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DESCRIPCION
Nanoparticulas que comprenden ésteres de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico) y los usos de las mismas
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un sistema transportador de nanoparticulas biocompatibles que comprende nanoparticulas
a base de semiésteres de copolimeros de poli(metil vinil éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA) que tienen una alta
capacidad de bioadhesion con la mucosa y una alta estabilidad en medios acuosos a largo plazo. Las nanoparticulas
son capaces de incorporar de manera eficiente productos de interés para la Agricultura, Cosmética, Alimentacion y
Farmacia. La invencion también se refiere al procedimiento para la fabricacion de dichas nanoparticulas, los usos y
aplicaciones de las mismas.

Antecedentes de la invencion

Las nanoparticulas o microparticulas poliméricas bioadhesivas han sido consideradas como sistemas particulares
prometedores para transportar muchos compuestos, incluso moléculas terapéuticas. Las propiedades bioadhesivas
de estos sistemas ofrecen la posibilidad de crear una fuerte interaccion y un tiempo de contacto prolongado con las
superficies de las mucosas que dara lugar a un aumento significativo de la absorcién de los farmacos y a una mejora
del cumplimiento del paciente. Diferentes estudios y revisiones describen las beneficiosas aplicaciones de las vias
de administracion bucal, nasal, ocular, oral, rectal y vaginal y dan ejemplos de lo que puede lograrse in vivo cuando
se utilizan formulaciones bioadhesivas.

Microparticulas y nanoparticulas bioadhesivas bucales permiten lograr una liberaciéon local del farmaco en la
mucosa. Respecto a la cavidad oral, se ha descrito el tratamiento del dolor de muelas, infecciones bacterianas y
fungicas, aftas, el liquen plano y la inflamacion y estomatitis dental. Un gran ndmero de estudios ha descrito el uso
de sistemas transportadores bucales para controlar la liberaciéon de farmacos como el fentanilo, denbufilina, sulfato
de zinc, clorhexidina y teofilina. Microesferas mucoadhesivas intranasales basadas en polimeros bioadhesivos como
el quitosano, acido hialurénico, y otros polimeros, mejoran la biodisponibilidad del farmaco [1-3], incluso la
desmopresina. Del mismo modo, estos sistemas mejoran la biodisponibilidad oral de las moléculas biolégicamente
activas como la calcitonina. Ademas, micro y nano transportadores bioadhesivos se han utilizado para la aplicacion
local de muchos farmacos en oftalmologia donde se ha logrado liberaciéon prolongada del farmaco sin producir la
sensacion de un cuerpo extrafio o vision borrosa. Nanoparticulas o microparticulas mucoadhesivas también se han
utilizado para las estrategias de administracion local incluidos los fines de transporte por la piel o foliculo piloso. Un
nuevo enfoque de la preparacién de microparticulas mucoadhesivas ha sido considerado como un sistema
innovador de administracion vaginal para el nitrato de econazol en el tratamiento de la Candida albicans. Una de las
areas mas interesantes de investigacion, dentro del campo de las microparticulas y nanoparticulas bioadhesivas, se
ha centrado en la vacunacion e inmunoterapia por via mucosa para mejorar la estimulacion de la respuesta de
anticuerpos en el suero, asi como también en las secreciones de la mucosa local y distal. Ventajas significativas
relacionadas con el uso de estos enfoques incluyen la facilidad de administracion y la generacion tanto de la
inmunidad sistémica como mucosa.

Numerosos polimeros bioadhesivos han sido descritos para su aplicacion en la obtencién de sistemas particulares
bioadhesivos, incluyendo el acido poliacrilico (PAA), alcohol polivinilico (PVA), derivados de la celulosa y el alginato
sodico. Varios copolimeros del acido acrilico, como el copolimero del acido acrilico/polietilenglicol monometil éter y
el copolimero del acido acrilico-acrilato de 2-etilhexilo también han sido estudiados. PAA, el quitosano y sus
derivados, hidroxipropilcelulosa (HPC), PVA, gelatina, carragenano, carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC), y el
acido hialurénico, han demostrado su capacidad de interaccionar con la mucosa bucal.

Otros polimeros bioadhesivos prometedores son los que estan comercializados por International Specialty Products
(ISP) bajo la marca Gantrez®, es decir, copolimeros de poli metil vinil éter—co-anhidrido maleico (PVM/MA), que se
han utilizado como adhesivos, aglutinantes, fijadores, mucoadhesivos para estrategias de administracion oral,
estrategias de adhesion bucal, sistemas de liberacién transdérmicos y otras aplicaciones cosméticas como
productos para el peinado del cabello. Copolimeros de Gantrez® incluyen:

- Copolimeros de Gantrez® AN, la forma anhidrida, que se presentan como un polvo blanco insoluble en agua que
pueden ser facilmente hidrolizados produciendo una solucién transparente del acido libre soluble en agua (Gantrez®
S);

- Copolimeros de Gantrez® S, la forma de acido libre, que se suministran en soluciéon o en forma de polvo;

- Copolimeros de Gantrez® MS, una sal mixta de copolimeros de sodio/calcio PVM/MA, que se presentan como un
polvo, que pueden ser hidrolizados lentamente en agua, y

