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DESCRIPCION
Particulas recubiertas con poliglicerol hiperramificado y métodos para su preparacion
Campo de la invencion

Esta invencién se encuentra en el campo de particulas, tales como microparticulas y/o nanoparticulas, recubiertas
con poliglicerol hiperramificado, en las que el recubrimiento puede ajustarse para proporcionar propiedades de sigilo
o adhesivas.

Antecedentes de la invencion

A lo largo de la ultima década, se ha explorado la nanotecnologia para mejorar la biodisponibilidad, reducir los
efectos secundarios y potenciar el direccionamiento de agentes terapéuticos para una amplia variedad de
enfermedades. Cuando se administran agentes de manera sistémica, normalmente el efecto terapéutico se reduce
por un rapido aclaramiento mediante digestion enzimatica, filtracion renal y captacion de sistema fagocitico
mononuclear (MPS). Se ha investigado la encapsulacion del agente en nanoparticulas (NP) para modular estos
factores, ya que las NP disefiadas por ingenieria de manera precisa pueden proteger el agente frente al rapido
aclaramiento, pero también ayudarse a alcanzar el sitio diana de manera mas eficiente y preferente. Los materiales
ampliamente usados para producir NP incluyen polimeros, lipidos y algunos materiales inorganicos. Sin embargo, la
encapsulacion de agentes terapéuticos en NP no garantiza una administracion satisfactoria. De hecho, con
frecuencia los materiales particulados se aclaran de manera mas eficiente a partir de la sangre mediante captacion
de MPS, particularmente por células fagociticas en el higado, conduciendo a una rapida pérdida de NP y sus
farmacos asociados a partir de la circulacién, lo cual limita su capacidad para alcanzar dianas distintas del higado.

Se conoce que la modificacion en superficie de las NP con sustancias que previenen la adsorcion no especifica
puede reducir su interaccion con proteinas séricas y aumentar la circulacién en sangre de las NP. Un recubrimiento
de superficie ideal resiste a la adsorcidn no especifica de proteinas y facilita la union de otras funcionalidades, tales
como ligandos de direccionamiento, a la particula. Para resistir a la adsorcidon no especifica en condiciones
fisioldgicas, los materiales para recubrimiento habitualmente presentan carga neutra, son hidrofilos y estables en
entornos fisioldgicos. Entre los pocos materiales usados para recubrimiento para NP, PEG se ha vuelto ubicuo. Las
ventajas de PEG como recubrimiento de NP para la administracion de farmacos incluyen su baja toxicidad, baja
inmunogenicidad y resistencia a la adsorcidon no especifica de biomoléculas. PEG ha dominado tanto el campo de
los recubrimientos de superficie que pocas veces se investigan nuevos enfoques.

Sin embargo, PEG tiene limitaciones considerables. Por ejemplo, se sabe que las cadenas de PEG pueden adoptar
una variedad de configuraciones en la superficie, dependiendo de la densidad en superficie de PEG, y con
frecuencia es dificil alcanzar las densidades mas eficaces.

Documentos relevantes de la técnica anterior son: Mugabe C., et al., “In vivo evaluation of mucoadhesive
nanoparticulate docetaxel for intravesical treatment of non-muscle-invasive bladder cancer”, Clin. Cancer Res., vol.
17, n.° 9, pags. 2788-2798, 2011; Li M., ef al., “Methotrexate-conjugated and hyperbranched polyglycerol-grafted
Fe304 magnetic nanoparticles for targeted anticancer effects”, Eur. J. of Pharm. Sci., vol. 48, pags. 111-120, 2013;
Bao H, ef al, “OX26 modified hyperbranched polyglycerol-conjugated poly(lactic-co-glycolic acid) nanoparticles:
synthesis, characterization and evaluation of its brain delivery ability”, J. Mater. Sci: Mater. Med., vol. 23, pags. 1891-
1901, 2012; Gao X, et al., “Synthesis and physicochemical characterization of a novel amphiphilic polylactic acid-
hyperbranched polyglycerol conjugate for protein delivery”, J. of Controlled Release, vol. 140, pags. 141-147, 2009; y
el documento WO2012/156094A1.

Existe una necesidad de particulas con propiedades de sigilo.

Por tanto, un objetivo de la invencion es proporcionar particulas con propiedades de sigilo.

Sumario de la invencién

En el presente documento se describen particulas de nucleo-cubierta, tales como microparticulas y nanoparticulas, y
métodos de preparacion y uso. El nucleo esta formado por, o contiene, un biodegradable que es mas hidroéfobo que
el poliglicerol hiperramificado y que esta unido de manera covalente al poliglicerol hiperramificado.

La cubierta estd formada por, o contiene, poliglicerol hiperramificado (HPG). Tras el autoensamblaje, se forman
particulas en las que el uno o mas polimeros biodegradables hidréfobos forman el ndcleo y el HPG forma un

recubrimiento sobre la particula.

Los recubrimientos de HPG sin modificar confieren propiedades de sigilo a las particulas que resisten a la absorcion
de proteinas no especifica y aumentan la circulacién en la sangre.
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Las particulas contienen un agente anticancerigeno. El agente anticancerigeno puede estar asociado de manera
covalente o0 no covalente con las particulas. El agente anticancerigeno puede estar encapsulado dentro de la
particula, por ejemplo, dispersado dentro del nucleo; asociado de manera no covalente con la superficie de las
particulas, asociado de manera covalente con la superficie de las particulas, o0 combinaciones de los mismos.

Las particulas son Utiles en métodos para el tratamiento de cancer.
Breve descripcién de los dibujos
La figura 1 es un esquema que muestra la sintesis de nanoparticulas sigilosas y nanoparticulas pegajosas.

Las figuras 2A, 2B, 2C y 2D son graficos que muestran la frecuencia (%) en funcién del tamafo de particula para
nanoparticulas de PLA-HPG.

La figura 3 es un grafico que muestra la liberacion de farmaco (%) en funcion del tiempo (horas) para nanoparticulas
de PLA-HPG/camptotecina (CPT) y PLA-PEG/CPT.

La figura 4A es un grafico que muestra la viabilidad celular (%) en funcidén de la concentracion de camptotecina
(CPT) (uM) para CPT libre, nanoparticulas de PLA-HPG/CPT y nanoparticulas de PLA-PEG/CPT. La figura 4B es un
grafico que muestra la viabilidad celular (%) en funcidon de la concentracion nanoparticulas (NP) (mg/ml) para
nanoparticulas de PLA-HPG y nanoparticulas de PLA-PEG.

La figura 5 es un grafico que muestra la retencion de colorante (%) de nanoparticulas de PLA-HPG y de PLA-PEG
en funcion del tiempo de incubacién en PBS.

La figura 6A es un grafico que muestra la dosis en sangre (%) en funcion del tiempo (horas) para nanoparticulas de
PLA-HPG y de PLA-PEG. La figura 6B es un grafico que muestra la dosis en sangre (%) en funcién del tiempo
(horas) para nanoparticulas de PLA-HPG y de PLA-PEG. Las figuras 6C y 6D son graficos que muestran la dosis de
NP de PLA-HPG o de PLA-PEG por gramo de tejido (%) en funcién del tejido a las 12 horas (figura 6C) y 24 horas
(figura 6D). Las figuras 6E y 6F son graficos que muestran la dosis de NP de PLA-HPG o de PLA-PEG por érgano
(%) en funcidn del 6rgano a las 12 horas (figura 6E) y 24 horas (figura 6F).

La figura 7A es un grafico que muestra el volumen tumoral (mm?®) en funcién del tiempo tras la inoculacién de tumor
(dias) para nanoparticulas de PLA-HPG, PBS, nanoparticulas de PLA-PEG/CPT, nanoparticulas de PLA-HPG/CPT y
CPT libre. La figura 7B es un grafico que muestra el peso de ratones (gramos) en funcidén del tiempo tras la
inoculacién de tumor (dias) para nanoparticulas de PLA-HPG, PBS, nanoparticulas de PLA-PEG/CPT,
nanoparticulas de PLA-HPG/CPT y CPT libre.

La figura 8 es un grafico que muestra el porcentaje de dosis en sangre (%) en funcion del tiempo (horas) para
nanoparticulas de PLA-HPG (PH), PLA-PEG (PP), PLA-HPGaLp (PA) y PLA-HPGReverido (NP de PLA-HPG revertidas
a partir de NP de PLA-HPGaLp) (PR).

La figura 9A es un grafico que muestra el nimero de grupos aldehido/nm? en NP sigilosas en funcion del tiempo de
incubacién con NalO,. Los datos se muestran como media + DE (n = 4). La figura 9B es un grafico que muestra la
inmovilizacién en superficie de NP de PLA-HPG cargadas con DiD tratadas con NalO4 durante diferentes periodos
de tiempo en portaobjetos recubiertos con lisina. Los datos se muestran como media £ DE (n = 4). La figura 9C es
un grafico de fluorescencia relativa (%) obtenida a partir de secciones de corddn umbilical incubadas con NP de
PLA-HPGap y de PLA-HPG cargadas con DiD a 1 mg/ml en el lado de luz de la vena umbilical durante 2 horas en
tampon de Ringer a 37 °C. Se cuantificd la fluorescencia y se normalizé con respecto a la fluorescencia promedio de
PLA-HPGaLp en la vena umbilical. Los datos se muestran como media £ DE (n = 6).

La figura 10A es un diagrama de NP de PLA-HPGa.p adheridas a la superficie de tejidos abdominales y NP de PLA-
HPG difundidas hasta la cavidad abdominal y extraidas mediante drenaje linfatico. La figura 10B es un diagrama de
células tumorales metastatizadas unidas a la superficie de tejidos abdominales. La figura 10C es un diagrama que
muestra que el crecimiento de células tumorales se suprime mediante NP de PLA-HPGan/EB en los tejidos
abdominales.

La figura 11A es un grafico de la liberacidon de farmaco en (%) a partir de NP de EB/PLA-HPGap (EB/BNP) y NP de
EB/PLA-HPG (EB/NNP) a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como media £ DE (n=4). La figura 11B es un
grafico de la viabilidad celular (%) de células de USPC tras la incubacion con EB libre, NP de EB/PLA-HPG
(EB/NNP) y NP de EB/PLA-HPGap (EB/BNP) durante 3 dias. Los datos se muestran como media + DE (n=8). La
figura 11C es un grafico de la viabilidad celular (%) de células de USPC tras la incubacion con NP de PLA-HPGLp
vacias (BNP) y NP de PLA-HPG vacias (NNP) durante 3 dias. Los datos se muestran como media + DE (n=8). La
figura 11D es un grafico de la viabilidad celular (%) de células Hela y HUVEC tras la incubacion con NP de PLA-
HPGaLp vacias (BNP) y NP de PLA-HPG vacias (NNP) durante 3 dias. Los datos se muestran como media + DE
(n=8). La figura 11E es un grafico de la viabilidad celular (%) de multiples lineas celulares tras la incubacién con NP
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de PLA-HPGa.p vacias (BNP) y NP de PLA-HPG vacias (NNP) durante 3 dias. Los datos se muestran como media +
DE (n=8).

La figura 12 es un grafico de la densidad de superficie en porcentaje (%) de células de USPC unidas a portaobjetos
recubiertos con NP de EB/PLA-HPGap (EB/BNP), NP de PLA-HPGap (BNP), NP de EB/PLA-HPG (EB/NNP) o PBS
(control). La densidad de superficie de células se normalizé con respecto al control de PBS. Los datos se muestran
como media £ DE (n=3).

La figura 13 es una curva de supervivencia de Kaplan Meier de ratones que portan tumores de USPC
intraperitoneales y tratados con inyeccion intraperitoneal de PBS (1), NP de PLA-HPGap en PBS (BNP, (2)), EB
libre (3), NP de EB/PLA-HPG en PBS (EB/NNP, (4)) y NP de EB/PLA-HPGp en PBS (EB/BNP, (5)).

Descripcion detallada de la invencién
|. Definiciones

“Cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
cantidad de farmaco eficaz para aliviar, retrasar la aparicion de, o prevenir uno 0 mas sintomas de una enfermedad
o0 trastorno.

Los términos “tratar” o “prevenir’, tal como se usan en el presente documento, pueden incluir prevenir que se
produzca una enfermedad, trastorno o estado condicion en un animal que puede tener predisposicion a la
enfermedad, trastorno y/o estado pero aln no se le ha diagnosticado que lo tiene; inhibir la enfermedad, trastorno o
estado, por ejemplo, impedir su progresion; y aliviar la enfermedad, trastorno o estado, por ejemplo, provocar la
regresion de la enfermedad, trastorno y/o estado. Tratar la enfermedad, trastorno o estado puede incluir mejorar al
menos un sintoma de la enfermedad, trastorno o estado particular, aunque la fisiopatologia subyacente no se vea
afectada, tal como tratar el dolor de un sujeto mediante administracion de un agente analgésico aunque tal agente
no trate la causa del dolor.

“Administracion parenteral”, tal como se usa en el presente documento, significa administracion mediante cualquier
método distinto de a través del tubo digestivo o vias topicas o regionales no invasivas. Por ejemplo, la administracion
parenteral puede incluir administracién a un paciente por via intravenosa, intradérmica, intraperitoneal, intrapleural,
intratraqueal, intramuscular, subcutanea, subconjuntival, mediante inyeccidén y mediante infusion.

“Administracion enteral’, tal como se usa en el presente documento, significa administracién mediante absorcion a
través del tracto gastrointestinal. La administracion enteral puede incluir administracion oral y sublingual,
administracion gastrica o administracion rectal.

“Administracion pulmonar”, tal como se usa en el presente documento, significa administracion en los pulmones
mediante inhalacion o administracion endotraqueal. Tal como se usa en el presente documento, el término
“inhalacion” se refiere a la entrada de aire a los alveolos. La entrada de aire puede producirse a través de la boca o
la nariz.

Los términos “agente bioactivo” y “agente activo”
documento, son un agente anticancerigeno.

, tal como se usan de manera intercambiable en el presente

“Biocompatible” y “biolégicamente compatible”, tal como se usan en el presente documento, se refieren de manera
general a materiales que, junto con cualquier metabolito o producto de degradacion de los mismos, generalmente no
son toxicos para el receptor, y no provocan ningun efecto adverso significativo en el receptor. En términos generales,
los materiales biocompatibles son materiales que no provocan una respuesta inflamatoria o inmunitaria significativa
cuando se administran a un paciente.

