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(57) Resumen: Micelas PIC dendriticas con proteinas bioactivas. Se refiere a una micela polimérica de complejo poliidnico
(Polyion Complex, PIC) formada por interaccién entre una proteina bioactiva y un copolimero de bloque dendritico de carga
opuesta. La tradicional baja estabilidad de micelas PIC con proteinas bioactivas frente a la fuerza idnica es compensada en la
presente invencion por la estabilidad que aporta el bloque dendritico. El proceso global de preparacion de estas micelas se ve
facilitado por la sencillez de la sintesis de copolimeros de bloque dendriticos.
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MICELAS PIC DENDRITICAS CON PROTE

Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a una micela polimérica de complejo poliiénico (Polyion
Complex, PIC) dendritica que incorpora una proteina bioactiva como uno de los bloques
polifonicos que constituyen la micela. De forma mdas concreta, la presente invencién se
refiere a una micela PIC formada por interaccion electrostatica entre un copolimero de
bloque dendritico y una proteina bioactiva de carga opuesta. La micela puede ser estable
en condiciones fisiolégicas y tiene aplicaciones en nanomedicina, ingenieria médica y
bioldgica, procesos de transporte de protefnas y farmacos, biotecnologia, terapia y

diagnéstico.

Antecedentes de la invencion

El uso de proteinas bioactivas como agentes terapéuticos ha despertado un enorme
interés en las dltimas décadas debido a su elevada y selectiva actividad terapéutica. Asi,
por ejemplo, ciertas enfermedades relacionadas con la deficiencia de algunas enzimas
lisosomales sélo pueden ser tratadas por la administracién de enzimas exdgenas
[Enzymes as Drugs 1981, p. 167, J. Wiley]. Entre el amplio nimero de proteinas
terapéuticas, la insulina, una hormona peptidica, es una de las mds ampliamente
utilizadas, pero son importantes también las enzimas antitumorales (que actian
destruyendo determinadas secuencias de aminodcidos necesarias para el crecimiento de
tumores), las enzimas digestivas (para el tratamiento de distintas insuficiencias del tracto
digestivo) o las enzimas antibacterianas, antivirales y antiinflamatorias.

Sin embargo, el uso de proteinas como agentes terapéuticos presenta como inconveniente
un transporte lento e inefectivo a través de las barreras biolégicas, ademds de un corto
tiempo de vida media in vivo provocado por la degradacién enzimdtica y la
metabolizacién. La incorporacién de proteinas bioactivas en sistemas de transporte
(nanoparticulas, liposomas, etc) presenta numerosas ventajas frente a las rutas de
administraciéon convencionales. Asi, de esta forma, se ha conseguido aumentar la
solubilidad y estabilidad de estos agentes terapéuticos frente a la degradacién enzimatica,
mejorar la farmacocinética y, en algunos casos, controlar la liberacién de la proteina
terapéutica. Sin embargo, hasta el momento, la eficacia de estos sistemas no ha sido

demostrada in vivo debido a diversos factores, como por ejemplo, en el caso de
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liposomas, su falta de estabilidad en medios biolégicos |

Chem. 2008, 46, 1].

A la hora de disefiar un sistema adecuado para el transporte de proteinas bioactivas, uno
de los problemas que se presentan es la pérdida de actividad. Asi, debido a la tendencia
de protefnas a la desnaturalizacién, las condiciones de preparacidn, purificacién y
almacenamiento estdn considerablemente limitadas. Ademas, el sistema de transporte
debe ser biocompatible y proteger a la proteina frente a la opsonizacién por parte del
sistema reticuloendotelial (SRE).

En este contexto, las micelas PIC (Polyion Complex) se presentan como un prometedor
vehiculo de transporte para proteinas bioactivas, ya que permiten la incorporacién de las
mismas mediante uniones no covalentes y en condiciones fisioldgicas, preservando asf su
actividad. Ademds, estas micelas poseen una corona formada por un polimero hidrofilico
y biocompatible (generalmente Polietilenglicol, PEG) que, una vez en el torrente
sanguineo, evita su reconocimiento y opsonizacién por parte del sistema inmunolégico,
asegurando prolongados tiempos de circulacién [Pharm. Res. 2001, 18, 1411].