- Copolimeros de Gantrez® ES, la forma semiéster de diferentes longitudes de cadena alquilica y de pesos
moleculares del copolimero de PVM/MA, llamados Gantrez® ES 225 (éster monoetilico), Gantrez® ES 425 (éster
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monobutilico) y Gantrez® ES335I (éster isopropilico); estos copolimeros son insolubles en agua pero son solubles
en agua cuando son neutralizados por bases en solucién acuosa, y se suministran como soluciones alcohdlicas.
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Copolimeros sintéticos de PVM/MA tienen aplicaciones muy diferentes. A modo ilustrativo, copolimeros de Gantrez®
AN se han usado ampliamente como espesante y floculante, adhesivo dental, excipiente en comprimidos orales,
excipiente en parches transdérmicos, etc. Ademas, se ha descrito el uso de estos copolimeros para la liberacion
controlada de farmacos y, en forma de matriz, para la liberacion tépica de farmacos en el ojo, asi como en la
fabricacién de microparticulas o nanoparticulas bioadhesivas con fines de transportar farmacos o vacunacion por via
mucosa [4-5]. Copolimeros de Gantrez® S se utilizan en pastas de dientes y enjuagues bucales, principalmente
como polimero adhesivo para productos de higiene bucal para prolongar la liberacion de los agentes
antimicrobianos. Copolimeros de Gantrez® MS se utilizan en los adhesivos para dentaduras postizas, adhesivos de
ostomia y en los transportadores tépicos para aplicaciones en la mucosa; se han descrito micro- y nano-particulas a
base de copolimero de Gantrez® MS para fines de liberacion local en la cavidad bucal. Copolimeros de Gantrez®
ES se utilizan como agentes de recubrimiento entérico y en adhesivos de ostomia; se han descrito microparticulas a
base del semiéster de n-hexilo del copolimero de PVM/MA conteniendo ketorolaco trometamina con un diametro
medio de 100-150 um [6] a pesar de que la aplicacion final de dichas microparticulas esta limitada, ya que
normalmente se degradan in vitro en un periodo de 4-5 dias.

Muchas investigaciones han utilizado copolimeros de PVM/MA para obtener sistemas micro o nano-particulados.

Los nanosistemas basados en el copolimero de Gantrez® AN se obtienen principalmente por el método de
desplazamiento de disolvente. En este sentido, se ha descrito la desolvatacién del copolimero de PVM/MA en
acetona con una fase hidroalcohdlica seguido por reticulacion de nanoparticulas formado con agentes reticulantes
(por ejemplo, poliaminas o proteinas). La estabilidad en medios acuosos de estos nanosistemas es bastante baja
debido a la hidrdlisis del copolimero de Gantrez® AN en el copolimero de Gantrez® S, que es soluble en agua. En
un medio acuoso, dichas nanoparticulas pueden hidrolizarse rapidamente. La estabilizacién de los nanosistemas de
Gantrez® AN en medio acuoso necesita una modificacion quimica y funcionalizacién del copolimero de PVM/MA con
un agente reticulante (cross-linker), por ejemplo, un compuesto de poliamina como la espermidina o la espermina
(aunque esta reaccion de acoplamiento necesita al menos 20 h bajo determinadas condiciones), un compuesto de
diamina como el compuesto téxico 1,3-diaminopropano (DP), o una molécula inmunogénica como la albumina sérica
bovina (BSA). La adicion de DP solo mejora débilmente la estabilidad de las nanoparticulas de Gantrez® AN en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) [7]. Otras desventajas de la reticulacion de las nanoparticulas de
PVM/MA incluyen el aumento significativo en el tamafio de las nanoparticulas y la disminucién dramatica de la
capacidad bioadhesiva de estos nanosistemas. Con el fin de mejorar la capacidad bioadhesiva de las nanoparticulas
de Gantrez® AN, dichas nanoparticulas pueden ser modificadas por polimeros hidrosolubles, tales como
polietilenglicoles (PEG). Sin embargo, esta modificacion conlleva algunos inconvenientes como, por ejemplo, la
modificaciéon de los copolimeros de anhidrido maleico con un compuesto que contiene hidroxilo para formar
derivados de ésteres necesitan altas temperaturas y condiciones acidas agresivas, y el uso de PEG hidrofilicos (con
bajo contenido de OH) puede transformar el copolimero de Gantrez® AN en un derivado mas hidrosoluble y en
consecuencia disminuye la estabilidad de las nanoparticulas resultantes en medio acuoso.

Ademas, se han descrito algunas dificultades en relaciéon con la capacidad de las nanoparticulas de Gantrez® AN
para incorporar farmacos hidrosolubles en la fase organica del polimero (una solucidon de Gantrez® AN en acetona).
Como es sabido, los farmacos hidrosolubles no son solubles en acetona y pueden formar cristales de tamafio
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grande que pueden interferir con la formacion de las nanoparticulas, una vez se afiade una solucion hidroalcohélica
para precipitar el Gantrez® AN en forma de nanosistemas. Por esa razén, un farmaco hidrosoluble, 5-fluorouridina
(FURD), fue cargado en nanoparticulas de Gantrez® AN solo mediante la incubacion del farmaco con las
nanoparticulas previamente formadas y, en consecuencia, se obtuvo una muy baja eficacia de encapsulacion
(alrededor del 13%) [8].

Con respecto a la capacidad de las nanoparticulas de Gantrez® AN de incorporar moléculas insolubles o con una
baja solubilidad en agua, ha sido necesario el uso de agentes complejantes como las ciclodextrinas (CD) o
solubilizantes, incluyendo el PEG y aminoacidos (por ejemplo, la glicina) con el fin de mejorar la incorporacion de
estos tipos de moléculas en las nanoparticulas de Gantrez® AN. Realmente, si no se utilizan agentes complejantes
o solubilizantes, el farmaco libre, que no se ha incorporado en las nanoparticulas de Gantrez® AN, se precipitara en
forma de grandes cristales en la suspension acuosa final de las nanoparticulas obtenidas después de la evaporacion
de los disolventes organicos bajo presion reducida. Asi, la eficacia de encapsulacion de moléculas poco solubles en
agua es extremadamente baja en el caso de no usar co-disolventes. Aunque el uso de co-disolventes PEG y
aminoacidos aumenta la eficacia de encapsulacion de compuestos poco solubles en agua (por ejemplo, paclitaxel),
el rendimiento del procedimiento de fabricacion de las nanoparticulas se reduce drasticamente.