El término “biodegradable” tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a un material
que se degradara o erosionara en condiciones fisioldgicas para dar unidades mas pequefias o especies quimicas
que son capaces de metabolizarse, eliminarse o excretarse por el sujeto. El tiempo de degradacion depende de la
composicion y la morfologia. Los tiempos de degradacion pueden ser de desde horas hasta semanas.

El término “farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que, dentro del alcance del criterio médico razonable, son
adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién,
respuesta alérgica u otros problemas o complicaciones proporcionales a una razon de riesgo/beneficio razonable,
segun las directrices de agencias tales como la Food and Drug Administration. Un “portador farmacéuticamente
aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a todos los componentes de una formulacion
farmacéutica que facilitan la administracion de la composicion in vivo. Los portadores farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, diluyentes, conservantes, aglutinantes, lubricantes, disgregantes, agentes de
hinchamiento, cargas, estabilizantes y combinaciones de los mismos.
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El término “peso molecular”’, tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a la masa o la
masa promedio de un material. Si es un polimero u oligémero, el peso molecular puede referirse a la longitud de
cadena promedio relativa 0 a la masa de cadena relativa del polimero a granel. En la practica, el peso molecular de
polimeros y oligbmeros puede estimarse o caracterizarse de diversas maneras incluyendo cromatografia de
permeacion en gel (GPC) o viscosimetria capilar. Los pesos moleculares de GPC se notifican como peso molecular
promedio en peso (M,) en contraposicién al peso molecular promedio en numero (M,). La viscosimetria capilar
proporciona estimaciones de peso molecular como la viscosidad inherente determinada a partir de una disolucion de
polimero diluida usando un conjunto particular de condiciones de concentracion, temperatura y disolvente.

El término “molécula pequefa”, tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a una
molécula organica que tiene un peso molecular de menos de aproximadamente 2000 g/mol, menos de
aproximadamente 1500 g/mol, menos de aproximadamente 1000 g/mol, menos de aproximadamente 800 g/mol o
menos de aproximadamente 500 g/mol. Las moléculas pequefias no son poliméricas y/o no son oligoméricas.

El término “copolimero” tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a un unico material
polimérico que esta compuesto por dos 0 mas mondmeros diferentes. El copolimero puede tener cualquier forma, tal
como al azar, en bloque, de injerto, etc. Los copolimeros pueden tener cualquier grupo terminal, incluyendo grupos
terminales acidos o con los centros reactivos ocupados.

“Hidrofilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la propiedad de tener afinidad por el agua. Por
ejemplo, los polimeros hidréfilos (0 segmentos de polimeros hidréfilos) son polimeros (0 segmentos de polimeros)
que son principalmente solubles en disoluciones acuosas y/o tienen una tendencia a absorber agua. En general,
cuanto mas hidrofilo es un polimero, mas tiende ese polimero a disolverse en, mezclarse con o humedecerse por
agua.

“Hidrofobo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polimero biodegradable que es mas
hidréfobo que el poliglicerol hiperramificado.

El término “lipofilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos que tienen afinidad por
lipidos.

El término “anfifilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula que combina propiedades
hidréfilas y lipdfilas (hidréfobas).

“Nanoparticula”, tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a una particula que tiene
un diametro, tal como un diametro promedio, de desde aproximadamente 10 nm hasta, pero sin incluir,
aproximadamente 1 micrometro, preferiblemente desde 100 nm hasta aproximadamente 1 micrometro. Las
particulas pueden tener cualquier forma. Las nanoparticulas que tienen una forma esférica se denominan
generalmente “nanoesferas”.

“Microparticula”, tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a una particula que tiene
un diametro, tal como un didmetro promedio, de desde aproximadamente 1 micrometro hasta aproximadamente
100 micrometros, preferiblemente desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 50 micrometros, mas
preferiblemente desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 30 micrdmetros, lo mas preferiblemente desde
aproximadamente 1 micrdmetro hasta aproximadamente 10 micrometros. Las microparticulas pueden tener
cualquier forma. Las microparticulas que tienen una forma esférica se denominan generalmente “microesferas”.

“Tamafio medio de particula” tal como se usa en el presente documento, se refiere de manera general a la media
estadistica del tamafo de particula (diametro) de las particulas en una poblacién de particulas. El diametro de una
particula esencialmente esférica puede referirse al diametro fisico o hidrodinamico. El diametro de una particula no
esférica puede referirse preferiblemente al diametro hidrodindmico. Tal como se usa en el presente documento, el
didmetro de una particula no esférica puede referirse a la distancia lineal mas grande entre dos puntos en la
superficie de la particula. El tamafio medio de particula puede medirse usando métodos conocidos en la técnica,
tales como dispersion de luz dinamica.

“Monodispersion” y “distribucién de tamafio homogénea” se usan de manera intercambiable en el presente
documento y describen una poblacién de nanoparticulas o microparticulas en la que todas las particulas tienen el
mismo o casi el mismo tamafo. Tal como se usa en el presente documento, una distribucién monodispersada se
refiere a distribuciones de particulas en las que el 90 % o mas de la distribucion se encuentra dentro del 15 % de la
mediana del tamafo de particula, mas preferiblemente dentro del 10 % de la mediana del tamafio de particula, lo
mas preferiblemente dentro del 5 % de la mediana del tamafio de particula.

“Farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos, portadores,

excipientes, composiciones y/o formas de dosificacidon que, dentro del alcance del criterio médico razonable, son
adecuados para su uso contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién,
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respuesta alérgica u otro problema o complicacion, proporcionales a una razon de riesgo/beneficio razonable.

“Punto de ramificacion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una porcion de un conjugado de
polimero-farmaco que sirve para conectar uno o mas segmentos de polimeros hidrofilos a uno 0 mas segmentos de
polimeros hidréfobos.

“Implante”, tal como se usa de manera general en el presente documento, se refiere a un dispositivo o elemento
polimérico que esta estructurado, dimensionado o configurado de otro modo para implantarse, preferiblemente
mediante inyeccién o implantacion quirdrgica, en una regién especifica del cuerpo para proporcionar beneficio
terapéutico liberando uno o mas agentes a lo largo de un periodo de tiempo prolongado en el sitio de implantacion.

II. Microparticulas y nanoparticulas de nucleo-cubierta
A. Nucleo

El nacleo de las particulas esta formado por, o contiene, uno o mas polimeros biodegradables (por ejemplo
homopolimero, copolimero, terpolimero, etc.) mas hidréfobos que el poliglicerol hiperramificado, y unidos de manera
covalente al poliglicerol hiperramificado.

A partir de las siguientes listas de polimeros, s6lo los polimeros que se sabe que son biodegradables y mas
hidréfobos que poliglicerol hiperramificado corresponden a la definicion de “polimero biodegradable” segun las
reivindicaciones. En general, polimeros sintéticos son: polihidroxiacidos tales como poli(acido lactico), poli(acido
glicolico) y poli(acido lactico-co-acido glicdlico), polilactida, poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida), polianhidridos,
poliortoésteres, poliamidas, policarbonatos, polialquilenos tales como polietileno y polipropileno, polialquilenglicoles
tales como polietilenglicol, poli(dxidos de alquileno) tales como poli(dxido de etileno), poli(tereftalatos de alquileno)
tales como poli(tereftalato de etileno), poli(alcoholes vinilicos), poli(vinil éteres), poli(ésteres vinilicos), poli(haluros de
vinilo) tales como poli(cloruro de vinilo), polivinilpirrolidona, polisiloxanos, poli(alcoholes vinilicos), poli(acetato de
vinilo), poliestireno, poliuretanos y copolimeros de los mismos, celulosas derivatizadas tales como alquilcelulosa,
hidroxialquilcelulosas, éteres de celulosa, ésteres de celulosa, nitrocelulosas, metilcelulosa, etilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxibutiimetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato de
celulosa, acetato-butirato de celulosa, acetato-ftalato de celulosa, carboxiletilcelulosa, triacetato de celulosa y sal de
sodio de sulfato de celulosa (denominadas conjuntamente en el presente documento “celulosas sintéticas”),
polimeros de acido acrilico, acido metacrilico o copolimeros o derivados de los mismos incluyendo ésteres,
poliilmetacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli{metacrilato de butilo), poliimetacrilato de isobutilo),
poliilmetacrilato de hexilo), poliimetacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), polimetacrilato de fenilo),
poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo) y poli(acrilato de octadecilo)
(denominados conjuntamente en el presente documento “poli(acidos acrilicos)”), poli(acido butirico), poli(acido
valérico) y poli(lactida-co-caprolactona), copolimeros y combinaciones de 10s mismos.

Los polimeros naturales son proteinas tales como albumina, colageno, gelatina y prolaminas, por ejemplo, zeina, y
polisacaridos tales como alginato, derivados de celulosa y polihidroxialcanoatos, por ejemplo, polihidroxibutirato. La
estabilidad in vivo de las microparticulas se ajusta durante la produccién usando polimeros tales como poli(lactida-
co-glicolida) copolimerizada con poliglicerol hiperramificado. El poliglicerol hiperramificado se expone en la superficie
externa y aumenta el tiempo que circulan estos materiales debido a la hidrofilia de PEG.

En determinadas realizaciones, el polimero hidrofobo es un poliéster alifatico. En realizaciones preferidas, el
polimero hidrofobo es poli(acido lactico), poli(acido glicélico) o poli(acido lactico-co-acido glicolico).

Las particulas estan disefiadas para liberar moléculas que van a encapsularse o unirse a lo largo de un periodo de
dias a semanas. Los factores que afectan a la duracién de la liberacion incluyen el pH del medio circundante (tasa
de liberacion superior a pH 5 e inferior debido a la hidrélisis catalizada por acido de PLGA) y la composicion de
polimero. Los poliésteres alifaticos difieren en cuanto a la hidrofobia y eso, a su vez, afecta a la tasa de degradacion.
El poli(acido lactico) (PLA) hidrofobo, el poli(acido glicolico) PGA mas hidréfilo y sus copolimeros, poli(lactida-co-
glicolida) (PLGA) tienen diversas tasas de liberacion. La tasa de degradacion de estos polimeros, y con frecuencia la
tasa de liberacidén de farmaco correspondiente, puede variar desde dias (PGA) hasta meses (PLA) y se manipula
facilimente haciendo variar la razén de PLA con respecto a PGA.

B. Cubierta

Las particulas descritas en el presente documento contienen una cubierta o recubrimiento que contiene poliglicerol
hiperramificado (HPG).

El poliglicerol hiperramificado es un poliol altamente ramificado que contiene una estructura principal de poliéter. El
poliglicerol hiperramificado puede prepararse usando técnicas conocidas en la técnica. Puede formarse a partir de la
eterificacién controlada de glicerol mediante polimerizaciéon de glicidol de multirramificacién con apertura de anillo
catidnica o anidnica. Por ejemplo, se hace reaccionar un iniciador que tiene multiples reactivos con glicidol en
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presencia de una base para formar poliglicerol hiperramificado (HPG). Los iniciadores adecuados incluyen, pero no
se limitan a, polioles, por ejemplo, trioles, tetraoles, pentaoles o mas y poliaminas, por ejemplo, triaminas,
tetraaminas, pentaaminas, etc. En una realizacién, el iniciador es 1,1,1-trihidroximetilpropano (THP).

Una formula para poliglicerol hiperramificado tal como se describe en el documento EP 2754684 es

(o
O T
oJ oy
Y #/k/ %)
o g

Formula |
en la que o, py q son independientemente numeros enteros de desde 1-100,

en la que A4 y Az son independientemente

AT
o

%it/k/ojﬁ(q y

m
Férmula Il

en la que |, my n son independientemente numeros enteros de desde 1-100;

en la que A; y A4 se definen como Aq y Az, con la condicion de que Az y A4 son hidrégeno, n y m son cada uno 1
para residuos terminales.

Las propiedades de superficie del HPG no se modifican para proporcionar particulas sigilosas, es decir, particulas
que no se aclaran por el MPS debido a la presencia de los grupos hidroxilo.

El peso molecular del HPG puede variar. Por ejemplo, en las realizaciones en las que el HPG esta unido de manera
covalente a los polimeros biodegradables hidréfobos que forman el nucleo, el peso molecular puede variar
dependiendo del peso molecular y/o la hidrofobia de los materiales de nucleo. El peso molecular del HPG es
generalmente de desde aproximadamente 1.000 hasta aproximadamente 1.000.000 Dalton, desde
aproximadamente 1.000 hasta aproximadamente 500.000 Dalton, desde aproximadamente 1.000 hasta
aproximadamente 250.000 Dalton o desde aproximadamente 1.000 hasta aproximadamente 100.000 Dalton. En las
realizaciones en las que el HPG esta unido de manera covalente a los materiales de nucleo, el porcentaje en peso
de HPG del copolimero es de desde aproximadamente el 1% hasta aproximadamente el 50 %, tal como
aproximadamente el 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 0 50 %.

El HPG esta acoplado de manera covalente al polimero biodegradable que es mas hidréfobo que el poliglicerol
hiperramificado. Tras el autoensamblaje, se forman particulas que contienen un nucleo que contiene el polimero
biodegradable hidréfobo y una cubierta o recubrimiento de HPG. A continuacién se muestra HPG acoplado al
polimero PLA:



ES 2964 536 T3

C. Moléculas que van a encapsularse o unirse a la superficie de las particulas

Las particulas descritas en el presente documento comprenden un agente anticancerigeno encapsulado dentro de,
y/o unido a, la superficie de las particulas.

2. Agente terapéutico, agentes de diagndstico, agentes profilacticos y/o compuestos nutracéuticos
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Los agentes que van a administrarse son agentes anticancerigenos (denominados en el presente documento
“agentes quimioterapicos”, incluyendo farmacos citotoxicos tales como doxorubicina, ciclosporina, mitomicina C,
cisplatino y carboplatino, BCNU, 5FU, metotrexato, adriamicina, camptotecina, epotilonas A-F y taxol).

Los farmacos particularmente preferidos que van a administrarse incluyen agentes antiangiogénicos, agentes
antiproliferativos y agentes quimioterapicos tales como rampamicina. Incorporados en microparticulas, estos agentes
pueden usarse para tratar cancer.

El agente anticancerigeno esta encapsulado sobre, en o incorporado en las microparticulas o nanoparticulas.

