primera especificacién buscada para las PV serfa que el polimero que constituye las PV sea biocompatible,
pueda eliminarse (mediante excrecidn) y/o biodegradable y, atin mejor, que pueda metabolizarse para dar productos
no téxicos para el organismo. Ademds, convendria que la biodegradacién en el organismo sea de una duracién lo
suficientemente corta.

2 Las PV tendrian la ventaja de poder formar, sin ayuda de disolvente orgdnico y/o de tensioactivo, una suspension
acuosa estable.

3 Seria igualmente deseable que las PV tengan una talla lo suficientemente pequefia como para poder someterse,
en suspension en un liquido, a una filtracién esterilizante por un filtro en el que el didmetro de los poros es inferior o
igual a 0,2 ym.

4 Es deseable que las PV y los sistemas PV-PA puedan obtenerse mediante un procedimiento no desnaturalizante
para el PA.

5 Las PV deberian, ventajosamente, permitir controlar la velocidad de liberacién del PA.

6 Otra especificacién importante serfa que los sistemas PV-PA puedan constituir medicamentos inyectables exce-
lentes. Esta aptitud mejorada de la administracién por inyeccién (por ejemplo intravenosa o intramuscular), “inyecta-
bilidad” se caracteriza por:

(i) un volumen inyectado reducido (para una dosis terapéutica dada)

(i) una viscosidad débil.
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Estas dos propiedades se satisfacen cuando la dosis terapéutica de PA estd asociada a una cantidad minima de PV.
En otras palabras, las PV deben tener una fuerte tasa de carga en PA.

7 El coste propio a las PV en una preparacion inyectable debe reducirse y de nuevo conviene que las PV tengan
una fuerte tasa de carga en PA. En definitiva, la talla pequefia y fuerte tasa de carga son especificaciones principales
buscadas para las PV.

8 Es igualmente ventajoso que el polimero, constitutivo de las PV, no induzca respuesta inmunitaria.

Las proposiciones técnicas anteriores, descritas a continuacién, han intentado satisfacer el conjunto de estas espe-
cificaciones. A titulo de ilustracién, se citardn las proposiciones anteriores (a) a (h):

(a) la patente US-A-5 286 495 se refiere a un procedimiento de encapsulacién mediante vaporizacién de proteinas
en fase acuosa, con ayuda de materiales que tienen cargas opuestas, es decir: alginato (cargado negativamente) y
polilisina (cargada positivamente). Este procedimiento de fabricacién permite producir particulas de talla superior a
35 um.

(b) Por otro lado, las técnicas de emulsion se utilizan cominmente para preparar microparticulas cargadas de PA.
Por ejemplo, las solicitudes de patentes WO 91/06286, WO 91/06287 y WO 89/08449 divulgan tales técnicas de
emulsion en las que se recurre a disolventes orgdnicos para solubilizar polimeros, por ejemplo de tipo polilactico. Pero
se encuentra que los disolventes pueden ser desnaturalizantes, especialmente para los PA peptidicos o polipeptidicos.

(c) Igualmente, se conocen PV biocompatibles denominadas proteinoides, descritas desde 1970 por X. FOX y K.
DOSE en “Molecular Evolution and the origin of Life”, Ed. Marcel DEKKER Inc (1977). De este modo, la solicitud de
patente WO 88/01213 propone un sistema a base de una mezcla de polipéptidos sintéticos, cuya solubilidad depende
del pH. Para obtener las microparticulas matriciales segtin esta invencion, solubilizan la mezcla de polipéptidos, y
luego con un cambio de pH, provocan la precipitacién de particulas proteinoides. Cuando la precipitacién se realiza
en presencia de un PA, éste estd encapsulado en la particula.

(d) Se mencionard igualmente, para recordar, la patente US 4 351 337 que se refiere a un dominio diferente del de la
vectorizacién de PA propio a la invencién. Esta patente divulga implantes masicos fijados y localizados en ubicaciones
muy precisas del organismo. Estos implantes son tubos o cdpsulas huecas de talla microscépica (160 um y de longitud
igual a 2.000 um), constituidos por copolimeros de copoli(aminodcidos) (por ejemplo poli(dcido glutdmico - leucina)
o poli(glutamato de bencilo - leucina)) obtenidos mediante copolimerizacién de monémeros de N-carboxianhidridos
de aminodcidos (NCA). La inclusién de un PA se realiza mediante una técnica de evaporaciéon de disolvente de una
mezcla de polimero y de PA. La patente US 4 450 150 pertenece a la misma familia que la patente US 4 351 337
estudiada anteriormente en el presente documento y tiene esencialmente el mismo objeto. Los PAA constitutivos son
poli(dcido glutdmico - glutamato de etilo).

(e) La solicitud EP 0 734 720 tiene por objeto particulas de poliaminoacidos titiles para la vectorizacién de PA.
Estas particulas tienen una talla comprendida entre 10 y 500 nm, de preferencia entre 30 y 400 nm. Las particulas segtin
el documento EP 0 734 720 se forman espontdneamente mediante la puesta en contacto de PAA con una disolucién
acuosa. Los PAA comprenden mondmeros de aminoacidos neutros e hidréfobos AANO (Leu, Ile, Val, Ala, Pro, Phe)
y mondémeros ionizables e hidréfilos AAI (Glu, Asp). Estos PAA se preparan mediante copolimerizacion de NCA
de precursores de AAI (por ejemplo Glu-OMe) y de NCA de AAO (por ejemplo Leu) en disolucién en una mezcla
de dioxano/tolueno. El copoli(Glu-OMe)(Leu) obtenido en disolucién se recupera mediante precipitacién en agua,
filtracién y secado. Este copolimero se somete entonces a una hidrélisis 4cida incorpordndolo en dcido trifluoroacético
(TFA), en el que se disuelve. Un copolimero de (Glu-O-Na)(Leu) se recupera tras neutralizacion, didlisis, filtracién y
liofilizacion.

El coPAA se dispersa en una disolucién acuosa de NaCl y se forma espontdneamente una suspension de nano-
particulas. Desde que se ponen en contacto estas PV en suspensién acuosa con un PA, éste dltimo se asocia espontd-
neamente con las PV. Estos tltimos presentan un nicleo hidréfobo formado por aminoédcidos hidréfobos y unas colas
exteriores hidroéfilas a base de aminodcidos hidrdéfilos.

Debe observarse que las particulas de vectorizacion segiin el documento EP 0 734 720 comprenden amino4ci-
dos ionizables (Glu) portadores de una carga eléctrica estabilizante negativa, que permite evitar la floculacién y la
agregacion de las particulas de PV.