Las micelas PIC [Macromolecules 1995, 28, 5294. Bioconjugate Chem. 1995, 6, 639]
son un tipo de micelas polimericas formadas por interaccidon electrostitica entre
polimeros o macromoléculas de carga opuesta, en las que una de las especies es un
copolimero de bloque que incorpora un bloque hidrofflico y biocompatible. Son
nanoestructuras con una muy baja polidispersién y que presentan un tamafio similar al de
virus y lipoproteinas (10-200 nm), lo que facilita enormemente su entrada en las células.
Otra ventaja que presentan las micelas PIC es su tendencia a acumularse pasivamente en
tumores solidos gracias al efecto EPR (Enhaced Permeability and Retention) [Cancer
Res. 1986, 46, 6387], lo que unido a sus prolongados tiempos de circulacién en el
torrente sanguineo, hace que se acumulen selectivamente en los tejidos tumorales.

El primer ejemplo de micela PIC formada por interaccién electrostitica entre un
polimero poliidnico y una proteina fue descrito por Kataoka y colaboradores
[Macromolecules 1998, 31, 288]. El propio Kataoka resalté, no sélo la preservacién de la
actividad enzimdtica de ciertas protefnas en el interior de una micela PIC, sino un
aumento de la misma como resultado de las especiales propiedades del nicleo de la
micela [J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 15306]. En este sentido, se ha propuesto que las
micelas PIC que contienen proteinas pueden ser consideradas como nano-reactores con

aplicaciones en los campos de la ingenierfa médica y bioldgica.
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Sin embargo, las micelas PIC formadas a partir de protei

una muy baja estabilidad frente a la fuerza idnica, por lo que su aplicacién en sistemas
biolégicos se ha visto considerablemente limitada. La estabilidad de micelas PIC frente a
concentraciones salinas estd directamente relacionada con la densidad de cargas de sus
componentes. Asi, se han descrito micelas PIC estables en medio fisiolégico cuando los
bloques constituyentes de las micelas presentan una gran densidad de carga, como es el
caso de los poliaminodcidos. Sin embargo, la sustitucién de un poliaminodcido por una
proteina bioactiva provoca la disociacién inmediata de las micelas PIC resultantes en
condiciones fisioldgicas. Este hecho ha sido explicado en base a la baja densidad de
carga de las proteinas. Asi, mientras un poliaminodcido comercial como Poli-L-lisina
presenta una carga positiva por cada ~200 Da, en una proteina como lisozima hay sélo
una carga neta positiva cada ~2000 Da [Angew. Chem. Int. Ed. 2009, DOL:
10.1002/anie.200900064].

Recientemente se ha puesto de manifiesto un gran aumento en la estabilidad de micelas
PIC mediante el uso de dendrimeros [Macromolecules 2003, 36, 1304] y copolimeros de
bloque dendriticos [Chem. Comm. 2008, 27, 3136], hecho que se ha atribuido
principalmente a la mayor rigidez asociada a este tipo de estructuras. Las micelas PIC
construidas a partir de copolimeros de bloque dendriticos presentan como ventaja
adicional la facilidad con la que estos copolimeros se sintetizan y por lo tanto un

consecuente abaratamiento e idoneidad desde el punto de vista industrial [Chem. Comm.

2008, 27, 3136].

De acuerdo con el estado de la técnica anterior conocido y establecido, hasta el momento
no se han descrito micelas PIC formadas a partir de copolimeros de bloque dendriticos y
proteinas bioactivas.

En la presente invencién se demuestra que las micelas PIC que contienen copolimeros de
bloque dendriticos son un sistema de transporte Optimo para proteinas bioactivas que

resuelven los problemas actuales en el estado de la técnica.

Descripcion de la invencion

Definiciones

Dendrimero: Polimero altamente ramificado en el que las unidades de repeticién se

organizan en generaciones a partir de un punto focal. Su tamafio nanométrico y
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multivalencia hace que sean macromoléculas idéneas f

interaccién receptor-ligando.

Copolimero de bloque: Un copolimero es un polimero compuesto por dos o mds especies
monoméricas. Los copolimeros formados por dos bloques de diferentes mondémeros

polimerizados se denominan copolimeros de bloque.