Los agentes anticancerigenos representativos incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes (tales como
cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, mecloretamina, ciclofosfamida, clorambucilo, dacarbazina, lomustina,
carmustina, procarbazina, clorambucilo e ifosfamida), antimetabolitos (tales como fluorouracilo (5-FU), gemcitabina,
metotrexato, arabinédsido citosina, fludarabina y floxuridina), antimitoticos (incluyendo taxanos tales como paclitaxel y
decetaxel, epotilonas A-F y alcaloides de la vinca tales como vincristina, vinblastina, vinorelbina y vindesina),
antraciclinas (incluyendo doxorubicina, daunorubicina, valrubicina, idarubicina y epirubicina, asi como actinomicinas
tales como actinomicina D), antibidticos citotéxicos (incluyendo mitomicina, plicamicina y bleomicina), inhibidores de
la topoisomerasa (incluyendo camptotecinas tales como camptotecina, irinotecan y topotecan, asi como derivados
de epipodofilotoxinas tales como amsacrina, etopdsido, fosfato de etoposido y tenipdsido) y combinaciones de los
mismos. Otros agentes anticancerigenos adecuados incluyen inhibidores de la angiogénesis incluyendo anticuerpos
frente al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) tales como bevacizumab (AVASTIN®), otros compuestos
anti-VEGF; talidomida (THALOMID®) y derivados de la misma tales como lenalidomida (REVLIMID®); endostatina;
angiostatina; inhibidores de receptor tirosina cinasa (RTK) tales como sunitinib (SUTENT®); inhibidores de tirosina
cinasa tales como sorafenib (Nexavar®), erlotinib (Tarceva®), pazopanib, axitinib y lapatinib; inhibidores de factor de
crecimiento transformante o o factor de crecimiento transformante (3, y anticuerpos frente al receptor de factor de
crecimiento epidérmico tales como panitumumab (VECTIBIX®) y cetuximab (ERBITUX®).

I1l. Composiciones farmacéuticas

Las particulas pueden formularse con portadores farmacéuticamente aceptables apropiados para dar composiciones
farmacéuticas para su administracion a un individuo que o necesita. Las formulaciones pueden administrarse por via
enteral (por ejemplo, oral) o parenteral (por ejemplo, mediante inyeccion o infusién). Otras vias de administracion
incluyen, pero no se limitan a, transdérmica.

Los compuestos pueden formularse para su administracion parenteral. “Administracion parenteral”, tal como se usa
en el presente documento, significa administracion mediante cualquier método distinto de a través del tubo digestivo
0 vias tépicas o regionales no invasivas. Por ejemplo, la administracion parenteral puede incluir la administracion a
un paciente por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular,
intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intravitrea, intratumoral, intramuscular, subcutanea, subconjuntival,
intravesicular, intrapericardica, intraumbilical, mediante inyeccidén y mediante infusion.

Pueden prepararse formulaciones parenterales como composiciones acuosas usando técnicas conocidas en la
técnica. Normalmente, tales composiciones pueden prepararse como formulaciones inyectables, por ejemplo,
disoluciones o suspensiones; formas sélidas adecuadas para su uso para preparar disoluciones o suspensiones tras
la adicion de un medio de reconstitucion antes de la inyeccién; emulsiones, tales como emulsiones de agua en
aceite (w/0), emulsiones de aceite en agua (o/w), y microemulsiones de las mismas, liposomas o emulsomas.

El portador puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, uno 0 mas
polioles (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), aceites, tales como aceites vegetales (por
ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de maiz, aceite de sésamo, etc.), y combinaciones de los mismos. La fluidez
apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y/o mediante el uso de tensioactivos. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio.

Disoluciones y dispersiones de los compuestos activos como acido o base libre o sales farmacoldégicamente
aceptables de los mismos pueden prepararse en agua u otro disolvente o medio de dispersion mezclado de manera
adecuada con uno 0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables incluyendo, pero sin limitarse a, tensioactivos,
dispersantes, emulsionantes, agentes de modificacion del pH, agentes de modificacidn de la viscosidad y
combinacion de los mismos.

Los tensioactivos adecuados pueden ser agentes activos en superficie anionicos, catidnicos, anféteros o no idnicos.
Los tensioactivos anidnicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, los que contienen iones carboxilato, sulfonato
y sulfato. Los ejemplos de tensioactivos anidnicos incluyen sodio, potasio, amonio de sulfonatos de alquilo de
cadena larga y sulfonatos de alquil-arilo tales como dodecilbencenosulfonato de sodio; dialquilsulfosuccinatos de
sodio, tales como dodecilbencenosulfonato de sodio; dialquilsulfosuccinatos de sodio, tales como bis-(2-etiltioxil)-
sulfosuccinato de sodio; y alquilsulfatos tales como laurilsulfato de sodio. Los tensioactivos catidnicos incluyen, pero
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no se limitan a, compuestos de amonio cuaternario tales como cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio,
bromuro de cetrimonio, cloruro de estearil-dimetilbencil-amonio, polioxietileno y amina de coco. Los ejemplos de
tensioactivos no iénicos incluyen monoestearato de etilenglicol, miristato de propilenglicol, monoestearato de
glicerilo, estearato de glicerilo, oleato de poliglicerilo 4, acilato de sorbitano, acilato de sacarosa, laurato de PEG-
150, monolaurato de PEG-400, monolaurato de polioxietileno, polisorbatos, octilfenil éter de polioxietileno, cetil éter
de PEG-1000, tridecil éter de polioxietileno, butil éter de polipropilenglicol, Poloxamer® 401, estearoil-
monoisopropanolamida y amida de sebo hidrogenada con polioxietileno. Los ejemplos de tensioactivos anféteros
incluyen N-dodecil-.beta.-alanina de sodio, N-lauril-.beta.-iminodipropionato de sodio, miristoanfoacetato, lauril-
betaina y lauril-sulfobetaina.

La formulacidén puede contener un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos. Los conservantes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico y timerosal. La formulacién
también puede contener un antioxidante para prevenir la degradacion del/de los agente(s) activo(s).

Normalmente, la formulacién se tampona a un pH de 3-8 para administracion parenteral tras su reconstitucién. Los
tampones adecuados incluyen, pero no se limitan a, tampones de fosfato, tampones de acetato y tampones de
citrato.

Con frecuencia se usan polimeros solubles en agua en formulaciones para administracion parenteral. Los polimeros
solubles en agua adecuados incluyen, pero no se limitan a, polivinilpirrolidona, dextrano, carboximetilcelulosa y
polietilenglicol.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida
en el disolvente 0 medio de dispersion apropiado con uno 0 mas de los excipientes indicados anteriormente, segun
se requiera, seguido por filtracion por esterilizacion. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando los
diversos principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los
demas componentes requeridos de los indicados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de disoluciones inyectables estériles, los métodos de preparacidén preferidos son técnicas de secado a vacio y
liofilizacién que proporcionan un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional a partir de
una disoluciéon previamente esterilizada por filtracion del mismo. Los polvos pueden prepararse de tal manera que
las particulas son de naturaleza porosa, lo cual puede aumentar la disolucion de las particulas. En la técnica se
conocen métodos para producir particulas porosas.

Se preparan formulaciones enterales usando portadores farmacéuticamente aceptables. Tal como se usa de manera
general en el presente documento, “portador” incluye, pero no se limita a, diluyentes, conservantes, aglutinantes,
lubricantes, disgregantes, agentes de hinchamiento, cargas, estabilizantes y combinaciones de los mismos. Los
polimeros usados en la forma de dosificacion incluyen polimeros hidréfobos o hidréfilos y polimeros dependientes o
independientes del pH. Los polimeros hidréfobos e hidréfilos preferidos incluyen, pero no se limitan a,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa, carboxilmetilcelulosa, polietilenglicol, etilcelulosa,
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, poli(alcohol vinilico), poli(acetato de vinilo) y resinas de intercambio
ionico.

El portador también incluye todos los componentes de la composicidn de recubrimiento que puede incluir
plastificantes, pigmentos, colorantes, agentes estabilizantes y deslizantes. Pueden prepararse formulaciones usando
uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, incluyendo diluyentes, conservantes, aglutinantes,
lubricantes, disgregantes, agentes de hinchamiento, cargas, estabilizantes y combinaciones de los mismos.

Pueden prepararse formulaciones de dosificacion de liberacion controlada tal como se describe en referencias
convencionales tales como “Pharmaceutical dosage form tablets”, eds. Liberman ef al. (Nueva York, Marcel Dekker,
Inc., 1989), “Remington-The science and practice of pharmacy”, 202 ed., Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore,
MD, 2000, y “Pharmaceutical dosage forms and drug delivery systems”, 62 edicion, Ansel ef al., (Media, PA: Williams
and Wilkins, 1995). Estas referencias proporcionan informacion sobre excipientes, materiales, equipos vy
procedimientos para preparar comprimidos y capsulas y formas de dosificacidon de liberacion retardada de
comprimidos, capsulas y granulos. Estas referencias proporcionan informacién sobre portadores, materiales,
equipos y procedimientos para preparar comprimidos y capsulas y formas de dosificacion de liberacién retardada de
comprimidos, capsulas y granulos.

Se usan estabilizantes para inhibir o retardar reacciones de descomposicion de farmaco que incluyen, a modo de
ejemplo, reacciones oxidativas. Los estabilizantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, antioxidantes,
hidroxitolueno butilado (BHT); acido ascérbico, sus sales y ésteres; vitamina E, tocoferol y sus sales; sulfitos tales
como metabisulfito de sodio; cisteina y sus derivados; acido citrico; galato de propilo e hidroxianisol butilado (BHA).
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IV. Métodos de preparacion de particulas

A. Poliglicerol hiperramificado (HPG)

Puede prepararse poliglicerol hiperramificado usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, se hace
reaccionar un iniciador que tiene multiples sitios reactivos con glicidol en presencia de una base para formar
poliglicerol hiperramificado (HPG). Los iniciadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, polioles, por ejemplo,
trioles, tetraoles, pentaoles o mas y poliaminas, por ejemplo, triaminas, tetraaminas, pentaaminas, etc. En una
realizacion, el iniciador es 1,1,1-trihidroximetilpropano (THP).

B. Conjugados de polimero-RPG

Poliglicerol hiperramificado (HPG) se une de manera covalente a un polimero biodegradable, que es mas hidroéfobo
que HPG, y que forma el nlcleo de las particulas usando metodologias conocidas en la técnica. Por ejemplo, puede
acoplarse HPG be de manera covalente a un polimero que tiene grupos acido carboxilico, tales como PLA, PGA o
PLGA, usando DIC/DMAP.

Las particulas recubiertas con HPG previenen la adsorcion no especifica de proteinas séricas y aumentan la
circulacion en sangre de las particulas. Tales particulas se denominan particulas sigilosas.

C. Particulas

En la técnica se conocen métodos de preparacion de particulas poliméricas. Las técnicas de microencapsulacion
comunes incluyen, pero no se limitan a, secado por pulverizacion, polimerizacion interfacial, encapsulacion por
fusion en caliente, encapsulacién por separacion de fases (microencapsulacion por emulsidon espontanea,
microencapsulacion por evaporacion de disolvente y microencapsulacién por eliminacion de disolvente),
coacervacion, formacion de microesferas a baja temperatura y nanoencapsulacién por inversion de fase (PIN). A
continuacién se presenta un breve resumen de estos métodos.

En algunas realizaciones, las particulas se preparan usando una técnica basada en emulsién. En realizaciones
particulares, las particulas se preparan usando una técnica de evaporacion de disolvente de doble emulsion. Por
ejemplo, se disuelven el material anfifilo y el material catidnico hidréfobo en un disolvente organico adecuado, tal
como cloruro de metileno o diclorometano (DCM), con o sin un agente terapéutico. Se reconstituye el ARNip en agua
purificada, tal como agua de calidad para biologia molecular HypureTM (Hyclone Laboratories, Inc., Logan, Utah).
Se afade la disolucién de ARNip gota a gota a la disolucion del material anfifilo y el material cationico hidréfobo y se
emulsiona para formar una primera emulsién. Se afiade la emulsidon a una disoluciéon acuosa de tensioactivo, tal
como PVA, para formar una doble emulsion. Se afiade la emulsion final a agua y se agita durante un periodo de
tiempo prolongado (por ejemplo, 3 horas) para permitir que el disolvente organico se evapore y las particulas se
endurezcan. Se retiran el disolvente organico residual y/o las moléculas no encapsuladas mediante lavado. A
continuacién se describen otros procedimientos basados en emulsién de emulsion.

1. Microencapsulacion por separacion de fases

En las técnicas de microencapsulacion por separacion de fases, se agita una disolucion de polimero, opcionalmente
en presencia de uno 0 mas agentes activos que van a encapsularse. Mientras se sigue suspendiendo de manera
uniforme el material mediante agitacion, se afade lentamente un no disolvente para el polimero a la disolucion para
reducir la solubilidad del polimero. Dependiendo de la solubilidad del polimero en el disolvente y el no disolvente, el
polimero o bien precipita o bien experimenta separacion de fases para dar una fase rica en polimero y una pobre en
polimero. En condiciones apropiadas, el polimero en la fase rica en polimero migrara a la interfase con la fase
continua, encapsulando el/los agente(s) activo(s) en una gotita con una cubierta de polimero exterior.

2. Microencapsulacion por emulsion espontanea

La emulsificacion espontanea implica solidificar gotitas de polimero liquido emulsionado formadas anteriormente
mediante cambio de temperatura, evaporacion de disolvente o adicion de agentes de reticulacion quimicos. Las
propiedades fisicas y quimicas del encapsulante, asi como las propiedades del uno o mas agentes activos
opcionalmente incorporados en las particulas nacientes, dictan los métodos de encapsulacién adecuados. Factores
tales como hidrofobia, peso molecular, estabilidad quimica y estabilidad térmica afectan a la encapsulacion.