Las microesferas de Gantrez® MS, preparadas por las técnicas de doble emulsion, mostraron una baja eficacia de
encapsulaciéon de moléculas insolubles en agua (alrededor del 30% en el caso de triclosan). Ademas, se demostré
una rapida liberacion del triclosan (alrededor del 100% en la primera hora en PBS), que indico la baja estabilidad de
los microsistemas de Gantrez® MS vy la rapida liberacion del farmaco y/o la degradacion de los microsistemas [9].
Ademas, sistemas particulares basados en Gantrez® MS mostraron un hinchamiento rapido en tampén fosfato
isotonico (pH 7,0) (vida media de hinchamiento de alrededor de 10 minutos) y cortos tiempos de retencién en la
mucosa del es6fago porcino [10].

Por otro lado, un aspecto muy importante para la produccion de nanoparticulas es la complejidad de la produccion
industrial y los procesos de ampliacion a escala. Varias técnicas han sido desarrolladas para la preparacion de
nanoparticulas para el transporte de farmacos, tales como la emulsificacién o técnicas de evaporacion del
disolvente, que implican el uso de disolventes organicos téxicos (por ejemplo, diclorometano, acetato de etilo,
cloroformo, acetona, etc.), y dispositivos complejos especiales como homogeneizadores. La implementacion de
dichas técnicas en la produccion a gran escala sigue siendo un reto, ya que requiere pasos definidos, que incluyen
la viabilidad de procesos, la optimizacion de la formulacion, la optimizacién de procesos, la ampliacion a escala y la
validacion con el fin de desarrollar productos de calidad y proporcionar un enfoque racional para las etapas de
produccion incluyendo la concentracion del farmaco y la concentracion de polimero, las operaciones de proceso,
tamano de particula, la estabilidad del farmaco o la eficacia de captura.

Aunque se conocen un gran numero de sistemas de nanoparticulas para el transporte de productos de interés
basados en el uso de los copolimeros de PVM/MA, hay algunos inconvenientes que estan aun sin resolver y que
limitan sus aplicaciones.

Por tanto, es necesario seguir desarrollando los sistemas de nanoparticulas para el transporte de productos de
interés que sean capaces de resolver todos o algunos de los inconvenientes mencionados anteriormente
relacionados con los sistemas de nanoparticulas basados en los copolimeros de PVM/MA, por ejemplo, baja
estabilidad a largo plazo en un medio acuoso, el uso de reticulantes para mejorar la estabilidad en medios acuosos,
la baja eficacia de encapsulacion de los compuestos hidrofilicos, el uso de co-disolventes o agentes complejantes
para mejorar la eficacia de encapsulacion de compuestos hidrofébicos, un procedimiento de produccion costoso y
complejo que requiere el uso de disolventes organicos téxicos o técnicas complicadas. Ventajosamente, estos
sistemas de nanoparticulas para el transporte de productos de interés deberian tener, ademas de alta capacidad de
bioadhesion a la mucosa, alta estabilidad a largo plazo en medios acuosos y alta eficiencia de encapsulacion de
productos de interés, incluyendo los aceites, asi como compuestos pequefios o grandes, hidrofilicos o hidrofébicos,
y/o deberian ser producidos por procedimientos mas simples, respetuosos con el medio ambiente. Estos objetivos
pueden ser alcanzados mediante las nanoparticulas proporcionadas por la presente invencion.

Sumario de la invenciéon

Sorprendentemente, se ha descubierto que la mezcla de un disolvente aceptado para el uso farmacéutico o
cosmético como el etanol o un poliol (por ejemplo, el propilenglicol) que contiene un semiéster de alquilo (C+-C4) de
un copolimero de poli(metil vinil éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA), con un medio acuoso, opcionalmente en
presencia de un excipiente, permite la formacion espontanea de nanoparticulas con un tamafio muy pequefio y
homogéneo (alrededor de 130 nm) y alto rendimiento de las nanoparticulas (cerca del 98%). Este procedimiento
permite obtener nanoparticulas con alta eficiencia de encapsulacion tanto de moléculas hidrofilicas grandes como
pequefias (BSA y rodamina B), asi como de moléculas hidrofobicas (ketoconazol, minoxidil y triclosan) sin la
necesidad de usar disolventes organicos adicionales (por ejemplo, acetona, diclorometano o acetato de etilo), co-
disolventes (por ejemplo, CD o PEG) o tensioactivos que son aplicados habitualmente para obtener nanosistemas.
Ademas, este método de fabricacion de las nanoparticulas también permite la formacién de nanoparticulas auto-
ensambladas in situ (SANP) en un fluido corporal una vez que la solucidn del copolimero que contiene un producto
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de interés (POIl) se mezcla con dicho fluido y, en consecuencia, las nanoparticulas cargadas con POI pueden
formarse espontaneamente in situ en contacto con el fluido corporal (un medio acuoso).

La simplicidad del procedimiento de fabricacion de nanoparticulas a base de semiésteres de alquilo (C1-C4) de
copolimeros de PVM/MA reduce el coste de la ampliacién a escala industrial debido a la simplicidad para obtener
estos nanosistemas sin el uso de ningun aparato especial. Ademas, evitar el uso de la acetona como disolvente, los
procesos de reticulacion quimica y los procesos de secado es una ventaja importante en la fabricacion de estos
sistemas en comparacion con otras nanoparticulas de PVM/MA (por ejemplo, nanoparticulas a base de Gantrez®
AN).