Protefnas bioactivas: Macromoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos que
regulan o desempefian algin proceso bioldgico. Las proteinas bioactivas se caracterizan
por organizarse en cuatro niveles estructurales denominados estructura primaria,
secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria es una descripcién de los
enlaces covalentes que unen los distintos aminodcidos de una cadena proteica. La
estructura secundaria se refiere a disposiciones particularmente estables de los
aminodcidos que dan lugar a patrones estructurales repetitivos. La estructura terciaria
describe todos los aspectos del plegamiento tridimensional de la proteina. Por dltimo,
cuando una proteina posee dos o mds subunidades polipeptidicas, su disposicién en el
espacio se denomina estructura cuaternaria. La bioactividad de una proteina depende de
estos cuatro niveles de organizacién. Asi, si se destruye la estructura tridimensional de
una proteina (desnaturalizacidn) se destruye también la funcién proteica.

Las proteinas bioactivas se caracterizan ademds por poseer una baja densidad de carga ya

que s6lo 5 de los 20 aminodcidos proteicos presentan grupos ionizables.

Punto isoeléctrico (pI): El punto isoeléctrico es el pH al que una sustancia anfétera
presenta carga neta nula. Este concepto es particularmente importante en el caso de
proteinas bioactivas ya que en el punto isoeléctrico su solubilidad es practicamente nula.
Conociendo el punto isoeléctrico se puede variar la carga neta de una proteina
modificando el pH. Asi, una protefna con un punto isoeléctrico elevado como lisozima
(pI~11), presentara carga neta positiva en disolucién acuosa a valores de pH inferiores a

11, mientras que a pH 11 tendra carga neta cero.

Micelas PIC: Son un tipo de micelas poliméricas que se caracterizan porque Ssu
formaciéon se basa principalmente en interacciones electrostiticas entre polimeros o

macromoléculas de carga opuesta. Tienen la particularidad de que la relacion entre cargas
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es estequiométrica, por lo que su carga neta es nula. Fuerc

Kataoka (1995), quien las denominé “Polyion Complex Micelles” (PIC Micelles).

Efecto EPR (Enhanced Permeability and Retention): Efecto por el cual las
macromoléculas (por ejemplo micelas poliméricas) tienden a acumularse pasivamente en
los tejidos tumorales. Este hecho ha sido aprovechado en el contexto de la terapia
anticdncer con la intencién de acumular selectivamente la toxicidad de farmacos en los
tejidos cancerosos, minimizando su efecto en los sanos.

Actualmente se sabe que este efecto se debe principalmente a dos factores, (i) la
hiperpermeabilidad de la vasculatura tumoral, que permite el trasvase de macromoléculas
al tumor, (ii) un pobre drenaje linfatico, que proporciona una elevada retencién de

macromoléculas en el tumor.

Con objeto de resolver los problemas existentes en el estado anterior de la técnica, la
presente invencion proporciona las siguientes mejoras.

La presente invencién proporciona un tipo de micela PIC formada por interaccion
electrostdtica entre un copolimero de bloque dendritico cargado y una proteina bioactiva.

Una ventaja fundamental que ofrece la presente invencién es solventar el problema de la
inestabilidad de micelas PIC con proteinas bioactivas en condiciones salinas fisioldgicas,
mediante la incorporacién de copolimeros de bloque dendriticos cargados. De este modo,
la baja estabilidad frente a la fuerza idnica originada por la baja densidad de carga de las
proteinas bioactivas es compensada por la mayor estabilidad aportada por el bloque
dendritico. La presente invencion constituye el primer ejemplo de micela PIC dendritica
con proteinas bioactivas estable en condiciones fisioldgicas. Este aumento de estabilidad
se ve reflejado en la posibilidad de liofilizar estas micelas, facilitando enormemente el
proceso de conservacién y almacenamiento.

Otra ventaja fundamental que ofrece la presente invencién es que, a diferencia de otros
sistemas de transporte de proteinas, la propia proteina bioactiva es una de las partes
constituyentes de la micela. De este modo, no es necesaria la preparaciéon de un sistema
en el que posteriormente se encapsule la proteina.