3. Microencapsulacion por evaporacion de disolvente

Métodos para formar microesferas usando técnicas de evaporacion de disolvente se describen en E. Mathiowitz ef
al., J. Scanning Microscopy, 4:329 (1990); L.R. Beck et al., Fertil. Steril., 31:545 (1979); L.R. Beck et al, Am. J
Obstet. Gynecol., 135(3) (1979); S. Benita et al., J Pharm. Sci., 73: 1721 (1984); y la patente estadounidense n.°
3.960.757 a nombre de Morishita et al. Se disuelve el polimero en un disolvente organico volatil, tal como cloruro de
metileno. Opcionalmente se afiade el agente anticancerigeno que va a incorporarse a la disolucion y se suspende la
mezcla en una disolucion acuosa que contiene un agente activo en superficie tal como poli(alcohol vinilico). Se agita
la emulsidn resultante hasta que la mayor parte del disolvente organico se ha evaporado, dejando
microparticulas/nanoparticulas sélidas. Este método es util para polimeros relativamente estables tales como
poliésteres y poliestireno.
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4. Nanoencapsulacién por inversion de fase (PIN)

También pueden formarse nanoparticulas usando el método de nanoencapsulacion por inversidon de fases (PIN), en
el que se disuelve un polimero en un disolvente “bueno”, se mezclan o disuelven particulas finas de una sustancia
que va a incorporarse, tal como un farmaco, en la disolucién de polimero y se vierte la mezcla en un no disolvente
fuerte para el polimero, para producir de manera espontanea, en condiciones favorables, microesferas poliméricas,
en las que o bien el polimero esta recubierto con las particulas o bien las particulas estan dispersadas en el
polimero. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 6.143.211 a nombre de Mathiowitz, ef al. El método
puede usarse para producir poblaciones monodispersadas de nanoparticulas y microparticulas en un amplio
intervalo de tamafos, incluyendo, por ejemplo, de aproximadamente 100 nandmetros a aproximadamente
10 micrometros.

5. Microfluidos

Pueden prepararse nanoparticulas usando dispositivos de microfluidos. Se mezcla un material polimérico con el
agente anticancerigeno en un disolvente organico miscible con agua. El disolvente organico miscible con agua
puede ser uno o mas de los siguientes: acetona, etanol, metanol, alcohol isopropilico, acetonitrilo y dimetilsulfoxido
(DMSO). Después se afiade la disolucidon de mezcla resultante a una disolucién acuosa para proporcionar una
disolucion de nanoparticulas. Los péptidos o fluoroforos o farmacos seleccionados como diana pueden asociarse
con la superficie de, encapsularse dentro de, rodearse por y/o distribuirse a través de la matriz polimérica de las
particulas.

Propiedades de particulas

Las particulas pueden tener cualquier potencial zeta. Las particulas pueden tener un potencial zeta de desde
-300 mV hasta +300 mV, de -100 mV a +100 mV, desde -50 mV hasta +50 mV, desde -40 mV hasta +40 mV, desde
-30 mV hasta +30 mV, desde -20 mV hasta +20 mV, desde -10 mV hasta +10 mV o desde -5 mV hasta +5 mV. Las
particulas pueden tener un potencial zeta negativo o positivo. En algunas realizaciones las particulas tienen un
potencial zeta sustancialmente neutro, es decir que el potencial zeta es de aproximadamente 0 mV. En realizaciones
preferidas, las particulas tienen un potencial zeta de aproximadamente -30 a aproximadamente 30 mV,
preferiblemente desde aproximadamente -20 hasta aproximadamente 20 mV, mas preferiblemente desde
aproximadamente -10 hasta aproximadamente 10 mV.

Las particulas pueden tener cualquier diametro. Las particulas pueden tener un didmetro de entre aproximadamente
1 nm y aproximadamente 1000 micrometros, aproximadamente 1 nm y aproximadamente 100 micrometros,
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 10 micrémetros, aproximadamente 1 nm y aproximadamente 1000 nm,
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 500 nm, aproximadamente 1 nm y aproximadamente 250 nm o
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 100 nm. En realizaciones preferidas, la particula es una nanoparticula
que tiene un diametro de desde aproximadamente 25 nm hasta aproximadamente 250 nm. En realizaciones mas
preferidas, las particulas son nanoparticulas que tienen un didmetro de desde aproximadamente 180 nm hasta
aproximadamente 250 nm, preferiblemente desde aproximadamente 180 nm hasta aproximadamente 230 nm. El
tamafo de las particulas se basa normalmente en una poblacion, en la que el 60, 70, 80, 85, 90 6 95% de la
poblacion tiene el intervalo de tamafo deseado.

La polidispersidad es de desde aproximadamente 0,05 hasta 0,30, preferiblemente desde aproximadamente 0,05
hasta aproximadamente 0,25, mas preferiblemente desde aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente 0,20, mas
preferiblemente desde aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente 0,15, lo mas preferiblemente desde
aproximadamente 0,05 hasta aproximadamente 0,10.

V. Métodos de usar particulas

Las particulas descritas en el presente documento pueden usarse para la administracidn de un agente
anticancerigeno. Las particulas son particulas “sigilosas”, en las que los grupos hidroxilo en HPG aumentan la
circulacion en el torrente sanguineo al resistir a la absorcién de proteinas séricas no especifica y posterior captacion
por el MPS.

A. Administracion de farmacos

PEG se ha usado ampliamente como recubrimiento en biomateriales y sistemas de administracion de farmacos. Se
acepta habitualmente que las propiedades de PEG resultan de una combinacion de su carga neutra, flexibilidad
molecular e hidrofilia. El uso de PEG se ha vuelto tan dominante en el campo de la administracion de farmacos
particulados que pocas veces se examinan alternativas.

HPG es un polimero hidréfilo hiperramificado con una alta densidad de grupos hidroxilo en su superficie: es mas
hidréfilo que PEG y se ha demostrado que tiene una mejor compatibilidad y resistencia no especifica a biomoléculas
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que PEG en determinadas aplicaciones. HPG se conoce por tener una viscosidad intrinseca inferior a PEG lineal, lo
cual disminuye la posibilidad de agregacién de globulos rojos cuando esta presente en la circulacion.

Se ha explorado HPG en una variedad de entornos biomédicos, principalmente para recubrimientos sobre materiales
implantados. Los ejemplos demuestran que HPG tiene propiedades sustancialmente mejoradas en comparacion con
PEG cuando se conjuga a NP y que estas propiedades resultan de su hidrofilia superior que conduce a un mejor
efecto y mas estabilidad en suspension. Por tanto, las NP recubiertas con HPG deben ser mas eficaces en medicina
clinica que las NP recubiertas con PEG.

Determinadas propiedades del conjugado de PLA-HPG son importantes para los efectos observados. Dado que
HPG de alto peso molecular tiene mejor resistencia de adsorcion no especifica a biomoléculas, los componentes de
bajo peso molecular se retiraron del HPG sintetizado mediante precipitaciones en multiples disolvente y dialisis.

Se selecciond PLA como material de nucleo hidréfobo porque es biodegradable, tiene una larga historia de uso
clinico y es el principal componente de un sistema de NP que esta avanzando en ensayos clinicos. Para unir de
manera covalente el PLA a HPG, el enfoque anterior fue funcionalizar en primer lugar el HPG con una amina y
después conjugar el grupo carboxilico en PLA a la amina. Este enfoque es eficiente, pero no puede usarse para
producir HPG como recubrimientos de superficie ya que cualquier amina que no reaccione con PLA conducira a una
carga positiva neta en la superficie de HPG neutra y reducira la capacidad de HPG para resistir a la adsorcion de
otras moléculas en la superficie. Para evitar esto, el enfoque en los ejemplos usd una esterificacion de una etapa
entre PLA y HPG, que mantuvo el estado de carga neutra del HPG.

La circulacién en sangre y biodistribucion son métodos convencionales usados para examinar el efecto de superficie
in vivo. Las NP recubiertas con determinados recubrimientos tienden a escapar del MPS y circular durante mas
tiempo en sangre. Aunque se sabe que los recubrimientos de PEG pueden potenciar significativamente la circulacion
en sangre de las NP y reducir la acumulacion en el higado, la mayor parte de las NP recubiertas con PEG
inyectadas todavia se acumulan en el higado. En cambio, el recubrimiento de HPG sobre NP de PLA produjo una
acumulacion de NP mucho menor en el higado. Con diferentes marcadores, métodos de etiquetado y deteccion, el
valor absoluto de la biodistribucion de las NP varia. Esto hace que sea dificil comparar los datos con otras
formulaciones de NP. Sin embargo, la razon de higado con respecto a sangre de NP de PLA-HPG,
aproximadamente 1/3 a las 12 h y aproximadamente 1 a las 24 h, es comparable a la de BIND-014, una formulacién
de NP de PLA-PEG en ensayos clinicos, que se optimizo a partir de mas de 100 formulaciones de NP.
Sorprendentemente, la razén de bazo con respecto a sangre de las NP de PLA-HPG, aproximadamente 2/3 a las
12 hy~1alas 24 h, es incluso menor que la de BIND-014.

Las nanoparticulas se acumulan en tumores mediante el efecto de permeabilidad y retencidn potenciada (EPR), que
resulta de vasculatura con fugas del tumor. Tanto las NP de PLA-HPG como las NP de PLA-PEG tienen un diametro
hidrodinamico de 100 nm. De manera notable, la acumulaciéon en tumor de las NP de PLA-HPG es ~3 veces mayor
que la acumulacion de las NP de PLA-PEG. Esta acumulacién en tumor potenciada de las NP de PLA-HPG con
respecto a las NP de PLA-PEG puede deberse al tiempo de circulacidén en sangre potenciado, que se confiere por
sus recubrimientos de superficie. La penetracion de las NP de PLA-HPG se confirmd adicionalmente mediante
inmunohistoquimica.

Para demostrar que las NP de PLA-HPG eran portadores mejorados para farmacos, se realizaron estudios
terapéuticos de NP de PLA-HPG que tenian encapsulado en las mismas el farmaco de quimioterapia camptotecina
(CPT) con ratones que portaban tumores de LLC subcutaneos. Se selecciond CPT porque se sabe que es eficaz
frente a una amplia variedad de tumores, pero esta limitado en su uso clinico por una solubilidad muy baja y efectos
secundarios. Las NP de PLA-HPG/CPT proporcionaron un tratamiento del tumor significativamente mejor que las NP
de PLA-PEG/CPT. En la mayoria de los aspectos, las dos NP eran similares: Las NP de PLA-HPG y de PLA-PEG
tenian un porcentaje en peso similar de recubrimiento de superficie; tanto las NP de PLA-HPG/CPT como las NP de
PLA-PEG/CPT tenian citotoxicidad in vitro potenciada; las NP de PLA-HPG/CPT tenian un tamafo similar a las NP
de PLA-PEG/CPT; las NP de PLA-HPG/CPT y de PLA-PEG/CPT mostraron perfiles de liberacion in vitro similares de
CPT. La diferencia mas notable entre las dos formulaciones de NP es la presencia de HPG frente a PEG. Por tanto,
se cree que la eficacia terapéutica mejorada de las NP de PLA-HPG/CPT se debe a la mayor estabilidad en
emulsién, tiempo de circulacion en sangre mejorado, biodistribucion mejorada y penetracién en tumor mejorada que
resulta de HPG.

El tamafo submicrométrico de los materiales nanoparticulados ofrece claras ventajas con respecto a sistemas mas
grandes. En primer lugar, el pequefio tamafo les permite extravasar a través de vasos sanguineos y tejido. Esto es
especialmente importante para vasos de tumores, que con frecuencia estan dilatados y perforados con un tamafio
de poro promedio menor de un micrometro, en comparacion con tejido normal. En segundo lugar, las nanoparticulas
sélidas preparadas a partir de polimeros biodegradables y que encapsulan farmaco son ideales para la
administracion de farmacos intracelular sostenida, especialmente para farmacos cuyas dianas son citoplasmaticas.
Un ejemplo de esta aplicacion con nanoparticulas cargadas con dexametasona administradas localmente a células
de musculo liso vascular mostrd una actividad antiproliferativa mayor y sostenida en comparacién con farmaco libre,
lo que indica una interaccidon mas eficiente de los farmacos con receptores de glucorticoides citoplasmaticos. La
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carga de dosificacion varia dependiendo de la naturaleza del encapsulante. Hasta el 80 % de la cantidad total inicial
de agente que va a incorporarse puede encapsularse en las microparticulas.

Las microparticulas son utiles en la administracion de agentes anticancerigenos, ya sea inyectados por via
intravenosa, subcutanea o intramuscular, administrados al sistema nasal o pulmonar, administrados a una superficie
mucosa (vaginal, rectal, bucal, sublingual) o encapsulados para administracién oral. Tal como se indico
anteriormente, el término “microparticula” incluye “nanoparticulas” a menos que se mencione lo contrario. La
dosificacion se determina usando técnicas convencionales basandose en el agente anticancerigeno que va a
administrarse y el método y la forma de administracién. Las microparticulas pueden administrarse como un polvo
seco, CoOmo una suspension acuosa (en agua, solucidn salina, solucion salina tamponada, etc.), en un hidrogel,
organogel o liposoma, en capsulas, comprimidos, trociscos u otro excipiente farmacéutico convencional.

2. Tratamiento de tumores

La administracién pasiva también puede dirigirse a tumores. Los tumores agresivos desarrollan de manera inherente
vasculatura con fugas con poros de 100 a 800 nm debido a la rapida formacion de vasos que deben dar servicio al
tumor de rapido crecimiento. Este defecto en la vasculatura acoplado con un mal drenaje linfatico sirve para
potenciar la permeaciéon y retencién de nanoparticulas dentro de la regién de tumor. Con frecuencia, esto se
denomina el efecto de EPR. Este fendmeno es una forma de “direccionamiento pasivo”. La base para la
especificidad de tumor aumentada es la acumulacion diferencial de nanoparticulas cargadas con farmaco en tejido
tumoral frente a células normales, lo cual resulta del tamafio de particula en vez de la unid. Los tejidos normales
contienen capilares con estrechas uniones que son menos permeables a las particulas de tamafio nanométrico. Por
tanto, el direccionamiento pasivo puede dar como resultado aumentos en las concentraciones de farmaco en
tumores solidos de varias veces con respecto a las obtenidas con farmacos libres.

La administracion pasiva también puede dirigirse a organos linfoides del sistema inmunitario de mamifero, tal como
vasos linfaticos y bazo. Estos drganos estan finamente estructurados y especializados en la eliminacion de
invasores que han logrado entrar a liquidos de tejido. Las nanoparticulas pueden penetrar facilmente en vasos
linfaticos aprovechando las paredes delgadas y la arquitectura perforada de los microvasos linfaticos. El
direccionamiento pasivo al bazo es mediante un procedimiento de filtracion. De hecho, el bazo filtra la sangre para
eliminar particulas foraneas mayores de 200 nm. Esta funcidén facilita el direccionamiento esplénico con
nanoparticulas que encapsulan farmaco para tratamientos eficaces contra varias enfermedades hematoldgicas.