(f) El documento FR-A-2 746 035 se refiere a microparticulas de gel compuestas, fisicoquimicamente estables,
integradas y susceptibles de utilizarse como vectores de principios activos. Estas microparticulas estdn constituidas
por aceite (I), fase acuosa (II) y al menos un copoliaminoécido (III) lineal, no reticulado, sintético y que comprende al
menos dos tipos diferentes de comonémeros de aminoacidos AAI hidréfilos y AAO hidré6fobos. Los AAI pueden ser:
Glu, Asp, Or, Arg, Lys, Asn, His y sus asociaciones. Los comondmeros AAO pueden ser: Leu, Tyr, Phe, Val, Cys, Ile y
sus asociaciones. El documento FR-A-2 746 035 describe especialmente en la pdgina 27, lineas 8 a 18, una suspension
coloidal acuosa de poliaminodacidos, por ejemplo polileucina/coglutamato de sodio.
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Pero el documento FR-A-2 746 035 no divulga el uso de los copolimeros solos como un sistema farmacéutico de
nanoparticulas de vectorizacion de PA.

Los AAI del documento FR-A-2 746 035 no son aminodcidos hidréfilos neutros seleccionados del grupo que
comprende:

v los dcidos aminados neutros neutrales siguientes: serina, treonina, hidroxiprolina, glutamina;

v los dcidos aminados neutros, raros o sintéticos, siguientes: S-6xido de metionina, O-glucosidil-serina;

v los derivados de los dcidos aminados neutros: N-hidroxietil-glutamina, N-hidroxipropil-asparagina.
Todas estas proposiciones técnicas anteriores descritas anteriormente:

o o bien satisfacen incompletamente las especificaciones del pliego de condiciones indicado anteriormente,
y, en particular, una aptitud para la esterilizacién mediante filtracién, una alta velocidad de degradacién,
una adaptabilidad a las restricciones de la administraciéon de medicamentos mediante inyeccion, un bajo
coste y una fuerte tasa de carga en PA;

o o bien podrian sustituirse por nuevas soluciones técnicas susceptibles de proporcionar nuevas ventajas
(referencia anterior: documento EP 0 734 720).

Breve descripcion de la invencion

En esta situacion, un objetivo esencial es el de poder proporcionar PV novedosas que formen espontineamente, y
sin ayuda de tensioactivos o de disolventes organicos, suspensiones acuosas estables de PV.

Otro objetivo esencial de la presente invencién es proporcionar PV novedosas en suspension acuosa coloidal estable
o en forma pulverulenta y a base de poli(aminodcidos) (PAA), debiendo satisfacer estas PV novedosas lo mejor posible
las especificaciones 1 a 8 del pliego de condiciones mencionado anteriormente.

Otro objetivo esencial de la invencién es perfeccionar las particulas divulgadas en la solicitud PCT WO 96/29991.

Otro objetivo esencial de la invencidn es proporcionar una suspension novedosa de PV en la que se controlan
perfectamente las caracteristicas, especialmente en cuanto a la tasa de carga en PA y en cuanto al control de la cinética
de liberacion del PA.

Otro objetivo esencial de la invencidn es proporcionar suspensiones medicamentosas inyectables. Las especifica-
ciones requeridas para tales suspensiones son un bajo volumen de inyeccién y una baja viscosidad. Es importante
que la masa de particulas coloidales por dosis de inyeccion sea lo mas baja posible y ello sin limitar la cantidad del
principio activo PA transportado por estas particulas, con el fin de no afectar a la eficacia terapéutica.

Otro objetivo esencial de la invencidn es proporcionar una suspension coloidal acuosa o un sélido pulverulento que
comprende particulas de vectorizacién de principios activos que satisfacen las especificaciones mencionadas anterior-
mente en el presente documento y que constituye una forma galénica apropiada y conveniente para una administracion,
por ejemplo oral, a un ser humano o a un animal.

Otro objetivo esencial de la invencidn es proporcionar una suspension coloidal que comprende particulas de vec-
torizacién de principios activos filtrables sobre filtros de 0,2 um con fines de esterilizacion.

Otro objetivo esencial de la invencién es proponer un procedimiento de preparacion de particulas (secas o en
suspension en un liquido) de PAA ttiles, especialmente como vectores de principios activos, debiendo dicho procedi-
miento ser mds facil de poner en practica, no desnaturalizante para los principios activos y debiendo ademads permitir
siempre un control fino de la granulometria media de las particulas obtenidas.

Otro objetivo esencial de la invencién es el uso de las particulas mencionadas anteriormente en suspension acuosa
o en forma sélida para la preparacion:

e de medicamentos (por ejemplo vacunas), en particular para la administracién especialmente oral, nasal,
vaginal, ocular, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o paren-
teral, pudiendo ser los principios activos de estos medicamentos especialmente proteinas, glucoproteinas,
péptidos, polisacdridos, lipopolisacaridos, oligonucledtidos y polinucledtidos;

e y/o de nutrientes;

e y/o de productos cosméticos o fitosanitarios;

e y/o de moléculas orgdnicas medicamentosas.
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Otro objetivo esencial de la presente invencién es proporcionar suspensiones de PV submicrdnicas a base de PAA
y susceptibles de servir como vector de un PA, en particular medicamentosas para la administracién de dicho PA a un
organismo humano o animal, o incluso de un PA nutricional, fitosanitario o cosmético.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un medicamento, del tipo de sistema 4 liberacién prolongada
de principios activos, que sea sencillo y econdmico de producir y que sea ademds biocompatible y apto para garantizar
un nivel muy alto de biodisponibilidad del PA.

Otro objetivo esencial de la invencién es proporcionar un sistema de vectorizacion de vacuna, que sea intrinseca-
mente no inmunogénico y en combinacién con uno o varios antigenos.

Los objetivos referentes a los productos (entre otros) se logran por la presente invencién que se refiere, en primer
lugar, a una suspension coloidal estable de particulas estructuradas submicrénicas susceptibles de utilizarse espe-
cialmente para la vectorizacién de principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones supramoleculares
individualizadas (discretos):

o a base de poliaminodcidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidr6fobos AAO, siendo los aminodcidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
caracterizado porque

v/ porque los aminoécidos recurrentes hidréfilos AAI son aminodcidos neutros hidréfilos AANI a excepcion
de la asparagina;

v porque los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminoacidos neutros hidréfobos AANI;
vy porque los dcidos aminados recurrentes de cada tipo AANI y AANO son idénticos o diferentes entre si.
Descripcion detallada de la invencion

Uno de los fundamentos inventivos de estas particulas de vectorizacién PV novedosas, en suspension acuosa co-
loidal estable o en estado de sélido pulverulento, se refiere a la seleccion original de un grupo de polimeros y de
una metodologia original que permiten obtener particulas de talla submicrdnica, que forman una suspensién coloidal
acuosa estable en ausencia de tensioactivos o de disolventes.