Otra ventaja fundamental de la presente invencién es que la formacién de las micelas PIC
con proteinas bioactivas se realiza en medio acuoso, sin necesidad de formar enlaces
covalentes, y bajo condiciones muy suaves, por lo que la actividad de la proteina no se ve

afectada.



10

15

20

25

30

WO 2011/009991 PCT/ES2010/070504

6
Por ultimo, es de destacar que el proceso global de prep:

proteinas bioactivas de la presente invencién es extremadamente sencillo, debido a la
facilidad de sintesis de los copolimeros de bloque dendriticos, lo que representa un

abaratamiento e idoneidad desde el punto de vista industrial.

La presente invencién se refiere a una micela polimérica formada por interaccién

electrostatica entre:

a) un copolimero de bloque dendritico representado por la férmula general [1];

PDq(c) [1]

donde P es un polimero, D es una estructura dendritica,  representa el ndmero de
atomos cargados en la periferia de la estructura dendritica que oscila entre 1 y 5000, ¢

representa carga positiva o negativa, y
b) una proteina bioactiva A que presenta una carga neta ¢” opuesta a c.

En una realizacién particular, el polimero P se selecciona entre polimeros lineales,
copolimeros de bloque, copolimeros, terpolimeros, copolimeros de injerto, terpolimeros
de injerto y copolimeros anfifilicos.

En una realizacidon particular, el polimero P se selecciona entre polimeros de origen
natural o polimeros producidos por sintesis quimica o procesos biotecnolégicos.

En una realizacién particular, el polimero P se selecciona preferentemente entre N-(2-
Hidroxipropil)metacrilamida (HPMA), Poli(estireno-co-dcido  maleico/anhidrido)
(SMA), Poli(divinil éter anhidrido maleico) (DIVEMA), Poli(N-vinil pirrolidona) (PVP),
Poli(N-acriloil)morfolina (PAcM), Polietilenglicol (PEG), Poli(oxido de propileno)
(POP) y sus derivados.

En una realizacion mds particular, el polimero P es Polietilenglicol (PEG).

En otra realizacién particular, la protefna bioactiva A se selecciona preferentemente entre
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, heteroproteinas, enzimas y hormonas.

En una realizacién mds particular, la proteina bioactiva A se selecciona preferentemente
entre mioglobina, lisozima e insulina.

En una realizacién particular, la estructura dendritica D es un dendrimero, dendrén o

polimero dendritico construidos a partir de una tnica o varias unidades de repeticion.
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En una realizacién particular, la estructura dendritica D

construido a partir de la unidad de repeticidn representada por la férmula general [2]

/X
R1

[2]

donde Z representa un enlace covalente entre la unidad de repeticién y el polimero P o la
unidad de repeticién de la generacién anterior,

R; y R, son cadenas lineales o ramificadas que pueden ser idénticas o diferentes y que se
caracterizan por contener grupos alquilo, alcoholes, tioles, azidas, nitrilos, aminas,
imidas, iminas, cianatos, isocianatos, isotiocianatos, éteres, tioéteres, cetonas, aldehidos,
ésteres, dcidos carboxilicos o grupos aromaticos;

X representa la unidad de repeticiéon de la siguiente generacion o alternativamente un
grupo aniénico o catiénico.

En otra realizacién particular, la estructura dendritica D es preferiblemente un dendrén
construido a partir de la unidad de repeticién representada por la férmula general [2]
donde

Z es preferentemente un enlace amida;

R; y R, son idénticos y se seleccionan entre cadenas de polietilenglicol u
oligoetilenglicol, preferentemente son trietilenglicol;

cuando X es un grupo anidnico se selecciona preferentemente entre dcidos carboxilicos y
sus derivados, sulfatos y sus derivados, sulfonatos y sus derivados, fosfatos y sus
derivados, fosfonatos y sus derivados, dcidos arilfosfénicos y sus derivados, fenoles y sus
derivados;

cuando X es un grupo de naturaleza catidnica se selecciona preferentemente entre
aminas, poliaminas, oligoaminas, preferentemente son espermidinas, esperminas,
anilinas, benzilaminas, imidazoles, morfolinas, sales de amonio, aminas primarias,
secundarias, terciarias o grupos guanidinio.