Las formulaciones de nanoparticulas tanto liposémicas como sélidas han recibido aprobacion clinica para la
administracion de farmacos anticancerigenos. Las formulaciones liposémicas incluyen las de doxorubicina
(DOXIL®1/CAELYX®1 Y MYOCET®1) y daunorubicina (DAUNOSOME®1). El mecanismo de liberacion de farmaco
a partir de los liposomas no queda claro, pero se piensa que depende de la difusion del farmaco a partir del portador
al interior del intersticio de tumor. Esto va seguido por la captacion posterior del farmaco liberado por células
tumorales. El mecanismo de liberacién todavia no se entiende bien, lo cual dificulta aplicaciones avanzadas que
impliquen la adicion de ligandos activos para direccionamiento celular in vivo. Recientemente, la FDA aprobo
ABRAXANE®, una formulacion de nanoparticulas de paclitaxel unido a albumina como suspension inyectable para
el tratamiento de cancer de mama metastasico. Ademas, otras terapias contra el cancer basadas en nanoparticulas
sélidas se han aprobado para ensayos clinicos, por ejemplo se ha aprobado un ensayo clinico de fase 1 que
evaluara la seguridad de la infusidon en arterias hepaticas de REXIN-G™ (un sistema de vector de nanoparticulas
dirigidas con un gen de control del ciclo celular mutante patentado, es decir un gen anticancerigeno) como
intervencion para cancer colorrectal.

Ejemplos

De los siguientes ejemplos, los unicos abarcados por la redaccion de las reivindicaciones son los referentes a
particulas que comprenden un agente anticancerigeno (camptotecina, epotilona B), en las que el poliglicerol
hiperramificado esta unido de manera covalente al polimero biodegradable mas hidréfobo (PLA) y por lo demas no
esta modificado. Los demas ejemplos no quedan abarcados por la redaccion de las reivindicaciones pero se
considera que son utiles para entender la invencion.

Materiales y métodos

Se obtuvo poli(acido lactico) (Mw = 20,2 kDa, Mn= 12,4 kDa) de Lactel.

Se obtuvo H;N-PEG(5000)-OCHjs de Laysan.

Se obtuvieron dimetilformida anhidra, diclorometano, diisopropilcarboimida, dimetilaminopiridina, metdxido de
potasio, camptotecina, poli(alcohol vinilico), paraformaldehido, TWEEN® 80 y 1,1,1-trihidroximetilpropano de Sigma-
Aldrich.

Se obtuvieron éter seco anhidro, metanol, acetonitrilo y dimetilsulféxido de J.T. Baker.
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Se obtuvieron sal de 4-clorobencenosulfonato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindodicarbocianina (DiD) y tincién
de DAPI de Invitrogen.

Se obtuvieron portaobjetos de microscopio Super frost de Thermo Scientific.

Se obtuvieron suero normal de burro y anticuerpo de conejo anti-CD31 de Abeam y se obtuvo el anticuerpo
secundario de burro anti-conejo marcado con fluoréforo Alexa488 de Invitrogen.

Se obtuvo CellTiter blue de Promega.

Los tubos de microdialisis fueron de Thermo Scientific.
12-Miristato y 13-acetato de forbol (PMA) era de Abeam.
Lineas celulares

Se obtuvo linea celular de carcinoma de pulmoén de Lewis (LLC) de la Coleccién americana de cultivos tipo (ATCC)
(Manassa, VA). Se mantuvieron células de LLC en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
complementado con el 10 % de suero bovino fetal (FBS) y el 1 % de penicilina-estreptomicina a 37 °C bajo una
atmoésfera humidificada con el 5 % de CO,. Se mantuvieron U937 en RPMI1640 complementado con el 10 % de
FBS. Se indujo la diferenciacion de U937 para dar macrofagos mediante PMA (50 ng/ml).

Ejemplo 1. Sintesis de poliglicerol hiperramificado

Se sintetizd poliglicerol hiperramificado (HPG) mediante polimerizacidon aniénica. En resumen, se afadieron
4,6 mmol de 1,1,1-trihidroxipropano (THP) a un matraz protegido por argoén en un bafio de aceite a 95°C y se
afadieron 1,5 mmol de KOCH3;. Se conectd el sistema a una bomba de vacio y se dejé a vacio durante 30 min.
volvié a llenarse el sistema con argon y se afiadieron 25 ml de glicidol mediante una bomba de jeringa a lo largo de
12 horas. Se disolvio el HPG en metanol y se precipitdé mediante adicion de acetona. Se purificé HPG 2-3 veces con
precipitacion con metanol/acetona. Para retirar adicionalmente el HPG de bajo peso molecular, se colocaron 2-5 ml
de HPG en un tubo de dialisis de 10 ml (punto de corte de 0,5-1 k) y se sometid a didlisis frente a agua desionizada
(DI). Se remplazé el agua dos veces cada 12 horas. Se precipitdé HPG con acetona y después se secd a vacio a
80 °C durante 12 h.

Ejemplo 2. Sintesis de copolimeros de PLA-HPG y PLA-PEG

Se disolvieron PLA (5 g) y 2,15 g de HPG en dimetilformamida (DMF) y se secaron sobre tamices moleculares
durante la noche. Se afadieron 0,06 ml de diisopropilcarboimida (DIC) y 10 mg de 4-(N,N-dimetilamino)piridina
(DMAP) y la reaccidén avanzd durante 5 dias a temperatura ambiente con agitacion. Se precipitd el producto
vertiendo la reaccién en dietil éter frio (éter) y recogiendo el precipitado mediante centrifugacion. Volvio a disolverse
el producto en diclorometano (DCM) y se precipitd de nuevo con una mezcla fria de éter y metanol. Se lavd el
producto con una mezcla fria de éter y metanol. Se secd el polimero a vacio durante 2 dias.

Para sintetizar PLA-PEG, se disolvieron 2,6 g de PLA y 1,0 g de MPEG-NH2 en DMF y se secaron sobre tamices
moleculares durante la noche. Se afadieron 0,038 ml de DIC y la reaccion avanzd durante 2 dias a temperatura
ambiente con agitacion. Se precipitd el producto vertiendo la reaccidn en éter frio y recogiendo el precipitado
mediante centrifugacion. Volvié a disolverse el producto en DCM y se precipitd de nuevo con éter frio, se lavd con
una mezcla fria de éter y metanol y se secd a vacio durante 2 dias.

Ejemplo 3. Fabricacion de nanoparticulas (NP)

Se afadieron cincuenta mg de copolimero de PLA-HPG, disueltos en 1,5-3,0 ml de acetato de etilo/dimetilsulféxido
(DMSO) (4:1), a 4 ml de agua DI con agitaciéon con vortex y se sometieron a sonicacion con sonda durante 3 ciclos a
10 s cada uno. Se diluyd la emulsion resultante en 20 ml de agua DI con agitacion. Se agité durante al menos
5 horas o0 se conectd a un evaporador rotatorio para evaporar el acetato de etilo y después se aplicéd a una unidad de
filtracion por ultracentrifugaciéon AMICO® (punto de corte de 100 k). Se lavaron las NP mediante filtracién 2 veces y
después se suspendieron en una disolucion de sacarosa al 10 %. Se mantuvieron las NP congeladas a -20 °C.

Las NP de PLA-PEG se prepararon usando una técnica de una unica emulsion. Se afadieron 50 mg de copolimero
de PLA-PEG, disueltos en 1,5-3,0 ml de acetato de etilo/DMSO (4:1), a 4 ml de agua DI con PVA al 2,5 % con
agitacién con vértex y se sometieron a sonicacion con sonad durante 3 ciclos de 10 s cada uno. Se diluyé la
emulsién resultante en 20 ml de agua DI con TWEEN® 80 al 0,1 % con agitacién. Se agité la emulsion durante al
menos 5 horas 0 se conectd a un evaporador rotatorio para evaporar el acetato de etilo y después se aplicé la
disoluciéon a una unidad de filtracion por ultracentrifugaciéon Amico (punto de corte de 100 k). Se lavaron las NP
mediante filtracion 2 veces y después se suspendieron en una disolucion de sacarosa al 10 %.
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Se registraron espectros de "H-RMN para HPG y copolimero en bloque de PLA-HPG en un instrumento Agilent de
400 MHz usando DMSO-d6 como disolvente. Se registraron espectros de "*C-RMN de polarizacion inversa para
HPG en un instrumento Agilent de 600 MHz con metanol-d4 como disolvente.

Se calculo el ?% (grado de polimerizacidén promedio en numero) para HPG segun los espectros de *C-RMN de
polarizacion inversa para HPG con la siguiente ecuacion:

(T Lyt Ly + D)

La funcionalidad de la molécula de nucleo (TMP), fc, es 3.

El Mn de HPG se calcula con la siguiente ecuacion:

Mn = Peso molecular de glicidol x D% de HPG + peso molecular de TMP.

Ambas particulas tienen un nucleo de PLA biodegradable, que puede usarse para cargar agentes hidréfobos, y una
cubierta hidréfila de HPG o PEG. Se produjo HPG mediante polimerizacion anionica y se caracterizd mediante 'H-
RMN y "*C-RMN. Se sintetizd copolimero de PLA-HPG mediante esterificacion y la conjugacion de PLA-HPG se
confirmé mediante "H-RMN. El porcentaje en peso de HPG en PLA-HPG era de aproximadamente el 29 % tal como
se calculd a partir de los resultados de RMN.

Se produjeron NP de PLA-HPG a partir de una Unica emulsion tal como se describié anteriormente. Se sintetizo
copolimero de PLA-PEG mediante la conjugacion de PLA-COOH con mPEG terminado en amina y también se
caracterizd con '"H-RMN. El porcentaje en peso de PEG era de aproximadamente el 26 % tal como se calculd a partir
de los resultados de RMN.

Ejemplo 4. Caracterizacién de nanoparticulas (NP) mediante microscopia de transmision electronica (TEM)
Materiales y métodos

Se caracterizaron las NP con TEM. Se aplicéd una gota de suspension de nanoparticulas encima de las rejillas de
cobre recubiertas con carbono y se retird la mayor parte de la gotita con un fragmento de papel de filtro. Se secod la
capa fina de suspension de NP durante 5-10 min y después se aplicd una gotita de acetato de uranilo. Se retird la
mayor parte de la gotita con un papel de filtro y se dejé secar durante 5 min. Se montd la muestra para obtencién de
imagenes con TEM. Se analizé la distribucion de tamafo de las NP en Image J. Se determind el tamafio
hidrodinamico de las NP mediante dispersidén de laser dinamica (DLS). Se diluyd la suspensidén de NP con agua DI
hasta 0,05 mg/ml y se cargd 1 ml en la célula para la deteccion.

Para determinar la concentracion del colorante en las NP, se afiadieron 990 ul de DMSO a 10 ul de NP en disolucion
acuosa. Se agitd la disolucién con vortex y se dejé en la oscuridad durante 10 min. Se cuantificé la concentracién del
colorante con un lector de placas mediante fluorescencia del colorante de DID a 670 nm con una longitud de onda de
excitacion a 644 nm.

Se determind la cantidad de CPT encapsulada en NP mediante fluorescencia de CPT a 428 nm con una longitud de
onda de excitacién a 370 nm. Se diluyé un volumen de suspensién de NP en DMSO acidificado (HCl 1 N:DMSO =
1:100, razon en volumen) al menos 10 veces. Se midi6 la fluorescencia de CPT y se determind la cantidad de CPT
mediante comparacion con una curva patrén.

Resultados

La microscopia electrénica de transmision (TEM) confirmo la forma esférica de las NP de PLA-HPG y PLA-PEG
(figuras 2A, 2B, 2C y 2D). El diametro hidrodinamico de las NP era de 100 nm tal como se midié mediante dispersion
de luz dindmica (DLS) (tabla 1). En este estudio, la carga de CPT de las NP tanto de PLA-HPG como de PLA-PEG
es del 5%. Las NP cargadas con CPT tienen una mayor fraccion en el intervalo de tamafio superior y un mayor
tamafo de diametros hidrodinamicos mediante obtencidon de imagenes de TEM. Cuando se cargaron las NP con
CPT y se incubaron en agua tamponada, el agente se liberd a lo largo de un periodo de aproximadamente 1 semana
(figura 3). Ambas NP mostraron patrones similares de liberacion de CPT. Tras 24 h de incubacion, se liberé mas de
la mitad de CPT a partir de NP de PLA-HPG (59 %) y de PLA-PEG (56 %). El resto del farmaco encapsulado se
liberd lentamente a lo largo de un periodo de 1 semana. Las NP de PLA-HPG/CPT permanecen suspendidas en
disolucion significativamente mas tiempo que las NP de PLA-PEG/CPT, indicando una mayor estabilidad de las NP
de PLA-HPG/CPT en suspension.
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Table 1. Diametro promedio de nanoparticulas de PLA-HPG, nanoparticulas de PLA-PEG, nanoparticulas de PLA-
HPG/camptotecina (CPT) y nanoparticulas de PLA-PEG/CPT.

NP Diametro (nm)
PLA-HPG 102,1£3,1
PLA-PEG 103,310
PLA-HPG/CPT 158,4 £ 8,8
PLA-PEG/CPT 142,352

Ejemplo 5. Evaluacion de NP in vitro
Materiales y métodos

Se dializd una suspension que contenia 3 mg de NP en un tubo de dialisis (punto de corte de 10 K) frente a 40 ml de
PBS. En cada punto de tiempo, se retiraron 970 pl de disolucidén y volvio a colocarse el resto con 40 ml de PBS
nuevo. Para cuantificar la CPT en los 970 ul de dializado, se afadieron 30 ul de liquido de cuantificacion
(DMSO:8SDS al 10 %:HCI 1 N = 1:1:1, razdn en volumen) y se cuantificé la concentracion de CPT a EX/EM de
370/428 nm con un lector de placas.

Se llenaron tubos de microdialisis con 100 yl de NP cargadas con sal de 4-clorobencenosulfonato de 1,1-
dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindodicarbocianina (DiD) y se colocaron en un dispositivo de flotacion en un vaso de
precipitados grande con 4 | de PBS a 37 °C. Se retiraron los tubos por triplicado en diferentes puntos de tiempo. Se
cambié la PBS cada 12 horas. Se cuantifico el colorante que quedaba en el tubo de dialisis mediante fluorescencia.

Se sembraron 180 ul de células de LLC en cada pocillo de una placa de 96 pocillos a una densidad de 5.000/pocillo
y se dejaron en una incubadora a 37 °C durante la noche. Se afadieron 20 ul de CPT libre 0 NP en medio a cada
pocillo. Se incubaron las células durante 72 h y se cuantifico la viabilidad celular con CellTiter Blue.