Otro fundamento inventivo de estas particulas de vectorizacién PV novedosas, en suspension acuosa coloidal
estable o en estado de sdlido pulverulento, se refiere a la seleccion original de dos aminodcidos neutros a titulo de
monoémeros recurrentes hidréfilos AANI e hidréfobos AANO.

Ahora bien, al contrario de lo que podria temer el experto en la materia, el hecho de no tener aminodcidos hidréfilos
ionizables AAII y por tanto tampoco cargas negativas, tal como en las particulas segin el documento WO 96/29991,
no afecto a la estabilidad. De hecho, al contrario de lo esperado, la suspensién coloidal segutn la presente invenciéon no
flocula. Las particulas a base de poliltAANI/AANO) no se autoagregan.

Ademads, no era en absoluto evidente en un principio que estas particulas de poliltAANI/AANO) pudieran asociarse
espontdneamente con principios activos PA y volver a soltar estos PA sobre los sitios de accion terapéutica.

La estructura de los polimeros PAA y la naturaleza de los dcidos aminados neutros se seleccionan de tal manera
que:

¢ las cadenas de polimeros se estructuran espontineamente en forma de particulas (PV) de talla pequeiia;
e las particulas forman una suspension coloidal estable en agua y en medio fisiolégico;

e las PV se asocian con proteinas u otros PA en medio acuoso, mediante un mecanismo espontineo y no
desnaturalizante para la proteina;

e las PV liberan los PA en medio fisiolégico y, mas precisamente, in vivo; la cinética de liberacion es funcién
de la naturaleza del polimero PAA precursor de las PV.

Asi, influyendo sobre la estructura particular del PAA, pueden controlarse los fenémenos de asociacion y de libe-
racién del PA en el plano cinético y cuantitativo.
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Es mérito del solicitante haber seleccionado, a titulo de material constitutivo de las PV, una composicién parti-
cular de poliaminodcidos neutros que son anfifilos y que, por tanto, presentan propiedades de las PV en PAA, es
decir:

e posibilidad de formar espontdneamente suspensiones coloidales de PV compatibles con el pH de los medios
fisioldgicos encontrados en las aplicaciones terapéuticas pretendidas;

e asociacion espontdnea de los PA con PV en ausencia de otro agente distinto al agua que sirve como disol-
vente y que, en el caso de las proteinas, no es desnaturalizante;

e posibilidad de liberar el PA del complejo de asociacion PA-PV, en condiciones fisioldgicas, con perfiles
farmacocinético y farmacodindmico que dejan prever usos interesantes en el dominio terapéutico (vectori-
zacion de PA);

o filtrabilidad con un umbral de corte inferior o igual a 0,2 um con fines de esterilizacién;

e biodegradabilidad mejorada;

aptitud para la inyeccién optimizada.

Estos PAA pueden ser del tipo ordenado, secuencial alternado (bloques) o del tipo desordenado, secuencial alea-
torio (estadisticos).

Asi, segiin una primera forma de realizacién de las PV segin la invencién, los PAA constitutivos son del tipo
“bloque” y se caracterizan por una razén molar AANO/(AANI+AANO) tal que:

o AANO/(AANI+AANO) > 6%,
e 10% < AANO/(AANO + AANI) < 70%,
o de preferencia, 20% AANO/(AANI + AANO) < 60%,
e y ain més de preferencia, 35% < AANO/(AANI + AANO) < 50%.
Ventajosamente, la longitud absoluta de cada bloque de AANO, expresada en nimero de AANO, es tal que:
e AANO > 5,
e de preferencia, AANO > 10,
e vy, alin mds de preferencia, AANO > 20.

Segin una segunda forma de realizacion de las PV segtin la invencidn, los PAA constitutivos son del tipo “estadis-
tico”, es decir preparados mediante copolimerizacién simultdnea de monémeros de AANI y AANO, y la razén molar
AANO/(AANO + AANI) es tal que:

o AANO/(RANO + AANI) > 10%,
e vy, de preferencia, AANO/(AANO + AANI) > 20%,
e vy, atin mas de preferencia, 30% < AANO/(AANI + AANO) < 70%.

Ventajosamente, la masa molar Mw de estos PAA estadisticos es tal que:

e Mw > 2.000 g/mol,
e de preferencia, Mw > 5.500 g/mol,
e y atin mds de preferencia, 5.500 g/mol < Mw < 200.000 g/mol.

Segtin una caracteristica preferida de la invencidn, los PAA en bloque o estadisticos constitutivos de particulas

tienen grados de polimerizacién GP comprendidos entre 30 y 600, de preferencia entre 50 y 200 y, ain mds de

preferencia, entre 60 y 150.

Ventajosamente, los PAA constitutivos de las particulas PV son PAA de “dibloque”.
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De preferencia, el (los) AANI hidréfilo(s) se selecciona(n) del grupo que comprende:

v los acidos aminados neutros naturales, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende: serina,
treonina, hidroxiprolina, glutamina;

v los acidos aminados neutros, raros o sintéticos siguientes, de preferencia los seleccionados del grupo que
comprende: S-6xido de metionina, O-glucosidil-serina;

v los derivados de los dcidos aminados neutros, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
N-hidroxietilglutamina, N-hidroxipropilasparagina, N-hidroxietil-asparagina, N-hidroxipropilglutamina.

Ventajosamente, el (los) AANO hidréfobo(s) se selecciona(n) del grupo que comprende:

¢ los 4cidos aminados neutros naturales, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende: Leu, Ile,
Val, Ala, Pro, Phe;

¢ los 4cidos aminados neutros, raros o sintéticos, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
norleucina, norvalina;

¢ los derivados de los acidos aminados polares, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
glutamato de metilo, glutamato de etilo, aspartato de bencilo, N-acetil-lisina.

Segtin una caracteristica ventajosa, las particulas de vectorizacién (PV) de la suspensién tienen una talla media
comprendida entre 0,01 y 0,5 um, de preferencia entre 0,01 y 0,2 yum.

La suspensién tiene igualmente como caracteristica preferida el ser acuosa y estable.

La presente invencion se refiere no solamente a suspensiones de particulas desnudas, tal como se definieron ante-
riormente en el presente documento, sino igualmente a particulas que comprenden al menos un principio activo PA.
De preferencia, la suspensién segtin la invencidn es acuosa y estable. Estas particulas, cargadas o no con PA, estdn
ventajosamente en forma dispersada en un liquido (suspensién), de preferencia acuoso, pero pueden igualmente estar
en estado sélido pulverulento, obtenido a partir de la suspension de PV tal como se definié anteriormente en el presente
documento.