Las nanoparticulas resultantes a base de semiésteres de alquilo (C4+-C4) de copolimeros de PVM/MA han
demostrado una estabilidad a largo plazo (baja tasa de degradacion) superior a la de las nanoparticulas basadas en
Gantrez® AN, en 3 meses, sin ningun cambio en el tamafio promedio, bajo condiciones diferentes en un medio
acuoso. Esto puede permitir la comercializacion directa de las suspensiones acuosas de las nanoparticulas basadas
en semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA sin la necesidad de usar reticulantes toxicos,
liofilizaciéon u otras técnicas de secado. Ademas, estas nanoparticulas pueden ser facilmente incorporadas en
muchas formas de dosificacion, tales como soluciones, suspensiones, geles y formas semisélidas o sélidas que son
ampliamente utilizadas en la industria cosmética y farmacéutica.

Ademas, las nanoparticulas a base de semiésteres de alquilo (C4-C,) de copolimeros de PVM/MA demostraron una
mayor afinidad adhesiva en un modelo de superficie de mucosa bucal y lingual porcina a la observada en otras
nanoparticulas a base del copolimero de Gantrez® AN, que garantiza una mejora efectiva de la liberacién controlada
de un producto de interés.

Sorprendentemente, los semiésteres de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA, asi como las nanoparticulas
basadas en semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de PVM/MA tienen un efecto de co-disolvente sobre
compuestos poco solubles en agua que da lugar a una mejora de la eficacia de encapsulacion de los farmacos
hidrofébicos (ketoconazol, minoxidil o triclosan) que se han utilizado en estos estudios. Asi, dichas nanoparticulas
basadas en semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVYM/MA garantizan una alta eficacia para encapsular
tanto moléculas hidrofilicas como, especialmente, moléculas hidrofébicas, sin la necesidad de la utilizacién de co-
disolventes o agentes complejantes.

En resumen, las nanoparticulas basadas en semiésteres de alquilo (C+-C4) de copolimeros de PVM/MA muestran,
entre ofras, las siguientes propiedades: (i) alta afinidad adhesiva a las superficies de mucosas; (ii) alta estabilidad a
largo plazo (tasa de degradacion), tanto en medios acuosos como hidroalcohdlicos; (iii) una alta eficacia para
encapsular moléculas hidrofilicas y, en especial, moléculas hidrofébicas sin la necesidad de co-disolventes o
agentes complejantes, y (iv) alta facilidad para ser incorporadas en muchas formas de dosificacion, por ejemplo,
solidos, liquidos o semisdlidos, tales como suspensiones, geles, etc. Ademas, ventajosamente, dichas
nanoparticulas pueden ser facilmente producidas a pequefia y gran escala sin el uso de disolventes organicos
toxicos o técnicas complejas. Todas las propiedades mencionadas anteriormente favorecen el uso de dichas
nanoparticulas en diferentes campos, como en los campos agricola, alimentario, etc., especialmente, en los campos
cosmeético y farmacéutico, como sistemas de transporte de liberacién controlada a diferentes superficies, incluyendo,
entre otras, cabello, piel, etc., o su administracion por, entre otras vias, via bucal, nasal, oral, rectal, vaginal.

Por lo tanto, es un objetivo de esta invencion, la produccion y usos de las nanoparticulas basadas en semiésteres de
alquilo (C+-C4) de copolimeros de PVM/MA.

Asi, en un aspecto, la invencion se refiere a una nanoparticula seleccionada del grupo que consiste en:

a) una nanoesfera matricial, en donde dicha nanoesfera matricial comprende una matriz, comprendiendo dicha
matriz un semiéster de alquilo (C+4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico) (PVM/MA); y

b) una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa, en donde dicha nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa
comprende un nucleo y una capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de
PVM/MA.

En una realizacién particular, dicha nanoparticula proporcionada por la presente invenciéon, comprende ademas un
producto de interés, por ejemplo, un producto de interés para la agricultura, industria cosmética, industria alimentaria
o industria farmaceéutica.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composiciéon que comprende al menos una nanoparticula
proporcionada por la presente invenciéon y un vehiculo. En una realizacion particular, la composicion es una
composicion cosmética o una composicion farmacéutica adecuada para su administracion por via bucal, dental,
nasal, ocular, oral, parenteral, rectal, topica o vaginal.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composiciéon que comprende:
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a) un componente seleccionado del grupo que consiste en:
i.  al menos una nanoparticula segun la invencion; y

ii.  una solucién o suspension que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil
éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA) y un producto de interés en un medio, comprendiendo dicho medio un
alcohol volatil miscible en agua y un medio acuoso, donde la cantidad de medio acuoso es menor que la
cantidad necesaria de medio acuoso para formar nanoparticulas; y