Las propiedades en superficie de las NP de PLA-HPG se evaluaron in vitro midiendo la captacion celular mediante
macréofagos. Tanto las NP de PLA-HPG como las NP de PLA-PEG mostraron una captacion celular
significativamente inferior en comparacion con la de las NP de PLA simples. Se evaluaron las NP de PLA-HPG /CPT
para determinar la toxicidad celular frente a células de LLC. Los controles elegidos para este estudio fueron las NP
de PLA-PEG /CPT y CPT libre.

Resultados

Ambas formulaciones de NP mostraron el perfil de citotoxicidad significativamente mejorado (figura 4A). Para
mostrar que esta toxicidad se debe a la CPT, y no a los polimeros, se examind el efecto de NP vacias sobre células
de LLC: ambas formulaciones de NP vacias mostraron ausencia de toxicidad (figura 4B).

Ejemplo 6. Evaluacion de las NP en circulacion en sangre y biodistribucién
Materiales y métodos

El cuidado de los animales y los estudios los aprobd el Comité institucional sobre el uso y cuidado de animales
(IACUC) de Yale. Se cargaron ambas NP con colorante de fluorescencia al 0,2 % (DD de Invitrogen). 14 ratones
C57BL/6 (n=7 por grupo) recibieron inyeccion en la vena de la cola de 150 ul de NP cargadas con DiD (3 mg/ml en
disolucion de PBS). A los 5 min, 15 min, 30 min, 1 h,2 h,4 h, 8 h, 24 h, 48 hy 72 h se extrajeron 10-20 ul de sangre
de cada ratdn mediante puncion en la vena de la cola. Se liofilizo la sangre. Para cuantificar la fluorescencia en la
sangre, se afadieron 100 yl de DMSO y 1 ml de acetonitrilo y se homogeneizaron con un homogenizador. Se
centrifugd la disolucidn homogenizada en una centrifuga de sobremesa a 13.000 RPM y después se retiraron 0,8 ml
de sobrenadante y se afadieron a un tubo de Eppendorf. Se evapord todo el acetonitrilo con un dispositivo
SpeedVac y se cuantifico el colorante en el DMSO a ExX/Em de 644/670 nm con un lector de placas.

Se evalué la biodistribucion de NP cargadas con DiD en ratones Balb/C que portaban tumores de LLC subcutaneos.
Se inyectaron células de LLC (1 x 108 células, 0,1 ml) por via subcutanea en ratones hembra Balb/C (6 semanas de
edad, Charles River Laboratories), y se inicié la administracion de nanoparticulas después de 7 dias, un momento en
el que el volumen tumoral promedio alcanzé aproximadamente 100 mm?2,

Se dividieron treinta ratones en cuatro grupos con 7-8 animales en cada grupo. El tamafo promedio y la variacion de
tamano de los tumores en todos los grupos fueron comparables. Se administraron 150 ul de NP cargadas con DD
(3 mg/ml en disolucion de PBS) por via intravenosa a través de la vena de la cola. A las 12 h y 24 h, se sacrificaron
los ratones y se extrajo la sangre con puncion cardiaca. Tras la perfusién a través del ventriculo izquierdo con PBS,
se extrajeron los 6rganos. Se liofilizaron la sangre y los érganos.
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Para cuantificar el colorante en los organos y tumores excepto el pulmoén y el bazo, se afadio 1 ml de DMSO y se
homogeneiz6. Se centrifugo la disolucidn homogeneizada en una centrifuga de sobremesa a 13.000 RPM y después
se afiadieron 0,1 ml del sobrenadante a una placa de 96 pocillos y se cuantificéd el colorante en el DMSO a ExEm de
644/670 nm con un lector de placas.

Para cuantificar el colorante en el pulmon y el bazo, se afadié 1 ml de DMSO y se homogeneiz6. Se centrifugd la
disolucion homogenizada en una centrifuga de sobremesa a 13.000 RPM y después se afadieron 0,1 ml de
sobrenadante a 1 ml de acetonitrilo. Se centrifug6é la disolucién en una centrifuga de sobremesa a 13.000 RPM y
después se retiraron 0,8 ml de sobrenadante y se afladieron a un tubo Eppendorf.

Se evapord todo el acetonitrilo con un dispositivo SpeedVac y se cuantifico el colorante en el DMSO a Ex/Ex de
644/670 nm con un lector de placas. Se realizé un andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) para determinar la
significacion estadistica de la distribucién de dosis en drganos y sangre, se considerd que p<0,05 era significativo.

Para demostrar el efecto del recubrimiento de HPG sobre la superficie de nanoparticulas in vivo, se inyectaron NP
por via intravenosa y se analizé peridédicamente la sangre para determinar la presencia de particulas. Para permitir la
cuantificacion de la concentracién de NP en la sangre, se cargaron las NP con sal de 4-clorobencenosulfonato de
1,1-dioctadecil-3,3,3’,3"-tetrametilindo-dicarbocianina (DiD) al 0,2 %. DiD es un colorante hidrofobo, que se ha usado
ampliamente como marcador para NP.

Resultados

Las NP cargadas con DiD liberan una cantidad minima de colorante (aproximadamente el 20 %) a lo largo de 5 dias
de incubacién continua en PBS (figura 5). Se cargaron NP tanto de PLA-HPG como de PLA-PEG con cantidades
equivalentes de DiD. En comparacion con las NP de PLA-PEG, las de PLA-HPG mostraron un tiempo de circulacién
mas prolongado tras la administracion (figura 6A). La semivida de eliminacion de las NP de PLA-HPG (10,3 h) fue
significativamente mas prolongada que las NP de PLA-PEG (6,8 h): las semividas se determinaron mediante ajuste
con un modelo de dos compartimentos (figura 6B). Se encontré una cantidad despreciable de cualquier NP en
circulacion 2 dias tras la administracion.

Para demostrar adicionalmente el efecto de las NP de PLA-HPG, se estudid la biodistribucion de las NP en ratones
con tumores de LLC subcutaneos. Se normalizé la fluorescencia medida en tejidos con respecto a porcentaje de
dosis/gramo de tejido (figuras 6C y 6D). No hubo ninguna diferencia significativa en la acumulacion de NP de PLA-
HPG o de PLA-PEG en el cerebro, corazdn, rifdn, pulmoén y bazo a las 12 y 24 h. Sin embargo, en comparacion con
las NP de PLA-PEG, las NP de PLA-HPG estaban presentes en una concentracién significativamente superior en el
tumor y la sangre, pero una concentracion significativamente inferior en el higado a las at 12 h tras la inyeccion.
Estas diferencias persistieron a las 24 h (aunque no fueron estadisticamente significativas en la sangre y el tumor).
Para entender mejor el impacto de la distribucién de NP global se calcul6 la masa total de NP en cada 6rgano, tumor
y la sangre completa multiplicando el porcentaje de dosis/gramo de tejido por el peso de tejido (figuras 6E y 6F). La
mayor parte de las NP estaban o bien en el higado o bien en la sangre en ambos puntos de tiempo. A las 12 horas,
estaban presentes dos veces mas NP de PLA-HPG que NP de PLA-PEG en sangre completa y un tercio de NP de
PLA-HPG, en comparacion con NP de PLA-PEG, estaban presentes en el higado. A las 24 horas, la acumulacién de
PLA-HPG en el higado era la mitad de PLA-PEG aunque ambas NP estaban presentes en cantidades similares en la
sangre.

Ejemplo 7. Inmunohistoquimica
Materiales y métodos

Se sometieron nueve ratones balb/c (n=3 por grupo) que portaban tumores de LLC a inyeccion en la vena de la cola
de 150 pl de NP (3 mg/ml en disoluciéon de PBS) o control de PBS. A las 12 h, se sacrificaron los animales. Tras la
perfusién a través del ventriculo izquierdo con PBS, se disecaron los tumores y se congelaron en OCT. Se
seccionaron los tumores con un grosor de 10 ym y se inmovilizaron sobre portaobjetos de microscopio
SUPERFROST®. Se fijaron las secciones de tumor en formaldehido al 4 % en PBS durante 30 min y después se
lavaron con TBS (Tris 20 mM PLA-HPG 7,6, NaCl 140 mM) 3 veces de 5 min cada vez. Se bloguearon las muestras
en TBS con BSA al 1 % y suero normal de burro al 5% durante 1 h y después se incubaron con anticuerpo de
conejo anti-CD31 (dilucidén 1:50 en TBS con BSA al 1 % y suero normal de burro al 5 %). Se lavaron las secciones
con TBS 3 veces de 5 min cada vez y después se incubaron con anticuerpo secundario de burro anti-conejo
marcado con fluoréforo Alexa488 (Invitrogen, dilucion 1:200 en TBS con BSA al 1 % y suero normal de burro al 5 %)
durante 1 hora y se lavaron de nuevo con TBS 3 veces, 5 min cada vez. Se colocaron varias gotas de DAPI en cada
portaobjetos y se cubrieron los portaobjetos con un cubreobjetos. Se tomaron imagenes con un microscopio de
fluorescencia Zeiss.
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Resultados

Para visualizar la penetracién de las NP en tumores, se realizd inmunohistoquimica en criosecciones de tumores
que se trataron con NP de PLA-HPG. Se encontraron NP mas alla de los limites de las luces de vasos sanguineos,
indicando que las NP penetraron profundamente en el tejido tumoral tras la extravasacion a través de la parte
vascular del tumor tras la administracion intravenosa.

Ejemplo 8. Estudios terapéuticos
Materiales y métodos

A cuarenta ratones C57BL/6 (6 semanas de edad, Charles River Laboratories) se les inyectaron por via subcutanea
1x10° células de LLC. Tras 7 dias, un tiempo en el que el volumen tumoral promedio alcanzé aproximadamente
100 mm?®, se dividieron por igual 40 ratones en 5 grupos con distribucion de tamafo promedio de los tumores
comparable. Tras agrupar los ratones, se iniciaron inmediatamente los farmacolégicos con control de PBS, control
de NP de PLA-HPG vacias y 3 formulaciones de CPT: 1) PBS (PLA-HPG=7,4); 2) NP de PLA-HPG vacias en PBS;
3) disolucion de CPT en DMSO (2,5 mg/ml, DMSO:PBS 10x = 9:1, razdn en volumen); 4) NP de PLA-PEG/CPT en
PBS; 5) NP de PLA-HPG/CPT en PBS. Se administraron los tratamientos 2 veces a 7 y 11 dias con una dosis de
CPT (5 mg/kg) cada vez. Se midieron los volimenes tumorales y los pesos corporales de los ratones y se
registraron cada dos dias. Se calcularon los volumenes tumorales con la formula: volumen = LW2/2, donde L y W
son el diametro largo y corto de un tumor, respectivamente. Se sacrificaron los animales cuando el tamafo de tumor
superd 2000 mm?®, la pérdida de peso corporal total superd el 20 % o cuando se observaron otras sefiales de
enfermedad, tales como problemas para respirar, incapacidad para comer y beber, letargo o postura andmala. Se
realizd un andlisis de ANOVA de un factor para determinar la significacion estadistica de los cambios relacionados
con el tratamiento en el volumen tumoral de los animales y se considerd que p < 0,05 era significativo.

Resultados

Para comparar el efecto terapéutico de las NP de PLA-HPG con las NP de PLA-PEG optimizadas, se inyectaron NP
cargadas con CPT por via intravenosa en ratones que portaban tumores subcutaneos de LLC a una dosis de CPT
de 5 mg/kg a 7 y 11 dias tras la inoculacion de tumor (figura 7 A). La tasa de crecimiento de tumores tratados con las
NP de PLA-HPG vacias no se distinguia de la de los tumores tratados con control de PBS, indicando que PLA-HPG
solo no tiene ningun efecto sobre el crecimiento tumoral, tal como se preveia. La tasa de crecimiento tumoral en
ratones a los que se les administraron NP de PLA-HPG/CPT fue significativamente inferior a la de los ratones
tratados con PBS, CPT libre o NP de PLA-PEG/CPT. De manera interesante, no se observd ninguna toxicidad in
vivo significativa para ninguna de las formulaciones (figura 7B).

Ejemplo 9. Sintesis de nanoparticulas recubiertas con HPG funcionalizadas y evaluacién de la reversibilidad de las
propiedades de sigilo de nanoparticulas en circulaciéon en sangre

Materiales y métodos
Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas con aldehido

NP de PLA-HPG (0,1 mg/ml) en una placa de 96 pocillos (vial pequefio) se ® con Na,SO; 2 mM. Se lavaron las NP
dos veces con agua DIl en una placa de filtro ACROPREP con un punto de corte de 100 k (o ultrafiltro AMICON® de
0,5 ml con un punto de corte de 100 k) y después se suspendieron en agua DI.

Se cuantificaron los aldehidos en las NP con un kit de ensayo de cuantificacién de aldehido (ABCAM®). Se usaron
las NP de PLA-HPG como control de sustraccion de fondo. Se calculd la cantidad de aldehido mediante
comparacion con una curva de referencia. La curva de referencia se prepard usando el patron de aldehido
proporcionado con el kit. Se calculd la cantidad de aldehido en cada particula basandose en un diametro
hidrodinamico de 100 nm de las NP y una densidad de NP supuesta de 1,0 g/cm?®. Para la impresion de micromatriz,
se suspendieron NP cargadas con colorante de DD en tampon de PBS que contenia glicerol al 15 % y TRITON®-
X100 al 0,01 % a una concentracion de 1 mg/ml en una placa de 384 pocillos. Se dispusieron las NP en matriz sobre
portaobjetos recubiertos con lisina usando un dispositivo de disposicion en micromatriz SPOTBOT® de ARRAYIT®.
Después de 1 hora de incubacion en una camara de humedad, se lavaron extensamente los portaobjetos impresos
con PBS 3 veces, 5 min cada vez. Tras un rapido aclarado con agua DI, se secaron los portaobjetos con argén y se
sometieron a obtencion de imagenes.

Union de ligando

Para la unién de ligando o proteina, en una placa de 96 pocillos (o viales pequefios), se incubaron NP de PLA-
HPGaLp con ligandos o proteinas (debe afadirse NaCNBH. para proteinas o ligandos modificados con aminas o
hidrazinas) durante 1 min-12 horas y se extinguid la reaccidon con una cantidad en exceso de disolucién de
hidroxilamina (o etanolamina para proteinas o ligandos modificados con aminas o hidrazinas) en tampén de TRIS
(pH=7,4). Se transfirieron las NP a una placa de filtro AcroPrep con un punto de corte de 100 k (o ultrafiltro amicon
de 0,5 ml con un punto de corte de 100 k o filtracion en gel para proteinas y otras moléculas grandes) y se lavé dos

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2964 536 T3

veces con agua DI o tampén.