A partir de ello se deduce que la invencién se refiere, ademds de a una suspension coloidal (de preferencia acuosa)
de PV, a un sélido pulverulento que comprende PV y obtenido a partir de la suspensién segtin la invencion.

Otro objeto esencial de la invencion se refiere a la preparacion:
4 de las particulas seleccionadas tal como se describieron anteriormente
4 vy de otras particulas seleccionadas que estdn estructuradas, son submicrénicas y susceptibles de utilizar-
se, especialmente para la vectorizacidn de principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones
supramoleculares individualizadas (discretas):
o a base de poliaminoédcidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al
menos dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidréfobos AAO, siendo los

aminodcidos de cada tipo idénticos o diferentes entre s

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el
mismo, especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en la que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estan al menos en parte constituidos por asparagina;

vy los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO idénticos o
diferentes entre si;

pudiendo estas particulas estar tanto en forma de suspension coloidal como en forma de sélido pulverulento obtenido
a partir de una suspension coloidal estable de particulas.

El procedimiento de preparacion considerado consiste esencialmente en sintetizar PAA precursores y transformar-
los en particulas estructuradas.
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Mais precisamente, se trata en primer lugar de un procedimiento de preparacion de particulas estructuradas submi-
crénicas susceptibles de utilizarse, especialmente para la vectorizacion de principio(s) activo(s), siendo estas particulas
disposiciones supramoleculares discretas:

o a base de poliaminoacidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminoacidos recurrentes hidréfilos AAI e hidr6fobos AAO, siendo los aminodcidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto a al menos un PA y liberarlo, especial-
mente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s).
Este procedimiento se caracteriza porque:

1) se realiza una copolimerizacion de mondémeros formados por anhidridos de N-carboxiaminoacidos (NCA) de al
menos dos tipos diferentes:

4 por una parte, mondémeros NCA de partida que comprenden NCA-Glu-OR y/o NCA-Asp-OR, y/o NCA-
AANI,

4y por otra parte, NCA-AANO, en presencia:

- de al menos un disolvente polar no aromético, de preferencia seleccionado del grupo que comprende:
N-metilpirrolidona (NMP), dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida
(DMACc), pirrolidona; prefiriéndose mds particularmente NMP;

-y eventualmente de al menos un co-disolvente seleccionado entre los disolventes apréticos (de prefe-
rencia dioxano-1,4) y/o los disolventes préticos (de preferencia pirrolidona) y/o agua y/o alcoholes,
prefiriéndose particularmente metanol;

2) en el caso en el que los monémeros NCA de partida son NCA-Glu-OR y/o NCA-Asp-OR (R= alquilo), se pone
en prictica una aminolisis que consiste en poner en contacto el copolimero obtenido en la etapa 1 con una fase acuosa
que comprende al menos una amina y que permite la transformacién de Glu-OR en Gln y de Asp-OR en Asn;

3) eventualmente se dializa el medio de reaccion para purificar la suspension acuosa de particulas estructuradas;
4) eventualmente se concentra esta suspension de la etapa 3;
5) se elimina el medio liquido para recoger el sélido pulverulento que comprende las particulas.

La primera etapa del procedimiento se inspira en técnicas conocidas de polimerizacién de anhidridos de N-carboxi-
aminodcidos (NCA), descritas, por ejemplo, en el articulo “Biopolymers, 15, 1869 (1976)” y en la obra de H. R.
KRICHELDOREF “a-Aminoacid-N-carboxy Anhydride and Related Heterocycles” Springer Verlag (1987).

La puesta en practica de disolventes de copolimerizacién aprdticos no aromaticos polares, seleccionados juicio-
samente, evitando cualquier precipitacion y el hecho de recurrir a una hidrélisis dcida en presencia de agua y de
disolvente orgdnico polar no aromatico, permite obtener particulas estructuradas, discretas y submicrénicas con una
fuerte capacidad de carga de PA, y que forman una suspension coloidal, estable en medio acuoso. Estas particulas no
son para nada comparables a un precipitado aglomerado macroscépico de la clase del evocado anteriormente en el
presente documento con respecto a la proposicion anterior (d).

Segiin una variante, a la salida de la etapa 1, se precipita (de preferencia en agua) el copolimero poli(AA-
NO)(AANI) obtenido y se recoge este precipitado. Esta variante corresponde a un modo discontinuo de preparacién
de particulas, en el que se aisla el copolimero polil(AANO)(AANI) en forma de precipitado que forma un producto
intermedio estable. Este precipitado, por ejemplo, puede filtrarse, lavarse y secarse.

De manera ain mds preferida, los NCA-pAAI son NCA de 4cido glutdmico o aspartico O-alquilado, por ejemplo
NCA-Glu-O-Me, NCA-Glu-O-Et o NCA-Glu-O-Bz (Me = metilo - Et = etilo - Bz = bencilo).

De manera conocida, la copolimerizacién se lleva a cabo a una temperatura comprendida entre 20 y 120°C, a
presion atmosférica y en presencia de un iniciador aminado, por ejemplo: NH;.

Otros parametros experimentales, tales como la concentracién de NCA y/o polimero en el disolvente polar no
aromatico (de preferencia el NMP), y/o la concentracién o la naturaleza del codisolvente prético, durante la sintesis,
se ajustardn segun los efectos deseados y conocidos por el experto en la técnica.

La hidrélisis dcida (etapa 2) se realiza con ayuda de agua y de al menos un acido mineral, tal como el dcido
fosférico o clorhidrico (prefiriéndose éste tltimo) y/o un dcido orgédnico, tal como el 4cido trifluoroacético (TFA), el
acido acético, el acido dicloroacético, o los acidos organosulfénicos.
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Las proporciones de agua/dcido (expresadas en partes en peso) en una fase acuosa 4cida de hidrélisis son, ventajo-
samente:

e de 60/1 a2/1,
o de preferencia de 40/1 a 2/1,
e y, ain mas de preferencia, de 20/1 a 2/1.
Las proporciones de fase acuosa dcida de hidrélisis/NMP (expresadas en partes en peso) son, ventajosamente:
e de 5/100 a 200/100
e de preferencia, de 10/100 a 100/100
e y, ain mds de preferencia, de 20/100 a 80/100.

Otros pardmetros, tales como la concentracion en polimero, la temperatura de la mezcla de reaccidn, el modo de
adicién de la fase acuosa dcida de hidrdlisis, el empleo de presion reducida, la duracion de la reaccidn, etc..., se ajustan
segtn los efectos deseados y bien conocidos por el experto en la técnica.

La neutralizacién (etapa 3) se realiza, en la préctica, por ejemplo, con ayuda de sosa.

A continuacion se elimina la sal formada a la salida de la neutralizacion, asi como el disolvente, mediante cual-
quier tratamiento de separacién fisica apropiado, por ejemplo mediante diafiltracién (didlisis) (etapa 4), filtracion,
modificacion de pH, cromatografia...