b) un vehiculo

en donde dicho producto de interés se selecciona del grupo que consiste en acido acetilsalicilico, péptido natriurético
auricular alfa, arginina vasopresina, atropina, augmerosen, atorvastatina, Avastin® (bevacizumab), calcitoninas,
gonadotropinas coridnicas, corticotropina, desmopresina, epibatidina, Erbitux® (cetuximab), exenatida, Herceptin®
(trastuzumab), Humira® (adalimumab), Humulin®, ketoconazol, lanredtido, lutropina alfa, metoprolol, minoxidil,
nesiritida, octredtido, paclitaxel, paracetamol, pegaptanib, hormona foliculo estimulante recombinante, factores de
crecimiento recombinantes, Remicade® (infliximab), Rituxan® (rituximab), sermorelina, somatotropina, un derivado
del taxano, taxol, acetato de teriparatida, tirotropina, triclosan, urofolitropina, Xolair® (omalizumab), actinomicina D,
albendazol, aldosterona, alprazolam, amiodarona, amitriptilina, amprenavir, asimadolina, atorvastatina, bunitrolol,
buspirona, camptotecina, carbamazepina, carvedilol, celiprolol, ciclosporina A, cimetidina, clotrimazol, colchicina,
cortisona, daunorubicina, debrisoquina, dexametasona, diazepam, digitoxina, digoxina, diltiazem, docetaxel,
domperidona, doxorubicina, efavirenz, epirubicina, eritromicina, ergotamina, estradiol, glucuronido de estradiol,
erlotinib, etopésido, fenitoina, fentanilo, felodipino, fenotiazinas, fexofenadina, fluoroquinolonas, fluorouracilo, FK-
506, gentamicina, griseofulvina, hidrocortisona, imatinib, indinavir, itraconazol, ivermectina, ketoconazol, kaempferol,
levofloxacino, lidocaina, loperamida, losartan, lovastatina, mebendazol, metilprednisolona, metotrexato, mibefradil,
midazolam, nisoldipino, morfina, nelfinavir, nicardipino, nitrendipino, nifedipino, ondansetrén, paclitaxel, pentazocina,
prazicuantel, prednisolona, prednisona, quercetina, quinidina, ranitidina, rapamicina, rifabutina, rifampicina, ritonavir,
saquinavir, sirolimus, sulfametizol, tacrolimus, tamoxifeno, talinolol, tenipdsido, terfenadina, tetraciclina, topotecan,
triamcinolona, valspodar, verapamilo, vinblastina, vincristina, vindesina, zopiclona, y mezclas de los mismos.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un producto comestible que comprende una nanoparticula proporcionada
por esta invencion.

En otro aspecto la invencion se refiere a una nanoparticula segun la presente invencion, en donde el producto de
interés es minoxidil, para su uso en el tratamiento de la pérdida del cabello, o en donde el producto de interés es
triclosan o ketoconazol para su uso en el tratamiento de una infeccién bucal.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoesfera matricial que comprende
una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C+-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter—co-
anhidrido maleico) (PVM/MA), donde dicho procedimiento comprende poner en contacto una solucién o suspension
organica que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA con un medio acuoso para
formar dicha nanoesfera matricial.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoesfera matricial que comprende
un producto de interés, donde dicha nanoesfera matricial comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz un
semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA), donde dicho
procedimiento comprende:

(a) poner en contacto una solucién o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica que comprende dicho producto de
interés y dicho semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso; o, alternativamente,

(b) poner en contacto una solucién o suspension alcohdlica que comprende dicho producto de interés y dicho
semiéster de alquilo (C+4-C.) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso; o, alternativamente,

(c) poner en contacto una solucién o suspension organica que comprende dicho producto de interés y dicho
semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso, donde dicha soluciéon o suspension
organica comprende un disolvente no-volatil miscible en agua.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y
capa que comprende un producto de interés, donde dicha nanocapsula vesicular de tipo ndcleo y capa comprende
un nucleo y una capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil
éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA), donde dicho procedimiento comprende poner en contacto una solucion o
suspension que comprende dicho producto de interés y dicho semiéster de alquilo (C4-Cs) de un copolimero de
PVM/MA con un medio acuoso.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Fotografia de nanoparticulas de Gantrez® ES 225 obtenidas por (A) microscopia electrénica de barrido
(SEM) y (B) microscopia electrénica de transmision (TEM).

Figura 2. Estudio de estabilidad en correlacién con la concentracion de nanoparticulas a temperatura ambiente
(25°C) y la correspondiente microscopia electrénica de barrido (SEM). (A) y (C) muestran las fotografias de las
nanoparticulas de Gantrez® AN por SEM obtenidas antes y después de la hidrdlisis, respectivamente; (B) fotografia
de las nanoparticulas de Gantrez® ES 225 por SEM a las 24 h.

Figura 3. Seguimiento de los tamafios para las nanoparticulas de Gantrez® ES 225 y Gantrez® AN durante el
estudio de estabilidad a temperatura ambiente (25°C).

Figura 4. Estudio de estabilidad comparativo entre las nanoparticulas de Gantrez® ES 225 (GES NP) y Gantrez® AN
(GAN NP) a diferentes temperaturas, concretamente, a (A) 4°C, (B) a temperatura ambiente (25°C), y (C) 37°C,
utilizando agua bidestilada como medio de dispersion. La concentracion de las nanoparticulas utilizadas en esta
prueba fue de 10 mg/ml.

Figura 5. Microscopia de fluorescencia para (A) una formulacion control de aceite esencial de limén y (B)
nanocapsulas Gantrez® ES 425 cargadas con aceite esencial de limén.

Figura 6. Microscopia de fluorescencia para las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con BSA-FITC.

Figura 7. Microscopia electrénica de barrido (SEM) para (A) las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con
ketoconazol (KTZ-nanoparticulas de Gantrez® ES 425), y (B) los cristales del KTZ tratados por el mismo método
aplicado para la formacién de nanoparticulas.

Figura 8. Microscopia electronica de barrido (SEM) para (A) los cristales de triclosan (TRI), (B) las nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 cargadas con triclosan (nanoparticulas de TRI-Gantrez® ES 425), (C) aceite de TRI, y (D)
microscopia de fluorescencia para la emulsiéon de TRI marcada con la sonda fluorescente lipofilica perclorato de 1,1'-
dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianina.

Figura 9. Seguimiento del tamafio de las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con minoxidil (nanoparticulas
de MXD-Gantrez® ES 425). Las formulaciones investigadas fueron nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas
con 200 y 250 mg de MXD sin excipientes o con propilenglicol (PG), glicerol (G) o polietilenglicol 400 (PEG).

Figura 10. Visualizacién macroscopica y microscépica de la formulacion de las nanoparticulas de Gantrez® ES 425
cargadas con MXD sin excipientes o con propilenglicol (NPGES/MXD PG), glicerol (NPGES/MXD G) o polietilenglicol
400 (NPGES/MXD PEG) y para los productos comerciales (Lacovin® y Alopexy®) antes y después de secarse.
Todas las formulaciones fueron utilizadas en concentraciones similares de MXD (2% p/v).