Para reducir las NP de PLA-HPGap para dar de nuevo NP de PLA-HPG (también denominadas en el presente
documento nanoparticulas no bioadhesivas, NNP), se incubaron NP de PLA-HPGap con NaBH; en NaH,PO.
(0,2 M, pH=8,0) y se extinguid la reaccion con acido acético y se neutralizé con tampoén de PBS. Se lavaron las NP
con agua DI dos veces. Se realizaron experimentos de circulacion de sangre usando el método en el ejemplo 6.

Se usaron portaobjetos de vidrio recubiertos con polilisina como compuesto de imitacion de tejido para evaluar la
propiedad bioadhesiva de las NP de PLA-HPGap (BNP). Se prepararon NP de PLA-HPGap con diferentes
concentraciones de aldehidos usando un procedimiento de alto rendimiento, en el que se usaron placas de
96 pocillos regulares y placas de filtro de 96 pocillos para preparar las NP y se imprimieron sobre portaobjetos
recubiertos con polilisina con un dispositivo de disposicion en micromatriz.

Para la impresién en micromatriz, se suspendieron las NP cargadas con colorante de DiD en tampdn de PBS que
contenia glicerol al 15 % y TRITON®-X100 al 0,01 % a una concentracion de 1 mg/ml en una placa de 384 pocillos.
Se dispusieron las NP en matriz sobre portaobjetos recubiertos con lisina usando un dispositivo de disposicidén en
micromatriz SPOTBOT® de ARRAYIT®. Después de 1 hora de incubaciéon en una camara de humedad, se lavaron
extensamente los portaobjetos impresos con PBS 3 veces, 5 min cada vez. Tras un rapido aclarado con agua DI, se
secaron los portaobjetos con argdn y se sometieron a obtencion de imagenes.

Se evalud la propiedad bioadhesiva de las NP de PLA-HPG sobre tejidos aplicando NP en suspensién ex vivo a la
superficie luminal de vena umbilical humana. Se obtuvo el corddn umbilical de la Vascular Biology & Therapeutics
Core Facility en la Universidad de Yale y se usé dentro del plazo de 12 horas.

Se cortd el corddn umbilical en una longitud de 10 cm y se lavé con tampdn de Ringer. Se sometié la vena a
perfusién con 30 ml de tampdn de Ringer. Se inyectaron NP de PLA-HPG y NP de PLA-HPGap (1 mg/ml) en
tampon de Ringer en la vena y se sellaron ambos extremos de la vena. Se sumergieron los cordones umbilicales
sellados en tampdn de Ringer y se incubaron a 37 °C durante 2 h. Tras la incubacion, se sometié la vena en el
cordon a perfusion con una gran cantidad de tampdn de Ringer y se congelé en OCT. Se seccionaron los cordones
congelados en secciones de 10-20 um y se montaron sobre portaobjetos de vidrio. Se visualizaron los portaobjetos
con un microscopio de fluorescencia. Se realizé un analisis de la varianza de un factor (ANOVA) para determinar la
significacion estadistica, se considerd que p<0,05 era significativo.

Resultados

Las NP de PLA-HPGaLp (pegajosas, también denominadas en el presente documento nanoparticulas bioadhesivas,
BNP) pueden revertirse para dar NP de PLA-HPGRreveriao (Sigilosas) mediante tratamiento con NaBH,, aunque se
pierde un grupo alcohol con el ciclo de reduccién-retorno dado que cada diol vecinal en HPG se oxida mediante
NalO4 para dar un aldehido y cada aldehido se reduce para dar un Unico alcohol mediante NaBH.. Los resultados se
muestran en la figura 8. La circulacién de sangre confirmo que las NP de PLA-HPGap perdieron casi toda su
pegajosidad tras el tratamiento con NaBH,. La capacidad de ajuste en un sentido y otro también demostré la
robustez del recubrimiento de HPG sobre las nanoparticulas.

Las NP de PLA-HPG (NNP) sin tratamiento con NalO4 no se adhirieron a portaobjetos de vidrio y sélo se detectd una
sefial de fondo. Sin embargo, transformando la propiedad de superficie con NalO4, la cantidad de NP inmovilizadas
sobre el portaobjetos de vidrio aument6 en funciéon de la duraciéon del tratamiento con NalQOy, indicando que la
propiedad bioadhesiva de las NP de PLA-HPG puede ajustarse mediante control del tratamiento con NalO,.

Los resultados se muestran en las figuras 9A, 9B y 9C. Tras la incubacién durante 2 horas con ambas NP y lavado
extenso, PLA-HPGa p mostré una retencién sustancialmente superior sobre el lado luminal de la vena umbilical en
comparacion con la de las NP de PLA-HPG (p<0,05). Se cuantificd la intensidad de fluorescencia a partir de las
imagenes de fluorescencia.

Se evalu6 la propiedad bioadhesiva de las NP de PLA-HPG sobre tejidos aplicando NP en suspension in vivo a la
cavidad peritoneal de ratones desnudos. Se dividieron seis ratones desnudos BALB/c en 2 grupos, 3 ratones por
grupo. Se administraron NP de PLA-HPGap cargadas con IR-780 (BNP) y NP de PLA-HPG cargadas con |IR-780
(NNP) por via intraperitoneal en dos grupos de ratones respectivamente. Cada raton recibié 100 ul de suspensiones
de NP. Se monitorizé la fluorescencia con obtencidon de imagenes en directo (Xenogen) a lo largo del tiempo. Se
determind la cuantificacion de la fluorescencia retenida en la cavidad intraperitoneal a lo largo del tiempo. Tras la
administracion i.p., la mayor parte de las NP de PLA-HPG desaparecieron de la cavidad IP dentro del plazo de las
primeras 24 horas. En cambio, las NP de PLA-HPGa.p se retuvieron en la cavidad intraperitoneal durante al menos 5
dias. Incluso al final del 10° dia, todavia podian detectarse NP de PLA-HPGap en la cavidad intraperitoneal.
También se usé colorante libre como control, pero se aclard en su totalidad en menos de 4 horas.

Este resultado indica la aplicaciéon de NP de PLA-HPG en administracion local cuando se necesita una retencion
prolongada en sitios de administraciéon. La densidad de los aldehidos en las NP puede controlarse proporcionando
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de ese modo una capacidad de ajuste del comportamiento de PLA-HPG4 p para su administracion local.

Estos ejemplos muestran que las NP de PLA-HPG.p interaccionaran con tejidos dado que la propiedad bioadhesiva
de las NP de PLA-HPGa p resulta del enlace de base de Schiff entre los grupos aldehido en las NP de PLA-HPGaLp
y los grupos amina en la superficie de tejido.

Ejemplo 10. Citotoxicidad in vifro de nanoparticulas cargadas con epotilona B
Materiales y métodos
Caracterizacion de nanoparticulas

Se caracterizaron las nanoparticulas con TEM con el método descrito por Deng ef al., Biomaterials 35.:6595-6602
(2014). Se determiné el tamano hidrodinamico de las NP mediante dispersidon de laser dinamica (DLS).

Se determind la cantidad de EB encapsulada en las NP mediante HPLC con una columna analitica C18
(PHENOMENEX®). Se usaron acetonitrilo/agua como fase movil y se establecié la longitud de onda del detector de
UV a 240 nm.

Liberacion de farmaco in vitro

Se dializé una suspension de NP cargadas con EB (10 mg) en un tubo de dialisis (punto de corte de 10 K) frente a
40 ml de PBS. En cada punto de tiempo, se retird la disolucion de PBS y se sustituyd por 40 ml de PBS nuevo. Se
extrajo la EB liberada en PBS con acetato de etilo (EA) dos veces, 5 ml cada vez. Se evaporé el EA para concentrar
los extractos que después se liofilizaron. Se disolvieron los extractos liofilizados en una mezcla de acetonitrilo/agua
(50:50, volumen) para analisis mediante HPLC.

Cifotoxicidad in vitro de EB libre y nanoparticulas cargadas con EB.

Se sembraron células de UPSC (180 ul) en cada pocillo de una placa de 96 pocillos a una densidad de 2.000/pocillo
y se dejaron en una incubadora a 37 °C durante la noche. Se afadieron 20 ul de EB libres, NP de EB/PLA-HPG o
NP de EB/PLA-HPGaLp en el medio a cada pocillo. Se incubaron las células durante 72 h y se cuantificd la viabilidad
celular con CellTiter Blue.

Supresion del crecimiento celular mediante NP de EB/PLA-HPGaLp unidas a portaobjetos recubierfos con lisina.

Se dividieron seis portaobjetos recubiertos con lisina (25 mm x 75 mm) en dos grupos y se dividié cada portaobjetos
en cuatro cuadrantes con un lapiz PAP (Abeam). Para el primer grupo, se aplicaron 100 pl de NP de EB/PLA-
HPGap (1 mg/ml), NP de EB/PLA-HPG (1 mg/ml), NP de PLA-HPGx . p vacias (1 mg/ml) y PBS; y para el segundo
grupo, se aplico PBS a los cuadrantes de cada portaobjetos. Después de 30 min de incubacion, se lavd
extensamente cada portaobjetos con una gran cantidad de PBS y se colocd en una placa de 10 cm llena con 20 ml
de medio con una densidad de células de UPSC a 2x10%ml. Tras la incubacién at 37 °C durante 24 horas, se aspird
el medio y se lavaron los portaobjetos con 20 ml de PBS 4 veces. Se tifieron las células con Hoechst (para nucleos,
azul) y tincidon de células vivas/muertas (verde para células vivas y rojo para células muertas) y después se
obtuvieron imagenes con microscopio de fluorescencia. Se contd el numero de células mediante el niumero de
nucleos con andlisis de particulas de Image J.

Resultados

Pueden usarse NP de PLA-HPGap como nuevo vehiculo de farmacos de quimioterapia en administracion
intraperitoneal dado que las NP de PLA-HPGap tienen una retencion prolongada significativa en la cavidad
intraperitoneal (figura 10). Para demostrar este uso de NP de PLA-HPGa.p, se uso epotilona B (EB) como farmaco
de modelo. Se encapsuld EB en el copolimero de PLA-HPG para producir las NP de EB/PLA-HPG y después se
oxidaron las NP de EB/PLA-HPG mediante NalO4 para dar NP de EB/PLA-HPGaLp. La eficiencia de encapsulaciéon
fue de aproximadamente el 50 % y la carga de EB en las NP de EB/PLA-HPG y las NP de EB/PLA-HPGap fueron
del 2,5 % y el 1,2 % respectivamente. No hubo ninguna diferencia significativa de tamafio o morfologia entre las NP
de EB/PLA-HPG y las NP de EB/PLA-HPGaLp a partir de ambas mediciones de DLS (tabla 2).

Table 2. Diametro e indice de polidispersidad (PDI) de nanoparticulas que contienen EB.

Nanoparticulas Diametro (nm) PDI
EB/PLA-HPG 127 0,225
EB/PLA-HPGAIp 127 0,233

Se midié la curva de liberacidén de control frente a PBS. La mayor parte (aproximadamente el 80 %) de la EB se
liberd después de ocho horas y no hay ninguna diferencia significativa entre las NP de EB/PLA-HPG y las NP de
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EB/PLA-HPGa.p (figura 11A). También se investigd la citotoxicidad in vifro de las NP de EB/PLA-HPGa.p frente a
células de carcinoma seroso papilar uterino (UPSC), usandose NP de EB/PLA-HPG y EB libre como controles. La
EB libre mostro la toxicidad mas alta (figura 11B). La citotoxicidad de las NP de EB/PLA-HPGa.p era comparable a la
de las NP de EB/PLA-HPG. La diferencia entre la EB libre y formulaciones de NP de EB podia deberse a la
retencion de la EB en las NP, dando como resultado una baja concentracion de EB en las formulaciones de NP en
comparacion con EB libre. La toxicidad potenciada de NP de EB/PLA-HPGa.p se debid a la interaccion entre las NP
de PLA-HPGap ¥y las células, dando como resultado una captacion celular mucho mayor de NP de PLA-HPGap en
comparacion con NP de PLA-HPG.

Para confirmar que la citotoxicidad se debe a EB, y no a los polimeros, se examind el efecto de NP de PLA-HPGap
y NP de PLA-HPG vacias sobre células de UPSC. Ninguna de las NP vacias mostrd ninguna toxicidad hasta
1 mg/ml de NP, tal como se muestra en la figura 11C (esta concentracién de NP vacias era muy superior a la
concentracion de las NP cargadas con EB usadas en los estudios anteriores). Para demostrar la seguridad de las
NP de PLA-HPGa.p, se examind la citotoxicidad de NP de PLA-HPGap vacias (se usaron NP de PLA-HPG como
control) sobre células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y células Hela. Ninguna de las NP vacias
mostrd ninguna toxicidad (figura 11D). Ademas, se sometié a prueba la citotoxicidad de NP de PLA-HPG,.p vacias a
1 mg/ml sobre una variedad de lineas celulares de laboratorio y no se observd ninguna citotoxicidad sobre todas
estas lineas celulares (figura 11E).

Se evaluo la eficiencia citotoxica de NP de EB/PLA-HPGa.p in vitro usando portaobjetos recubiertos con lisina con
NP de EB/PLA-HPGa.p unidas en superficie y células de UPSC. Se dividio cada portaobjetos recubierto con lisina en
cuatro cuadrantes con un lapiz hidréfobo y se aplicaron NP de EB/PLA-HPGap, NP de EB/PLA-HPG, NP de PLA-
HPGap vacias y PBS a cada uno de los cuadrantes. También se prepard un portaobjetos de control con PBS
aplicado a los cuatro cuadrantes. Tras la incubacién y lavados extensos, se expusieron los portaobjetos a medio de
cultivo celular con UPSC. Tras 24 horas, se obtuvieron imagenes de las células en cada cuadrante y se
cuantificaron. No hubo ninguna diferencia significativa entre NP de EB/PLA-HPG, NP de PLA-HPGa.p vacias y PBS.
Sin embargo, la unién celular sobre la zona recubierta con NP de EB/PLA-HPGap se suprimid significativamente
(figura 12). La EB liberada a partir de NP no tuvo ningun efecto sobre células en el medio ya que la densidad celular
de control de PBS era similar a la del control de PBS en portaobjetos en los que se aplico6 PBS a los cuatro
cuadrantes. Este resultado puede deberse al hecho que la EB se libera lentamente a partir de las NP de EB/PLA-
HPGaLp y forma una alta concentracion de farmaco local alrededor de las células que interaccionan estrechamente
con NP de EB/PLA-HPGap.