En una realizacién mads particular, la invencién se refiere a una micela polimérica como

se ha definido anteriormente, formada por interaccidn electrostatica entre un copolimero
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de bloque PEG-dendrimero con grupos benzoato en su p

lisozima, tal y como se esquematiza en la figura 1.

En una realizacién mads particular, la invencién se refiere a una micela polimérica como
se ha definido anteriormente, formada por interaccidn electrostatica entre un copolimero
de bloque PEG-dendrimero con grupos benzoato en su periferia y la proteina bioactiva
mioglobina.

En una realizacién mads particular, la invencién se refiere a una micela polimérica como
se ha definido anteriormente, formada por interaccidn electrostatica entre un copolimero
de bloque PEG-dendrimero con grupos anilina cargados positivamente en su periferia y
la proteina bioactiva insulina.

La presente invencién hace también referencia a la encapsulacion de un fairmaco, agente
de diagndstico, molécula o macromolécula en el interior de la micela polimérica como se
ha definido anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una micela, como se ha
definido anteriormente, como vehiculo para la administracién terapéutica de una proteina
bioactiva.

En otro aspecto la presente invencién se refiere al uso de una micela, como se ha
definido anteriormente, como vehiculo para la administracion de un farmaco o agente de
diagnoéstico, molécula o macromolécula.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprenda una micela polimérica como se ha definido anteriormente y un principio

activo.

Tal y como se ha descrito en detalle, la presente invencion proporciona un tipo de micela
polimérica formada a partir de proteinas bioactivas, que puede ser estable en condiciones
fisioldgicas, y se prepara mediante un método rdpido, sencillo y econdémico. El tipo de
micela polimérica descrito puede ser empleado en nanomedicina, ingenierfa médica y
bioldgica, procesos de transporte de protefnas y farmacos, biotecnologia, terapia y

diagnéstico.

Descripcion de las figuras
Figura 1. Formacién de una micela PIC con lisozima

Figura 2. Formacién de una micela PIC con Lisozima e histograma de DLS.
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Figura 3. AFM de una micela PIC con lisozima forma

bloque dendriticos con grupos benzoato.

Figura 4. Formacién de una micela PIC con Mioglobina e histograma de DLS.

Figura 5. Formacién de una micela PIC con Insulina e histograma de DLS.

Figura 6. AFM de una micela PIC con insulina formada a partir de copolimeros de

bloque dendriticos con grupos anilina cargados positivamente.

La preparacién de las micelas con proteinas bioactivas de esta invencién se ilustra
mediante los siguientes ejemplos, que no deben ser considerados en modo alguno como

una limitacidn del alcance de la misma:

EJEMPLO 1. Sintesis de los copolimeros de bloque.
Se preparé la unidad dendritica 2 partiendo de galato de metilo 1 segin se indica en el
Esquema 1. El copolimero de bloque de generacién uno PEG-[G1]-N3 se obtuvo por

acoplamiento de la unidad dendritica 2 con un PEG-NH; (3).
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Esquema 1

Los copolimeros de bloque de generaciones superiores se obtienen por reduccién de los
grupos azida terminales de la generacién anterior mediante hidrogenacién catalitica y
acoplamiento de las aminas resultantes con la unidad dendritica 2 tal y como se muestra

en el Esquema 2
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EJEMPLO 2. Procedimiento general para la funci

copolimeros de bloque PEG-dendrimero, (PEG-[Gn]-N3).

La funcionalizacién de los copolimeros de bloque con grupos aniénicos se llevé a cabo
mediante una reaccién de cicloadicién [3+2] azida-alquino catalizada por Cu (I). Para
ello, es necesario que los ligandos anidnicos que se desea introducir estén
funcionalizados con grupos alquinos terminales.

Se disolvieron el copolimero de bloque PEG-dendrimero PEG-[Gn]-N3 y el ligando
aniénico en una mezcla -BuOH-H,O (1:1). Posteriormente, se afiadieron cantidades

cataliticas de CuSQ, y ascorbato sédico (Esquema 3).