Figura 11. Microscopia electronica de barrido (SEM) realizada para nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas
con MXD sin excipientes (NPGES/MXD) o con excipientes, glicerol (NPGES/MXD G), propilenglicol (NPGES/MXD
PG) y PEG 400 (NPGES/MXD PEG) y para los productos comerciales (Lacovin® y Alopexy®).

Figura 12. Caracterizacion microscopica de muestras de cabello. Estructura de cabello 20 veces aumentada, (A)
microscopia de fluorescencia para el cabello normal sin nanoparticulas de Gantrez® ES 425 marcadas con
fluorescencia; y (B) microscopia de fluorescencia para el cabello normal de los grupos M1 (C) y M2 (D).

Figura 13. Microscopia electronica de barrido (SEM) para el cabello normal incubado con nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 para el grupo de cabello M1 (A, B) y el grupo de cabello M2 (C, D).

Figura 14. Ensayo de la cantidad adherida acumulativa de las formulaciones de nanoparticulas tanto en el tejido de
la mucosa bucal como de la lengua porcina a diferentes tiempos. Las formulaciones fueron: suspension acuosa de
nanoparticulas de Gantrez® ES 225 marcadas con fluorescencia con rodamina B (NP GESR); suspensién acuosa
de nanoparticulas de Gantrez® AN marcadas con fluorescencia con rodamina B (NP GANR); nanoparticulas de
Gantrez® ES 225 marcadas con fluorescencia (GEL NPGESR) o de Gantrez® AN marcadas con fluorescencia (GEL
NPGANR) resuspendidas en gel de hialuronato sédico (0,75% p/v). Cada valor se representé por la media (n=3; DE
fue inferior al 20% de la media).

Figura 15. Visualizacion de tejido de secciones de mucosa bucal: (A) microscopia Optica de la mucosa bucal; (B)
microscopia de fluorescencia de los tejidos bucales sin nanoparticulas; (C) nanoparticulas de Gantrez® ES 225
cargadas con rodamina B a 0,5 horas tras la administracion; (D) nanoparticulas de Gantrez® AN cargadas con
rodamina B a 0,5 horas tras la administracion; (E) nanoparticulas de Gantrez® ES 225 cargadas con rodamina B a
2,5 horas tras la administracion; y (F) nanoparticulas de Gantrez® AN cargadas con rodamina B a 2,5 horas tras la
administracion.
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Figura 16. Visualizacion de tejido de secciones cruzadas de la superficie dorsal de la lengua porcina con pequefas
proyecciones en forma de pelo llamadas “papilas filiformes”. (A) microscopia o6ptica de la superficie de la mucosa
dorsal de la lengua; (B) nanoparticulas de Gantrez® AN cargadas con rodamina B a 2,5 horas tras la administracion;
(C, D) nanoparticulas de Gantrez® ES 225 cargadas con rodamina B a 2,5 horas tras la administracion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a unas nanoparticulas a base de semiésteres de alquilo (C4-C.) de copolimeros de
PVM/MA, a los métodos de produccién de dichas nanoparticulas, y a las aplicaciones de dichas nanoparticulas.

Definiciones

Con el fin de facilitar la comprensién de la presente invencion, el significado de algunos términos y expresiones
usados en el contexto de la invencién se exponen a continuacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “alquilo (C+-C4)” se refiere a un radical derivado de un
alcano lineal o ramificado de 1 a 4 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo,
etc.

“Tamafo promedio” o “tamafio medio”, como se usa en el presente documento, se refiere al diametro medio de una
poblacién de nanoparticulas que se mueven juntas en un medio acuoso. El tamafio promedio de estos sistemas se
puede medir mediante procedimientos estandar conocidos por las personas expertas en la materia y que se
describen, a modo de ilustracion, en la parte experimental de los ejemplos descritos a continuacion. El tamafio
promedio de las particulas puede verse afectado principalmente por la cantidad y el peso molecular del copolimero,
y por la naturaleza y la cantidad del producto de interés (si existe), presente en las nanoparticulas de la invencion
(por lo general, cuanto mayor sea la cantidad o el peso molecular de dichos componentes, mayor es el tamafio
promedio de las nanoparticulas), y por algunos parametros del procedimiento para la produccion de dichas
nanoparticulas, tales como la velocidad de agitacion, etc.

Un producto se dice que es de “grado alimenticio” cuando su uso en la alimentacién humana o animal es seguro de
acuerdo con el Codex Alimentarius de un pais o de una organizacion, por ejemplo, la Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) de las Naciones Unidas o la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y, en
consecuencia, un producto de “grado alimenticio” es un producto no téxico “adecuado para su uso en los alimentos”,
y por lo tanto ambas expresiones son sinénimos y se utilizan indistintamente en esta descripcion.

El término “semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA)”,
como se usa en el presente documento, se refiere a una estructura de formula