Esto conduce a una suspension acuosa de particulas estructuradas que puede concentrarse, por ejemplo, median-
te destilacién o cualquier otro medio fisico conveniente: ultrafiltracion, centrifugacién. Para separar, en la etapa 6,
las particulas de su medio liquido de suspensién, se elimina, eventualmente, la fase acuosa, por ejemplo mediante
secado (por ejemplo en la estufa), mediante liofilizacién o cualquier otro medio fisico conveniente: ultrafiltracion,
centrifugacion. Se recupera, a la salida de esta etapa 6, un sélido pulverulento, de color blanco.

Segilin una variante, la etapa de concentracién puede realizarse mediante un tratamiento quimico, tal como una
disminucién del pH, que transforma en 4acido la parte hidréfila de los mondémeros glutamatos, lo que les vuelve inso-
Iubles en agua. Estos PAA 4cidos intermedios pueden filtrarse, lavarse y secarse. Dichos productos intermedios dcidos
pueden neutralizarse con una base quimica en una etapa posterior con el fin de obtener una suspension de particulas.

Debe observarse que la puesta en practica de las etapas 1, 2, 3, 4 y eventualmente 5 del procedimiento anterior
corresponden a una preparacioén de una suspension coloidal de particulas submicrénicas y con fuerte tasa de carga con
los PA.

Durante esta preparacion de suspension coloidal, los PAA anfifilos poli(AANO)(AANI) de la etapa 2 se colocan en
un medio acuoso en el que al menos una parte de los AANI es soluble y al menos una parte de los AANO es insoluble.
Los PAA existen en forma de nanoparticulas en este medio acuoso.

Una alternativa para preparar la suspensién de PV segtin la invencién consiste en poner en contacto el sélido pulve-
rulento, tal como se describid anteriormente en el presente documento y como producto y mediante su procedimiento
de obtencidén, con un medio acuoso, no disolvente de los AANO.

Para realizar la asociacién de uno o varios PA con las particulas, es posible poner en practica varios procedi-
mientos segun la invencién. A continuacion en el presente documento se enumeran ejemplos no limitativos de estos
procedimientos.

Segtin un primer procedimiento, se realiza la asociacién de PA con las particulas mediante la puesta en contacto de
una fase liquida (acuosa o no) que contiene el PA con la suspensién coloidal de particulas que comprenden o no Asp
a titulo de AANIL

Segtin un segundo procedimiento, se realiza la asociacién del PA con las particulas mediante la puesta en contacto
de un PA en el s6lido con la suspension coloidal de particulas que comprenden o no Asp a titulo de AANI. El PA
s6lido puede estar, por ejemplo, en forma de liofilizado, precipitado, polvo u otro.

Segtin un tercer procedimiento, se pone en contacto el sélido pulverulento (PAA que comprende o no Asp a titulo
de AANI), tal como se describi6é anteriormente como producto y mediante sus caracteristicas de obtencion, con una
fase liquida (acuosa o no) que contiene el PA.

Segin un cuarto procedimiento, se pone en contacto el s6lido pulverulento, tal como se describié anteriormente
como producto y mediante sus caracteristicas de obtencion (PAA que comprende o no Asp a titulo de AANI), con
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el PA en forma sélida. Se dispersa a continuacién esta mezcla de sélidos, en una fase liquida, de preferencia una
disolucidn acuosa.

En todos estos procedimientos, el PA utilizado puede estar en forma pura o preformulada.

Teniendo en cuenta la talla nanométrica de las particulas, la suspension puede filtrarse sobre filtros de esterilizacion,
lo que permite obtener, ficilmente y con un coste minimo, liquidos medicamentosos inyectables estériles. El hecho de
poder, gracias a la invencidn, controlar la talla de las particulas y lograr valores de Dh de entre 25 y 100 nm, es una
ventaja importante.

La presente invencion se refiere igualmente a productos intermedios novedosos del procedimiento descrito ante-
riormente en el presente documento, caracterizados porque estan constituidos por copolimeros PAA (que comprenden
0 no Asp a titulo de AANI) precursores de particulas.

Aplicacion industrial

Segtin otro de sus aspectos, la invencion se refiere a una suspensioén y/o un sélido pulverulento (PAA que com-
prende o no Asp a titulo de AANI), tales como los definidos anteriormente en el presente documento y/o tales como
los obtenidos mediante el procedimiento presentado anteriormente, comprendiendo esta suspension y este solido al
menos un principio activo, seleccionado de preferencia entre:

e las vacunas;

e las proteinas y/o los péptidos, entre los que los mds preferibles son: hemoglobinas, citocromos, albiminas, inter-
ferones, antigenos, anticuerpos, eritropoyetina, insulina, hormonas del crecimiento, factores VIII y IX, interleucinas o
sus mezclas, factores estimulantes de la hematopoyesis;

e los polisacdridos, selecciondndose mds particularmente la heparina;

e los 4cidos nucleicos y, de preferencia, los oligonucledtidos de ARN y/o de ADN;

e moléculas no peptido-proteicas que pertenecen a diversas clases de quimioterapia anticancerosa y, en particular,
antraciclinas y taxoides;

e y sus mezclas.

La invencidn se refiere igualmente a una suspension y/o sélido pulverulento (PAA que comprende o no Asp a titulo
de AANI) cargado(s) con PA nutricional, fitosanitario o cosmético.

Finalmente, la invencidn se refiere a una especialidad farmacéutica, nutricional, fitosanitaria o cosmética, caracte-
rizada porque comprende una suspension y/o sélido pulverulento cargado(s) con PA y tal como se definieron anterior-
mente en el presente documento.

Segtin otro de sus objetos, la invencidn se refiere igualmente al uso de estas PV (en suspensién o en forma sélida:
PAA que comprende o no Asp a titulo de AANI) cargados con PA, para la fabricaciéon de medicamentos del tipo
sistemas de liberacion controlada de PA.

En particular, la invencion se refiere al uso de una suspension coloidal estable de particulas estructuradas submicré-
nicas cargadas con principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones supramoleculares individualizadas
(discretas):

o a base de poliaminoédcidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminoacidos recurrentes hidréfilos AAI e hidr6fobos AAO, siendo los aminoacidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en la que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estan al menos en parte constituidos por asparagina;

vy los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO idénticos o
diferentes entre si;
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para la preparacién de una suspension acuosa o de un sélido pulverulento, cargado con al menos un PA y tal como se
define en las reivindicaciones precedentes.

En el caso de medicamentos, puede tratarse, por ejemplo de los administrables, de preferencia par via oral, nasal,
vaginal, ocular, subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, intracerebral o parenteral.