CuSO0,, -BuOH-H,0
Ascorbato Sodico

PEG-[G,]-N3

Esquema 3

EJEMPLO 3. Procedimiento general para la funcionalizacién catiénica de los

copolimeros de bloque PEG-dendrimero, (PEG-[Gn]-N3).

Para introducir grupos catidnicos en la periferia del copolimero de bloque pueden
seguirse dos estrategias:

1. La reduccién de las azidas terminales, por ejemplo mediante hidrogenacién
catalftica en medio 4cido, conduce a sales de amonio de las correspondientes
aminas primarias en la periferia del dendrimero. En el Esquema 4 se muestra la
obtencién de PEG-[G3]-NH3".

2. Una reaccién de cicloadicién [3+2] azida-alquino catalizada por Cu (I), tal y
como se ha descrito en el Esquema 3, pero utilizando ligandos catidnicos

funcionalizados con alquinos terminales.
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PEG-[G3-N, P4/C, MeOH

PEG-[G3]-NH,*

Esquema 4

EJEMPLO 4. Preparacién de micelas PIC a partir de un copolimero de bloque

funcionalizado con grupos benzoato terminales y la proteina bioactiva lisozima (pI > 7).

El copolimero de bloque PEG-[G3]-Benzoato, obtenido a partir de PEG-NH, (M, 5219)
y siguiendo el procedimiento descrito en los ejemplos 1 y 2, se disolvié en un tampén
fosfato (PBS) de pH 7.4. Separadamente se disolvid la proteina lisozima (producto
comercial) en el mismo tampén PBS pH 7.4. Las dos disoluciones se filtraron y se
mezclaron, en una relacidn estequiométrica de cargas, considerando para este fin sélo las
cargas positivas de la proteina al pH de trabajo, para dar lugar a micelas PIC en una
disolucién final de pH 7.4. Tras 24h bajo agitacién magnética, la disolucién resultante se
filtr6 y se analiz6 por DLS (Dynamic Ligth Scattering). Las medidas de DLS
confirmaron la existencia de micelas poliméricas con una muy baja polidispersién (0.1) y
un tamafio de 120 nm. (Figura 2). Este tamafio fue corroborado por Atomic Force

Microscopy (AFM).
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Para comprobar la estabilidad de las micelas PIC

fisioldgicas, se afiadié NaCl a la disolucién original de micelas hasta alcanzar una
concentracion salina de 150 mM vy se calent6é a 37° C. Posteriormente, la disolucién de
micelas se analiz6 mediante DLS, no observdndose ningtin cambio en el tamafio ni
ningdn otro signo de desestabilizacién.

Caracterizacion. Para la visualizacion mediante AFM de las micelas PIC dendriticas con
lisozima, se tomé una alicuota de una disolucién de micelas de concentracién 1.18
mg/mL en PBS 10 mM, pH 7.4 y se diluy6é con agua Milli-Q hasta una concentracién de
0.05 mg/mL. 10 uL de esa disolucién se depositaron sobre una superficie de silicio que
se dejo secar a temperatura ambiente. Se observaron particulas esféricas de
aproximadamente 140 nm, en concordancia con las medidas de DLS (Fig. 3).

Estabilidad de las micelas. Las micelas PIC dendriticas con lisozima son estables durante
mds de un mes a 4 °C en PBS 10 mM, pH 7.4, y durante varias semanas a esta
temperatura en presencia de 150 mM NaCl. Ademads, estas micelas son estables durante
semanas a temperatura ambiente en PBS 10 mM, pH 7.4, aunque no es recomendable su
almacenamiento a esta temperatura debido a su naturaleza proteica.

Una prueba mds de la estabilidad de estas micelas es la posibilidad de liofilizarlas y
resuspenderlas posteriormente en €l mismo volumen, observdndose tan s6lo una minima

disminucion de tamafio por DLS.

EJEMPLO 5. Preparacién de micelas PIC a partir de un copolimero de bloque
funcionalizado con grupos benzoato terminales y la proteina bioactiva mioglobina (pI ~

7).