OCH
CHp—CH—CH—CH
0=¢c  ¢=0
OH O-R|,

donde R es un alquilo C4-Cy4, en la que se esterifica sélo uno de los dos grupos carboxilo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “nanoparticula” se refiere a un sistema coloidal de una
particula polimérica sélida con un tamafio promedio inferior a 1 micrometro (um), por lo general entre 10 y 900
nanometros (nm), preferiblemente entre 50 y 500 nm, mas preferiblemente entre 100 y 400 nm, adn mas
preferiblemente entre 120 y 160 nm, aun mas preferiblemente entre 120 y 160 nm aproximadamente, formado por
polimeros naturales o sintéticos (en este caso, formado por polimerizacién de un semiéster de alquilo (C+-Cs) del
copolimero de PVM/MA. Dependiendo, entre otros factores, de su método de fabricacion, las nanoparticulas pueden
subdividirse en nanoesferas matriciales y nanocapsulas vesiculares de tipo nucleo y capa [11]. Las “nanoesferas
matriciales” son formas matriciales formadas por una red polimérica tridimensional; cuando un nanoesfera se carga
con un producto de interés, por ejemplo, un medicamento, dicho producto de interés puede ser fisicamente y
uniformemente dispersado en dicha red tridimensional. La matriz o red tridimensional de la nanoesfera matricial de la
invencion contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de (PVM/MA). Las “nanocapsulas vesiculares
de tipo nucleo y capa” son sistemas vesiculares formados por una cavidad interior (conocida como “nucleo”) que
opcionalmente contiene el producto de interés y rodeado por una pared o membrana polimérica (conocida como
“capa”), es decir, son sistemas nano-vesiculares que presentan una estructura tipica de nucleo y capa en los que el
producto de interés se limita a un depésito o dentro de una cavidad (“nucleo”) rodeada por una pared o membrana
de polimero (“capa”). El experto en la técnica conoce que el nucleo de la nanocapsula vesicular de tipo nucleo y
capa puede contener solo excipientes, puede contener cualquier producto de interés segun se define a continuacion,
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o puede contener ambos excipientes como productos de interés segun se define a continuacion. En ambos casos,
debido a la gran superficie especifica de estos sistemas, las moléculas del producto de interés pueden ser atrapadas
o adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas.

Tal como se utiliza en este documento, un “producto de interés” o “POI” se refiere a cualquier compuesto susceptible
de ser utilizado en cualquier tipo de industria, como por ejemplo, en la industria agricola, cosmética, alimentaria o
farmacéutica. Practicamente cualquier compuesto susceptible de ser utilizado en cualquier tipo de industria puede
ser considerado como un POI de acuerdo con la presente invencion. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de POI de
acuerdo con la presente invencion incluyen compuestos grandes o pequefios, hidrosolubles o liposolubles,
hidrofilicos, hidréfobos o anfifilicos, organicos o inorganicos, como lipidos, nucledsidos, nucledtidos, aceites,
oligonucledtidos, péptidos, polinucledtidos, proteinas, compuestos quimicos organicos pequefios, etc. El POI puede
estar en cualquier forma o estado, por ejemplo, en estado liquido, semisodlido o sélido, es decir, el POl podra estar
disuelto o dispersado en medios acuosos u organicos, formando asi una solucién o suspension acuosa u organica,
incluyendo soluciones o suspensiones oleosas, o, alternativamente, el POl puede estar no disuelto o no disperso,
como un producto sélido.

En una realizacion particular, el POl es un compuesto que tiene actividad agricola, es decir, es susceptible de ser
utilizado en la industria agricola, por ejemplo, un producto fitosanitario para el control de plagas y patdégenos, un
agente promotor de crecimiento de las plantas, por ejemplo, herbicidas (por ejemplo, glifosato, etc.), insecticidas (por
ejemplo, lambda-cialotrina, etc.), fungicidas (por ejemplo, mancozeb), etc.

En otra realizacion particular, el POl es un compuesto con actividad cosmética, es decir, una sustancia utilizada para
mejorar el aspecto o el olor del cuerpo humano o animal. Los cosméticos incluyen cremas de cuidado de la piel,
lociones, polvos, perfumes, barras de labios, pintaufias y esmalte de ufias de los pies, maquillaje de ojos y cara,
toallitas, productos para permanente, lentes de contacto de color, coloraciones de cabello, lacas y geles para el
cabello, desodorantes, desinfectantes de manos, productos para bebés, aceites de bafio, espumas de bario, sales
de bafio, mantecas corporales y muchos otros tipos de productos. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de POI
empleados en la industria cosmética incluyen productos anti-edad (por ejemplo, los retinoides), productos anti-acné
(por ejemplo, eritromicina, peréxido de benzoilo, etc.), productos para el cuidado facial (por ejemplo, el cobre GHK
en limpiadores faciales, etc.), pigmentos cosméticos (por ejemplo, los pigmentos de color que se utilizan en colorete,
base de maquillaje, corrector, polvos, etc.), cosméticos (por ejemplo, Co-Q10, etc.), productos de cuidado personal
(por ejemplo, liberacion controlada por humedad de fragancia en desodorantes, etc.), productos de filtros solares/de
proteccion solar (por ejemplo, bloqueantes de rayos UV), productos para la limpieza de dientes, pastas de dientes o
enjuagues (por ejemplo, principios activos de liberacién sostenida de triclosan/bactericidas, sabores, fragancias, anti-
sequedad de boca, etc.), productos para el champu (por ejemplo, principios activos anti-caspa/humectantes, etc.),
perfumes (por ejemplo, particulas de fragancia, etc.), productos para el cabello (por ejemplo, fijadores, productos
para dar volumen al peinado del cabello, etc.).

En otra realizacion particular, el POl es un compuesto que tiene actividad nutricional, es decir, susceptibles de ser
utilizado en la industria alimentaria, por ejemplo, acido félico, acido 4-aminobenzoico, niacina o vitamina B3, acido
pantoténico o vitamina B5, monofosfato de tiamina, pirofosfato de tiamina, trifosfato de tiamina, acido ascérbico,
acidos pteroilpoliglutamicos, acido folinico, acido nicotinico, acido hialurénico, acido tiéctico, acido p-cumarico, acido
cafeico, las vitaminas de las familias A, D, E, K y sus derivados, fosfolipidos, carotenoides (por ejemplo, carotenos,
licopeno, luteina, capsantina, zeaxantina, etc.), acidos grasos, acidos grasos omega-3 (por ejemplo, DHA, EPA,
etc.), aminoacidos (por ejemplo, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano y valina), fitoesteroles o
fitoestanoles (por ejemplo, sitosterol, campesterol, estigmasterol, etc.), polifenoles (quercetina, rutina, resveratrol,
kaempferol, miricetina, isorhamnetina, etc.), etc.