Estos estudios confirmaron que cambiar la propiedad de superficie de las NP a bioadhesividad puede prolongar la
retencidon de las NP administradas por via intraperitoneal. Ademas, los vehiculos, las NP de PLA-HPGx.p vacias, no
mostraron ninguna citotoxicidad sobre mudltiples lineas celulares durante 3 dias y hasta 1 mg/ml de particulas.
Ademas, no se observd ninguna pérdida de peso o enfermedad cuando se inyectaron a los ratones 5 mg de NP de
PLA-HPGap vacias por via intraperitoneal, una vez por semana durante 3 semanas. Se cree que la ausencia de
toxicidad de las NP de PLA-HPGa b puede deberse a varios factores: 1) los aldehidos estan ampliamente presentes
en alimentos, fragancias y metabolitos, por lo tanto se espera una alta tolerancia a aldehidos, lo cual se sugiere
adicionalmente por la amplia existencia de aldehido deshidrogenasa que puede destoxificar de manera eficiente
(Vasiliou ef al., Chem Biol Interact 202:2-10 (2013)); 2) los aldehidos estan unidos de manera covalente sobre
nanoparticulas, aunque se conoce la toxicidad de aldehidos libres de bajo peso molecular (O’Brien et al., Crit. Rev.
Toxicol. 35:609-662 (2005)); y 3) la mayor parte de la interaccion de aldehidos con proteinas u otras moléculas se
realiza mediante enlaces de base de Schiff reversibles de modo que no puede modificar o dafiar de manera
permanente las biomoléculas.

Tanto las NP de EB/PLA-HPGap como las NP de EB/PLA-HPG tienen un tamafo, morfologia y perfil de liberacidon
controlada similares. En el ensayo de in vifro regular, ambas NP muestran un perfil de citotoxicidad idéntico. Sin
embargo, en el ensayo de in vifro con portaobjetos de vidrio recubiertos con lisina, el crecimiento de células de
UPSC sobre portaobjetos de lisina recubiertos con NP de EB/PLA-HPGap se suprimio significativamente en
comparacion con los portaobjetos tratados con NP de EB/PLA-HPG, NP de PLA-HPGa.p vacias y portaobjetos de
lisina de control. La cantidad de NP de EB/PLA-HPGa.p unidas sobre portaobjetos era muy pequefa y, salvo por la
zona que contenia las NP de EB/PLA-HPG,.p, ninguna otra zona tuvo ningun efecto sobre el crecimiento celular. La
adherencia al peritoneo es un requisito previo para que células cancerosas diseminadas establezcan carcinomatosis
peritoneal (“PC”) en la cavidad peritoneal (Aoyagi et al., World journal of gastroenterolog: WJG 20:12493-12500
(2014)). Ademas de liberar farmacos lentamente a toda la cavidad peritoneal, las NP de EB/PLA-HPG4 p pueden
lograr una concentracién local mucho mayor de farmacos sobre la superficie del peritoneo, lo cual puede suprimir el
crecimiento de las células cancerosas adheridas al peritoneo y, por tanto, eliminar la PC. Ademas, a diferencia de
las microparticulas, que tienden a acumularse en la parte inferior del abdomen, el pequefio tamafio de las NP de
PLA-HPG..p permite la difusion de las NP a toda la cavidad intraperitoneal.

Es importante enfatizar que la pegajosidad Unica de las NP divulgadas en el presente documento a tejidos o
compuestos de imitacion de tejido es el resultado de una interaccion entre la pegajosidad del grupo aldehido y la
densidad extremadamente alta de aldehidos inmovilizados sobre las NP. La estructura hiperramificada de HPG
permite que la razon de aldehido/PLA llegue a 17.
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Estudios ex vivo confirmaron la pegajosidad de las NP con respecto a diversas superficies de tejido, tales como la
superficie luminal de la vena umbilical. No se observd ninguna penetracion profunda de NP en estos entornos, lo
cual sugiere una alta localizacion de NP tras la administracion tépica. La inyeccion de NP de PLA-HPGaip en la
cavidad intraperitoneal o el tejido subcutaneo dio como resultado una retencidn mucho mas prolongada en estos
sitios. La administracién i.p. de fArmacos quimioterapicos tales como paclitaxel se ha convertido en un tratamiento
convencional para determinados canceres de ovarios y de colon (Armstrong, et al., ANZ J Surg, 77:209-213 (2007);
Gervais et al., Joumal of surgical oncology, 108:438-443 (2013)). El procedimiento i.p. convencional se realiza
mediante un catéter implantado de manera quirirgica que permite el paso de liquidos que contienen farmaco
quimioterapico disuelto o en suspensién al interior del abdomen de un paciente. En esta situacion, la retencion del
farmaco depende principalmente de la duracién de la infusion. Las NP de PLA-HPGp encapsuladas con farmacos
deben tener una gran aplicaciéon en este campo prolongando significativamente la retencion de farmacos en el sitio
de administracion.

Ejemplo 11. Citotoxicidad in vivo de nanoparticulas cargadas con epotilona B
Materiales y métodos

A cuarenta ratones desnudos BALB/c (5-6 semanas de edad, Charles River Laboratories) se les inyectaron por via
intraperitoneal 1x108 células de UPSC. Tras 1 semana, se iniciaron los tratamientos con farmaco con control de
PBS, control de PLA-HPGap vacio y 3 formulaciones de EB. Las formulaciones inyectadas fueron las siguientes: 1)
PBS (pH=7.,4); 2) PLA-HPGa.p vacio en PBS; 3) disolucién de EB libre (disolucién madre 5 mg/ml en el 30 % de
PEG400/el 0,5% de TWEEN® 80/el 5% de propilenglicol/el 64,5 % de agua, diluida hasta la concentracion
necesaria con PBS antes de su uso); 4) NP de EB/PLA-HPG en PBS; 5) NP de EB/PLA-HPGap en PBS. Se
administraron los tratamientos por via intraperitoneal con una dosis de EB (0,5 mg/kg) cada semana durante
5 semanas. Se midieron los pesos corporales de los ratones dos veces por semana. Se sacrificaron los animales
cuando la pérdida de peso corporal superd el 20 %, o cuando se observaron otros signos de enfermedad, tales
como problemas para respirar, incapacidad para comery beber, letargo o postura anémala.

Resultados

En la figura 13 se presenta la curva de supervivencia de Kaplan-Meier que refleja la eficacia de cada una de las
formulaciones de tratamiento.

Ademas de la introduccién de un nuevo vehiculo de administracion, este estudio demuestra que puede establecerse
un nuevo modelo de animal de PC mediante inoculacién i.p. de células de UPSC. Las caracteristicas altamente
agresivas de UPSC incluyen una diseminacion peritoneal o linfatica temprana asi como resistencia innata a
quimioterapia. La linea celular de USPC usada en este estudio es una linea celular primaria procedente de un
paciente. Debido a la sobrexpresion de B-tubulina lll, esta linea celular es resistente a platino/taxano pero no a EB
(Rogue et al., Cancer, 119(14):2582-2592 (2013)). EB, un policétido macrociclico, ha mostrado una potencia
significativamente mejorada para destruir UPSC en comparacion con paclitaxel. Sin embargo, el efecto de la
administracion i.p. de EB para el tratamiento de PC es transitorio porque es un farmaco de molécula pequefia. Por
tanto, en el presente documento se divulga un vehiculo con un perfil de liberaciéon controlada de EB que puede
lograr una mejor biodisponibilidad de EB para su administracion i.p.

Aspectos de la invencion incluyen:

Aspecto 1. Particulas que comprenden

(a) un nucleo que comprende uno 0 mas materiales hidrofobos o mas hidréfobos; y

(b) una cubierta que comprende poliglicerol hiperramificado.

2. Particulas segun el aspecto 1, en las que el uno 0 mas materiales hidréfobos o mas hidréfobos son un polimero.
Aspecto 3. Particulas segun el aspecto 2, en las que el polimero es biodegradable.

Aspecto 4. Particulas segun el aspecto 3, en las que el polimero biodegradable es un poliéster alifatico.

Aspecto 5. Particulas segun el aspecto 4, en las que el poliéster alifatico se selecciona del grupo que consiste en
poli(acido lactico), poli(acido glicolico) y copolimeros de los mismos.

Aspecto 6. Particulas segun el aspecto 5, en las que el poliéster alifatico es poli(acido 1actico).

Aspecto 7. Particulas segun uno cualquiera de los aspectos 1-6, en las que el poliglicerol hiperramificado esta unido
de manera covalente al uno 0 mas materiales hidréfobos.
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Aspecto 8. Particulas segun el aspecto 7, en las que el poliglicerol hiperramificado esta funcionalizado con uno o
mas grupos funcionales reactivos que se adhieren a tejido, células y/o proteinas.

Aspecto 9. Particulas segun el aspecto 8, en las que el uno o mas grupos funcionales reactivos se seleccionan del
grupo que consiste en aldehidos, aminas, oximas sustituidas en O y combinaciones de los mismos.

Aspecto 10. Particulas segun uno cualquiera de los aspectos 1-8, que comprende ademas uno 0 mas agentes
terapéuticos, agentes de diagnostico, agentes profilacticos, compuestos nutracéuticos o combinaciones de los
mismos.

Aspecto 11. Particulas segun el aspecto 10, en las que el uno 0 mas agentes estan encapsulados dentro de la
particula, asociados con la superficie de la particula o combinaciones de los mismos.

Aspecto 12. Particulas segun el aspecto 11, en las que el uno 0 mas agentes estan encapsulados dentro de la
particula.

Aspecto 13. Particulas segun uno cualquiera de los aspectos 1-12, en las que la particula comprende ademas uno o
mas agentes de direccionamiento.

Aspecto 14. Particulas segun el aspecto 13, en las que el uno 0 mas agentes de direccionamiento estan unidos de
manera covalente a la cubierta.

Aspecto 15. Particulas segun uno cualquiera de los aspectos 1-14, en las que el diametro promedio de las particulas
es de desde aproximadamente 1 nm hasta aproximadamente 1 mm.

Aspecto 16. Composicion farmacéutica que comprende las particulas segun uno cualquiera de los aspectos 1-15 y
uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

Aspecto 17. Composicidn de aspecto 16, en la que el uno o mas portadores son adecuados para administracion
parenteral.

Aspecto 18. Composicidn de aspecto 16, en la que el uno o mas portadores son adecuados para administracion
enteral.

Aspecto 19. Composicidn de aspecto 16, en la que el uno o mas portadores son adecuados para administracion
topica.

Aspecto 20. Método para administrar uno 0 mas agentes terapéuticos, agentes de diagnostico, agentes profilacticos,
compuestos nutracéuticos o combinaciones de los mismos a un paciente que 1o necesita, comprendiendo el método
administrar una cantidad eficaz de las particulas segun uno cualquiera de los aspectos 10-15 o la composicion
segun uno cualquiera de los aspectos 16-19.

Aspecto 21. Método de reduccion de la captacion de particulas por el MPS, comprendiendo el método administrar
las particulas segun uno cualquiera de los aspectos 1-7 y 10-15.

Aspecto 22. Método de adherencia de particulas a tejido, comprendiendo el método administrar las particulas segun
uno cualquiera de los aspectos 8-15.
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REIVINDICACIONES

Composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y particulas que
comprenden

(a) un nucleo que comprende uno 0 mas polimeros biodegradables;

(b) una cubierta que comprende poliglicerol hiperramificado; y

(c) un agente anticancerigeno;

en la que el uno 0 mas polimeros biodegradables son mas hidréfobos que el poliglicerol hiperramificado; y

en la que el poliglicerol hiperramificado esta unido de manera covalente al uno o mas polimeros
biodegradables, y por lo demas el poliglicerol hiperramificado no esta modificado.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el polimero biodegradable es un poliéster
alifatico.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2, en la que el poliéster alifatico se selecciona de
poli(acido lactico), poli(acido glicolico) y copolimeros de los mismos.

Composicion farmacéutica segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el agente anticancerigeno esta
encapsulado dentro de las particulas.

Composicion farmacéutica segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el diametro promedio de las
particulas es de desde 25 nm hasta 250 nm.

Composicion farmacéutica segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el agente anticancerigeno se
selecciona de agentes alquilantes, antimetabolitos, antimitéticos, antraciclinas, actinomicinas, antibidticos
citotdxicos, inhibidores de |la topoisomerasa y combinaciones de 10s mismos.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, en la que el agente alquilante se selecciona de
cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, mecloretamina, ciclofosfamida, clorambucilo, dacarbazina, lomustina,
carmustina, procarbazina, clorambucilo e ifosfamida; el antimetabolito se selecciona de fluorouracilo (5-FU),
gemcitabina, metotrexato, arabindsido citosina, fludarabina y floxuridina; el antimitético se selecciona de
taxanos, epotilonas A-F y alcaloides de la vinca; la antraciclina se selecciona de doxorubicina,
daunorubicina, valrubicina, idarubicina y epirubicina; la actinomicina es actinomicina D; el antibiético
citotéxico se selecciona de mitomicina, plicamicina y bleomicina; y el inhibidor de la topoisomerasa se
selecciona de camptotecinas, amsacrina, etopdsido, fosfato de etopdsido y tenipdsido.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, en la que el agente anticancerigeno es un inhibidor de
la topoisomerasa, preferiblemente una camptotecina.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el agente
anticancerigeno se selecciona de inhibidores de la angiogénesis que son compuestos anti-factor de
crecimiento endotelial vascular (anti-VEGF), talidomida, lenalidomida, endostatina, angiostatina, inhibidores
de receptor tirosina cinasa (RTK), inhibidores de tirosina cinasa, inhibidores de factor de crecimiento
transformante «, inhibidores de factor de crecimiento transformante  y anticuerpos frente al receptor de
factor de crecimiento epidérmico.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que el agente anticancerigeno se selecciona de
bevacizumab, talidomida, lenalidomida, endostatina, angiostatina, sunitinib, sorafenib, erlotinib, pazopanib,
axitinib, lapatinib, panitumumab y cetuximab.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el agente
anticancerigeno se selecciona de doxorubicina, ciclosporina, mitomicina C, cisplatino, carboplatino, BCNU,
5-FU, metotrexato, adriamicina, camptotecina, epotilonas A-F y taxol.

Composicion farmacéutica segun cualquier reivindicacion anterior para su uso en el tratamiento de cancer.
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