El copolimero de bloque PEG-[G3]-Benzoato, obtenido a partir de PEG-NH, (Mn 5219)
y siguiendo el procedimiento descrito en los ejemplos 1 y 2, se disolvié en un tampén
fosfato (PBS) de pH 9. Separadamente, se disolvié la miglobina (producto comercial) en
PBS pH 3. Las dos disoluciones se filtraron y se mezclaron, en una relacién
estequiométrica de cargas, considerando para este fin sélo las cargas positivas de la
proteina al pH de trabajo, para dar lugar a micelas tipo PIC a un pH final 7.4. Tras 24h
bajo agitacién magnética, la disolucién resultante se filtré y se analizé por DLS (Figura
4). Las medidas de DLS confirmaron la existencia de micelas poliméricas con una baja
polidispersién (0.15) y un tamafio de unos 50 nm. Estos datos fueron corroborados por

AFM.
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EJEMPLO 6. Preparacién de micelas PIC a partir de un copolimero de bloque
funcionalizado con grupos anilina cargados positivamente y la proteina bioactiva insulina

(pI< 7).

El copolimero de bloque PEG-[G3]-Anilina-HCIl, obtenido a partir de PEG-NH, (M,
5219) y siguiendo el procedimiento descrito en los ejemplos 1 y 3, se disolvié en un
tampon fosfato (PBS) de pH 3. Separadamente, se disolvié la insulina (producto
comercial) en PBS pH 12. Las dos disoluciones se filtraron y se mezclaron, en una
relacion estequiométrica de cargas, considerando para este fin sélo las cargas negativas
de la proteina al pH de trabajo, para dar lugar a micelas tipo PIC a un pH final 7.4. Tras
24h bajo agitaciéon magnética, la disolucién resultante se filtré y se analiz6 por DLS
(Figura 5). Las medidas de DLS confirmaron la existencia de micelas poliméricas con
una baja polidispersion (0.15) y un tamafio de 45 nm. Estos datos fueron corroborados
por AFM.

Para la visualizacion mediante AFM de las micelas PIC dendriticas con insulina, se tomo
una alicuota de una disolucién de micelas de concentracién 0.96 mg/mL en PBS 10 mM,
pH 7.4, y se diluy6 con agua Milli-Q hasta una concentracién de 0.05 mg/mL. 10 uL de
esa disolucién se depositaron sobre una superficie de silicio que se dejé secar a
temperatura ambiente. Se observaron particulas esféricas de aproximadamente 45 nm, en
concordancia con las medidas de DLS (Fig. 6).

Para comprobar la estabilidad de las micelas PIC con insulina en condiciones
fisioldgicas, se afiadié NaCl a la disolucién original de micelas hasta alcanzar una
concentracion salina de 150 mM vy se calent6é a 37° C. Posteriormente, la disolucién de
micelas se analizé6 mediante DLS, no observdndose ninglin cambio en el tamafio ni
ningdn otro signo de desestabilizacién.

Las micelas PIC dendriticas con insulina son estables durante varias semanas a
temperatura ambiente, aunque no es recomendable su almacenamiento a esta temperatura
debido a su naturaleza proteica. Ademads, las micelas pueden conservarse durante mas de

un mes a 4 °C, tanto en PBS 10 mM pH 7.4 como en PBS 10 mM pH 7.4, 150 mM NaCl.



WO 2011/009991 PCT/ES2010/070504

16
Reivindicaciones.

1. Una micela polimérica formada por interaccion electrostitica entre:
a) un copolimero de bloque dendritico representado por la férmula general [1];
PDq(c) [1]

5 donde P es un polimero, D es una estructura dendritica, q representa el ndmero de
atomos cargados en la periferia de la estructura dendritica que oscila entre 1 y 5000,

¢ representa carga positiva o negativa, y
b) una protefna bioactiva A que presenta una carga neta ¢” opuesta a c.

2. Una micela polimérica, segtn la reivindicacién 1, donde el polimero P se selecciona
10 preferentemente entre polimeros lineales, copolimeros de bloque, copolimeros,
terpolimeros, copolimeros de injerto, terpolimeros de injerto y copolimeros

anfifilicos.

3. Una micela polimérica, segin la reivindicacién 1 y 2, donde el polimero P se

selecciona preferentemente entre polimeros de origen natural o polimeros
15 producidos por sintesis quimica o procesos biotecnoldgicos.