Las aplicaciones cosméticas que pueden considerarse son, por ejemplo, las composiciones que comprenden un PA
asociado a PV segtin la invencidn y aplicables por via transdérmica.

Los productos fitosanitarios previstos pueden ser, por ejemplo, herbicidas, pesticidas, insecticidas, fungicidas, etc...

Los ejemplos que siguen permitirdn comprender mejor la invencién en sus diferentes aspectos producto/procedi-
miento/aplicacion. Estos ejemplos ilustran la preparacién de particulas de poliaminodcidos cargados o no con princi-
pios activos, al igual que presentan las caracteristicas de estructura y las propiedades de estas particulas.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion del polimero - poli(leucina)-bloque-(glutamato de metilo)

Las técnicas utilizadas para la polimerizacion de los NCA para dar polimeros de estructuras en bloques o esta-
disticas se conocen por el experto en la técnica y se detallan en la obra de H. R. KRICHELDORF “@-Aminoacides-
N-CarboxyAnhydrides and Related Heterocycles”, Springer Verlag (1987). La sintesis siguiente precisa la sintesis de
uno de los mismos.

Sintesis de poli(Leu)y-poli(GluOMe)y: se solubilizan 10 g de NCA-GluOMe en una mezcla de 150 ml de NMP a
60°C. Se afiaden de una vez 5 ml de una disolucién de 0,91 g de bencilamina en 50 ml de NMP al monémero. Tras 1
h, se afiaden 14,1 g de NCA-Leu disuelto previamente en 20 ml de NMP. La polimerizacién continda durante otras 3-
4 h.

Una muestra del medio de reaccién permite conocer las caracterizaciones siguientes: rendimiento del 90%. Com-
posicion por 1IH-RMN: (TFA-d) un 66% molar de GluOMe. Viscosidad reducida (un 0,5% de TFA a 25°C) 0,4 dl/g.
Masa molar mediante GPC: 20.000 g/mol.

Ejemplo 2
Aminolisis del poli(leucina)-bloque-(glutamato de metilo) con hidroxietilamina

A la disolucién de polimero en NMP preparada segun el ejemplo 1, se afiaden en una vez 10 g de hidroxietilamina.
Se lleva y mantiene el medio a 80°C durante 2 dias. A continuacién se ailaden 150 ml de agua a la disolucién del
polimero. A continuacién se purifica mediante una etapa de didlisis que garantiza la eliminacién del exceso de amina
y el NMP. Finalmente se afslan las particulas mediante liofilizacién.

Rendimiento cuantitativo. IH-RMN (TFA-d): un 8% de metoxilos residuales (3,5 ppm); un 92% de hidroxietilglu-
tamina. Composicién 1H-RMN (TFA-d): un 34% de Leu. Talla de las particulas (difusién de la luz en modo QLS):
100 nm.

Ejemplo 3

Puesta en evidencia de las nanoparticulas mediante difusion de la luz (DDL) y microscopia electronica de transmision
(TEM)

Se suspenden 10 mg de particulas del polimero 1 en 10 ml de agua o una disolucién acuosa de sal. A continua-
cion se introduce esta disolucién en un granulémetro Coulter (o difractémetro laser). Los resultados del andlisis de
granulometria de los diferentes productos sometidos a prueba se presentan en la tabla 1 siguiente.

TABLA 1
Mediciones de la talla de las PV

Ejemplo Polimero Talla (nm)
2 POLI[(LEU)o 66-BLOQUE-(GLN-N-HIDROXIETIL)o 37]x 100
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Ejemplo 4
Prueba de asociacion de las nanoparticulas con una proteina (la insulina)

A partir de una disolucién tampodn fosfato isoténica de pH 7,4, se prepara una disolucién de insulina humana
valorada a 1,4 mg/ml correspondiente a 40 Ul/ml. En 1 ml de esta disolucién de insulina, se dispersan 10 mg de la
PV preparada en el ejemplo 1. Tras 15 horas de incubacién a temperatura ambiente, se separan la insulina asociada a
las PV y la insulina libre mediante centrifugacién (60.000 g, 1 hora) y ultrafiltracién (umbral de filtracién de 300.000
D). Se dosifica la insulina libre recuperada en el filtrado mediante HPLC o mediante ELISA y se deduce mediante
diferencia la cantidad de insulina asociada. La cantidad de insulina asociada a la PV es superior a 0,77 mg, lo que
representa mds del 55% del total de la insulina empleada.

La tabla siguiente retine los resultados de las mediciones de tasa de asociacion realizadas sobre diferentes PV. La
tasa de asociacion expresa el porcentaje de insulina asociada con respecto a la insulina empleada en una preparacién

valorada a 1,4 mg/ml de insulina y 10 mg/ml de PV. Este valor se transforma en una tasa de carga que expresa una
formulacién al 100% de fijacién de la proteina, en mg de insulina par 100 mg de PV.

TABLA 2

Mediciones de la tasa de asociacion con insulina para una mezcla de 0,14 mg de INSULINA/mg de PV

Ejemplo Polimero Tasa de asociacion | Tasa de carga
n (%) en mg/100 mg
2 POLI[(LEU)o 66-BLOQUE-(GLN- 99 13,6
N-HIDROXIETIL )g 37]x

Ejemplo 5
Farmacocinética y farmacodindmica de las PV cargadas con insulina en un perro sano en ayunas

Se inyect6 la preparacion de particulas+insulina del ejemplo 4 en perros, que se volvieron diabéticos mediante
pancreatectomia total y en ayunas desde el dia anterior por la noche. La administracién a las 11 de la mafiana por
via subcutdnea tordcica de la preparacion se realizé con la posologia de 0,5 Ul/kg de insulina por Kg de peso vivo
del animal. El volumen administrado estd comprendido entre 0,18 y 0,24 ml. En los momentos -4, -2, 0, 1, 2, 4, 6,
8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 y 48 horas, se extrae 1 ml de sangre mediante puncién yugular a vacio sobre
tubo de heparinato de sodio. Se utilizan 30 ul de sangre total extemporaneamente para la medicién de la glucemia,
A continuacién se centrifuga el tubo, se decanta y se almacena el plasma a -20°C para la dosificacién de la insulina.
Los resultados presentados en la figura 1 a continuacion en el presente documento muestran que vuelve a soltarse la
insulina hasta 12 horas (linea continua) y un efecto hipoglucemiante importante que se prolonga hasta las 20 horas
(linea discontinua) tras la inyeccion.