4. Una micela polimérica, segin las reivindicaciones 1, 2 y 3, donde el polimero P se
selecciona preferentemente entre N-(2-Hidroxipropil)metacrilamida (HPMA),
Poli(estireno-co-dcido maleico/anhidrido) (SMA), Poli(divinil éter anhidrido
maleico) (DIVEMA), Poli(N-vinil pirrolidona) (PVP), Poli(N-acriloil)morfolina

20 (PAcM), Polietilenglicol (PEG), Poli(oxido de propileno) (POP) y sus derivados.

5. Una micela polimérica, segtn las reivindicaciones anteriores, donde el polimero P es
preferentemente Polietilenglicol (PEG).

6. Una micela polimérica, segin la reivindicacién 1, donde la protefna bioactiva A se
selecciona preferentemente entre anticuerpos, fragmentos de anticuerpos,

25 heteroproteinas, enzimas y hormonas.
7. Una micela polimérica, segun las reivindicaciones 1 y 6, donde la proteina bioactiva A

se selecciona preferentemente entre mioglobina, lisozima e insulina.
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8. Una micela polimérica, segin la reivindicacién 1, donc

un dendrimero, dendrén o polimero dendritico construidos a partir de la misma o
diferentes unidades de repeticion.

9. Una micela polimérica, segtn las reivindicaciones 1 y 8§, donde D es preferiblemente
un dendrén construido a partir de la unidad de repeticién representada por la férmula
general [2]

,X
R4

[2]

donde Z representa un enlace covalente entre la unidad de repeticién y el polimero P
o la unidad de repeticidn de la generacidn anterior,
R; y R; son cadenas lineales o ramificadas que pueden ser idénticas o diferentes y
que se caracterizan por contener grupos alquilo, alcoholes, tioles, azidas, nitrilos,
aminas, imidas, iminas, cianatos, isocianatos, isotiocianatos, éteres, tioéteres,
cetonas, aldehidos, ésteres, dcidos carboxilicos o grupos aromaticos,
X representa la unidad de repeticion de la siguiente generacién o alternativamente un
grupo aniénico o catiénico.

10. Una micela polimérica, segin la reivindicaciéon 9, donde
Z es preferentemente un enlace amida;
R; y R, son idénticos y se seleccionan entre cadenas de polietilenglicol u
oligoetilenglicol, preferentemente son trietilenglicol;
cuando X es un grupo anidnico se selecciona preferentemente entre 4cidos
carboxilicos y sus derivados, sulfatos y sus derivados, sulfonatos y sus derivados,
fosfatos y sus derivados, fosfonatos y sus derivados, dcidos arilfosfénicos y sus
derivados, fenoles y sus derivados;
cuando X es un grupo de naturaleza catidnica se selecciona preferentemente entre
aminas, poliaminas, oligoaminas, preferentemente son espermidinas, esperminas,
anilinas, benzilaminas, imidazoles, morfolinas, sales de amonio, aminas primarias,

secundarias, terciarias o grupos guanidinio.
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13.

14.

15.

16.

17.

18
Una micela polimérica, segin la reivindicacién 1, car

contiene grupos benzoato en su periferia y A es lisozima.

Una micela polimérica, segin la reivindicacion 1, caracterizada porque P es PEG, D
contiene grupos benzoato en su periferia y A es mioglobina.

Una micela polimérica, segin la reivindicacion 1, caracterizada porque P es PEG, D
contiene grupos anilina cargados positivamente en su periferia y A es insulina.

Una micela polimérica, segtn las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque un
farmaco, agente de diagndstico, molécula o macromolécula de cualquier naturaleza
estd encapsulada en su interior.

Uso de una micela, segin las reivindicaciones de 1 a 14, como vehiculo para la
administracion terapéutica de una proteina bioactiva.

Uso de una micela, segin las reivindicaciones de 1 a 14, como vehiculo para la
administracién de un farmaco o agente de diagnéstico, molécula o macromolécula de
cualquier naturaleza.

Composicién farmacéutica que comprende una micela segin las reivindicaciones de

1 a 14 y un principio activo.
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