TABLA 3

Mediciones del tiempo de accion de la insulina (efecto hipoglucemiante) en presencia de PV segiin la invencion

Ejemplo Polimero Tiempo de regreso hasta el
nivel basal (h)
INSULINA SOLUBLE (SIN PV) 1
2 POLI[(LEU)g 66-BLOQUE-(GLN-N- 20 H
HIDROXIETIL)g 37]x

Este ejemplo demuestra la no desnaturalizacién de la insulina en presencia de PV segtn la invencion.
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Ademis, el ejemplo 2 permite poner en evidencia el aumento de la duracién de accién de la insulina con respecto
a la insulina no formulada y, por tanto, la utilidad de las PV como sistema de retraso para la liberacién controlada
de la insulina. Muestra igualmente cdmo es posible controlar la duracién de accién mediante eleccidn juiciosa del
agrupamiento hidréfobo.

Ejemplo 6
Aminolisis del poli(fenilalanina)-bloque-(glutamato de metilo) con hidroxietilamina

A la disolucién de polimero en NMP preparada segun el ejemplo 1 partiendo de los monémeros NCAGluOMe
y NCA-fenilalanina, se afladen en una vez 10 g de hidroxietilamina. Se lleva y mantiene el medio a 80°C durante 2
dias. A continuacién se afiaden 150 ml de agua a la disolucién del polimero. A continuacién se purifica mediante una
etapa de didlisis que garantiza la eliminacion del exceso de amina y NMP. Finalmente se aislan las particulas mediante
liofilizacién.

Rendimiento cuantitativo. IH-RMN (TFA-d): un 6% de metoxilos residuales (3,5 ppm); un 94% de hidroxietilgiu-
tamina. Composicién de 1H-RMN (TFA-d): un 34% de Leu. Talla de las particulas (difusion de la luz en modo QLS):
100 nm.

Ejemplo 7
Aminolisis del poli(leucina-bloque-glutamato de bencilo) con 3-amino-propilen-1,2-glicol

A la disolucién de polimero en NMP preparada segun el ejemplo 1, partiendo de los mondmeros NCAGIuOBzI
y NCALeu, se afiaden en una vez 10 g de 3-amino-propilen-1,2-glicol. Se lleva el medio a 80°C durante 2 dias. Se
afiaden 150 ml de agua a la disolucién del polimero. A continuacién se purifica mediante una etapa de didlisis que
garantiza la eliminacién del exceso de amina y del disolvente. Finalmente se aislan particulas mediante liofilizacién.
Rendimiento cuantitativo. Talla de las particulas (QLS, segtn el ejemplo 3): 100 nm.

Ejemplo 8

Prueba de asociacion de las nanoparticulas con una proteina (la insulina)

Segtin el ejemplo 4, se utilizan particulas aisladas del ejemplo 6 e insulina humana para obtener una tasa de carga
expresada en mg de insulina por 100 mg de PV.

Ejemplo Polimero Tasa de asociacion | Tasa de carga
en mg/100 mg
6 POLI(PxEq 7e-BLOQUE-GLN-N- 99 8,5
DIHIDROXIPROPIL g 21)x
7 POLI(LEUp g6-BLOQUE-(GLN-N- 99 13,7
DIHIDROXIPROPIL 33)x

13
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REIVINDICACIONES
1. Suspension coloidal estable de particulas estructuradas submicrénicas susceptibles de utilizarse, especialmente
para la vectorizacién de principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones supramoleculares individuali-
zadas (discretas):
o a base de poliaminoacidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidréfobos AAQO, siendo los aminoacidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o vy estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
caracterizada:

v/ porque los aminoécidos recurrentes hidréfilos AAI son aminodcidos neutros hidréfilos AANI a excepcién
de asparagina;

v/ porque los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO;
vy porque los dcidos aminados recurrentes de cada tipo AANI y AANO son idénticos o diferentes entre si.

2. Suspension segtin la reivindicacion 1, caracterizada porque los PAA constitutivos de las particulas son PAA en
“bloque”, en los que:

o larazén molar AANO/(AANI + AANO) es > 6%,
o y lalongitud absoluta del bloque de AANO es > 5, de preferencia > 10, y més de preferencia > 20.

3. Suspension segtn la reivindicacién 1, caracterizada porque los PAA constitutivos de las particulas son PAA
“copolimeros estadisticos” y porque:

o la razén molar AANI/(AANI + AANO) es > 10%, y de preferencia > 20% y maés de preferencia de entre
el 30 y el 70%,

e la masa molar Mw > 2.000 Da.

4. Suspension seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque el (los) AANI hidréfilo(s)
se selecciona(n) del grupo que comprende:

v los acidos aminados neutros naturales, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende: serina,
treonina, hidroxiprolina, glutamina;

v los dcidos aminados neutros, raros o sintéticos, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
S-6xido de metionina, O-glucosidil-serina;

v los derivados de los dcidos aminados neutros, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
N-hidroxietilglutamina, N-hidroxipropilasparagina, N-hidroxietil-asparagina, N-hidroxipropilglutamina.

5. Suspensién segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque el (los) AANO hidréfo-
bo(s) se selecciona(n) del grupo que comprende:

¢ los 4cidos aminados neutros naturales, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende: Leu, Ile,
Val, Ala, Pro, Phe;

¢ los 4cidos aminados neutros, raros o sintéticos, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
norleucina, norvalina;

¢ los derivados de los dcidos aminados polares, de preferencia los seleccionados del grupo que comprende:
glutamato de metilo, glutamato de etilo, aspartato de bencilo, N-acetil-lisina.

6. Suspension segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque las particulas de vec-

torizacién (PV) que contiene tienen una talla media comprendida entre 0,01 y 0,5 um, de preferencia entre 0,01 y
0,2 um.
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7. Suspensién coloidal de particulas, segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque es
acuosa y estable.

8. Suspension segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque las particulas comprenden
al menos un principio activo.

9. Sélido pulverulento caracterizado porque se obtiene a partir de la suspension segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

10. Procedimiento de preparacién del s6lido pulverulento segtin la reivindicacién 9 o de un sélido pulverulento ob-
tenido a partir de una suspension coloidal estable de particulas estructuradas submicrénicas susceptibles de utilizarse,
especialmente para la vectorizacién de principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones supramolecula-
res individualizadas (discretas):

o a base de poliaminodcidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidr6fobos AAO, siendo los aminodcidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en la que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estan al menos en parte constituidos por asparagina,

vy los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO idénticos o
diferentes entre si,

caracterizado porque:

1) se realiza una copolimerizacién de monémeros formados por anhidridos de N-carboxiaminoacidos (NCA)
de al menos dos tipos diferentes,

¢ por una parte, mondémeros de NCA de partida que comprenden NCA-Glu-OR y/o NCA-Asp-OR, y/o
NCA-AANI,

¢ y por otra parte, NCA-AANO, en presencia:

- de al menos un disolvente polar no aromdtico, de preferencia seleccionado del grupo que com-
prende: N-metilpirrolidona (NMP), dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), dime-
tilacetamida (DMAc), pirrolidona; prefiriéndose mds particularmente NMP;

-y eventualmente al menos un codisolvente seleccionado entre los disolventes apréticos (de pre-
ferencia dioxano-1,4) y/o los disolventes préticos (de preferencia pirrolidona) y/o agua y/o alco-
holes, prefiriéndose particularmente metanol;

2) en el caso en el que los monémeros de NCA de partida son NCA-Glu-OR y/o NCA-Asp-OR (R = alquilo),
se pone en practica una aminolisis que consiste en poner en contacto el copolimero obtenido en la etapa 1
con una fase acuosa que comprende al menos una amina y que permite la transformacién de Glu-OR en
Gln y de Asp-OR en Asn;

3) eventualmente se dializa el medio de reaccién para purificar la suspension acuosa de particulas estructura-
das;

4) eventualmente se concentra esta suspension de la etapa 3;
5) se elimina el medio liquido para recoger el sélido pulverulento que comprende las particulas.

11. Procedimiento de preparacion de la suspension segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracteri-
zado porque se pone en contacto de un medio acuoso, el sélido pulverulento segun la reivindicacién 9 y/o el sélido
pulverulento obtenido mediante el procedimiento segun la reivindicacién 10.

12. Procedimiento de preparacion de la suspension segtin la reivindicacion 8, o de una suspension coloidal estable

de particulas estructuradas submicrénicas cargadas con principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones
supramoleculares individualizadas (discretas):
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o a base de poliaminoacidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidr6fobos AAQO, siendo los aminodcidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en la que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estdn al menos en parte constituidos por asparagina,

vy los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO idénticos o
diferentes entre si,

caracterizado porque se realiza la asociacion del PA a las particulas, mediante puesta en contacto de una fase li-
quida que contiene el PA con la suspension coloidal de particulas y/o el s6lido pulverulento obtenido mediante el
procedimiento segtn la reivindicacién 10.

13. Procedimiento de preparacion de la suspension segin la reivindicacién 8 o de una suspension coloidal estable
de particulas estructuradas submicrdnicas cargadas con principio(s) activos(s) PA, siendo estas particulas disposiciones
supramoleculares individualizadas (discretas):

o a base de poliaminoacidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidréfobos AAQO, siendo los aminoacidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre sf;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en la que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estan al menos en parte constituidos por asparagina,

vy los aminodcidos recurrentes hidr6fobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO idénticos o
diferentes entre si,

caracterizado porque se realiza la asociacion del PA a las particulas mediante puesta en contacto de un PA en el
estado sélido con la suspension coloidal de particulas.

14. Procedimiento de preparacidn de la suspension segun la reivindicacién 8, o de una suspension coloidal estable
de particulas estructuradas submicrénicas cargadas con principio(s) activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones
supramoleculares individualizadas (discretas):

o a base de poliaminodcidos (PAA) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos
dos tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidréfobos AAQO, siendo los aminodcidos
de cada tipo idénticos o diferentes entre si;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en la que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estan al menos en parte constituidos por asparagina,

vy los aminidcidos recurrentes hidr6fobos AAO son aminodcidos neutros hidré6fobos AANO idénticos o
diferentes entre si,

caracterizado porque se pone en contacto el sélido pulverulento segtn la reivindicacién 9 y/o el sélido pulverulento
obtenido mediante el procedimiento segtn la reivindicacién 10, con una fase liquida que contiene el PA.

15. Procedimiento de preparacién de la suspension segin la reivindicacidon 9, caracterizado porque se pone en
contacto el s6lido pulverulento segtn la reivindicacion 9 y/o el s6lido pulverulento obtenido mediante el procedimiento
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segun la reivindicacion 10, con el PA en forma sélida y porque se dispersa esta mezcla de sélidos en una fase liquida,
de preferencia una disolucién acuosa.

16. Productos intermedios del procedimiento segtin la reivindicacion 10, caracterizados porque estan constituidos
por copolimeros PAA precursores de particulas.

17. Suspension segun la reivindicacion 9 y/u obtenida mediante el procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 15 y/o sélido pulverulento segun la reivindicacién 9, y/u obtenido mediante el procedimiento
segtin la reivindicacion 10, que comprende al menos un principio activo seleccionado, de preferencia, entre:

e las vacunas;

o las proteinas y/o los péptidos, entre los cuales se retienen mds de preferencia: hemoglobinas, citocromos, al-
buminas, interferones, antigenos, anticuerpos, eritropoyetina, insulina, hormonas del crecimiento, factores
VIII y IX, interleucinas o sus mezclas, factores estimulantes de la hematopoyesis;

e los polisacdridos, selecciondndose mas particularmente la heparina;

e los 4cidos nucleicos y, de preferencia, los oligonucleétidos de ARN y/o de ADN;

e moléculas no peptido-proteicas que pertenecen a diversas clases de quimioterapia anticancerosa y, en par-
ticular, antraciclinas y taxoides, y sus mezclas.

18. Suspensién segin la reivindicacion 7 y/o suspension obtenida mediante el procedimiento segtin una cualquiera
de las reivindicaciones 12 a 15, y/o sélido pulverulento segtin la reivindicacién 9 u obtenido mediante el procedimiento
seglin la reivindicacion 10, que comprende al menos un principio activo nutricional, fitosanitario o cosmético.

19. Especialidad farmacéutica, nutricional, fitosanitaria o cosmética, caracterizada porque comprende una sus-
pension y/o sélido pulverulento segiin la reivindicacién 17 6 18.

20. Uso de una suspension coloidal estable de particulas estructuradas submicrénicas cargadas con principio(s)
activo(s) PA, siendo estas particulas disposiciones supramoleculares individualizadas (discretas):

o abase de poliaminodcidos (PM) anfifilos, lineales, con cadenas peptidicas y que comprenden al menos dos
tipos diferentes de aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI e hidr6fobos AAO, siendo los aminoédcidos de
cada tipo idénticos o diferentes entre sf;

o aptas para asociarse en suspension coloidal en el estado no disuelto, a al menos un PA y liberar el mismo,
especialmente in vivo, de manera prolongada y/o retardada;

o y estables en fase acuosa a pH comprendido entre 4 y 13 en ausencia de tensioactivo(s);
en el que:
v los aminodcidos recurrentes hidréfilos AAI estan al menos en parte constituidos por asparagina,

vy los aminodcidos recurrentes hidréfobos AAO son aminodcidos neutros hidréfobos AANO idénticos o
diferentes entre si;

para la preparacion de una suspension acuosa o de un sélido pulverulento, cargado con al menos un PA y segun las
reivindicaciones precedentes.
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