En ofra realizacion particular, el POl es un compuesto que tiene actividad terapéutica (es decir, una sustancia que,
cuando se administra a un sujeto, interactiia con su receptor en el sitio de accion y ejerce un cierto efecto); este tipo
de productos son adecuados para ser utilizados en la industria farmacéutica. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de
POI que tienen actividad terapéutica incluyen anticuerpos o fragmentos de los mismos, proteinas o antigenos de
origen bacteriano, fungico o viral, receptores celulares, factores de coagulacion, citoquinas, enzimas, eritropoyetinas,
factores de crecimiento, hormonas, insulinas, interleucinas, interferones, ligandos, acidos nucleicos (por ejemplo,
nucledtidos, oligonucledtidos, polinucledtidos, ADN, ARN, etc.), agentes de transduccién de sefiales, compuestos
quimicos organicos pequefos, toxinas, etc. En una realizaciéon particular, el POI incluye agentes analgésicos
(narcéticos) (por ejemplo, codeina, morfina, etc.), agentes analgésicos (no narcoticos) (por ejemplo, acido
acetilsalicilico, acido flufenamico, etc.), agentes antialopecia (por ejemplo, finasterida, minoxidil, etc.), agentes
antianginosos (por ejemplo, atenolol, nicardipino, etc.), agentes antibacterianos (por ejemplo, amoxicilina, ampicilina,
azitromicina, cefaclor, ciprofloxacino, neomicina, tetraciclina, etc.), agentes antidepresivos (por ejemplo, fluoxetina,
paroxetina, etc.), agentes antifingicos (por ejemplo, isoconazol, ketoconazol, etc.), agentes antihipertensivos (por
ejemplo, benazepril, captopril, carvedilol, enalapril, losartan, minoxidil, etc.), agentes antiinflamatorios (por ejemplo,
acido niflumico, celecoxib, ibuprofeno, etc.), agentes antineoplasicos (por ejemplo, alemtuzumab, cisplatino,
docetaxel, trastuzumab, etc.), agentes antipiréticos (por ejemplo, paracetamol, indometacina, etc.), agentes
antipsicoticos (por ejemplo, risperidona, etc.), agentes ansioliticos (por ejemplo, alprazolam, lorazepam, etc.),
agentes broncodilatadores (por ejemplo, carbuterol, adrenalina, etc.), glucocorticoides (por ejemplo, budesonida,
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prednisolona, etc.), agentes inmunosupresores (por ejemplo, alemtuzumab, tacrolimus, etc.), etc. En una realizacion
particular adicional, dicho POI se selecciona del grupo que consiste en acido acetilsalicilico, péptido natriurético
auricular alfa, arginina vasopresina, atropina, augmerosen, atorvastatina, Avastin® (bevacizumab), calcitoninas,
gonadotropinas coridnicas, corticotropina, desmopresina, epibatidina, Erbitux® (cetuximab), exenatida, Herceptin®
(trastuzumab), Humira® (adalimumab), Humulin®, ketoconazol, lanreétido, lutropina alfa, metoprolol, minoxidil,
nesiritida, octredtido, paclitaxel, paracetamol, pegaptanib, hormona foliculo estimulante recombinante, factores de
crecimiento recombinantes, Remicade® (infliximab), Rituxan® (rituximab), sermorelina, somatotropina, los derivados
de los taxanos, taxol, acetato de teriparatida, tirotropina, triclosan, urofolitropina, Xolair® (omalizumab), etc. En otra
realizacion, el POI se selecciona del grupo que consiste en actinomicina D, albendazol, aldosterona, alprazolam,
amiodarona, amitriptilina, amprenavir, asimadolina, atorvastatina, bunitrolol, buspirona, camptotecina,
carbamazepina, carvedilol, celiprolol, ciclosporina A, cimetidina, clotrimazol, colchicina,, cortisona, daunorubicina,
debrisoquina, dexametasona, diazepam, digitoxina, digoxina, diltiazem, docetaxel, domperidona, doxorubicina,
efavirenz, epirubicina, eritromicina, ergotamina, estradiol, glucurénido de estradiol, erlotinib, etopdsido, fenitoina,
fentanilo, felodipino, fenotiazinas, fexofenadina, fluoroquinolonas, fluorouracilo, FK-506, gentamicina, griseofulvina,
hidrocortisona, imatinib, indinavir, itraconazol, ivermectina, ketoconazol, kaempferol, levofloxacino, lidocaina,
loperamida, losartan, lovastatina, mebendazol, metilprednisolona, metotrexato, mibefradil, midazolam, nisoldipino,
morfina, nelfinavir, nicardipino, nitrendipino, nifedipino, ondansetrén, paclitaxel, pentazocina, prazicuantel,
prednisolona, prednisona, quercetina, quinidina, ranitidina, rapamicina, rifabutina, rifampicina, ritonavir, saquinavir,
sirolimus, sulfametizol, tacrolimus, tamoxifeno, talinolol, tenipdsido, terfenadina, tetraciclina, topotecan,
triamcinolona, valspodar, verapamilo, vinblastina, vincristina, vindesina, zopiclona y mezclas de los mismos.

En otra realizacion particular, el POI es un excipiente, es decir, una sustancia inactiva que puede ser liquida, sélida o
semisdlida, usada como medio o vehiculo para los principios activos de una composicion. Ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de POI actuando como excipiente son parafina liquida o lipidos fundidos tales como cera, aceite de
algoddn, aceite de maiz, aceite vegetal hidrogenado, aceite de colza, aceite de coco, etc. Dichos POI son
particularmente utiles en la produccion de nanocapsulas vesiculares de tipo nucleo y capa, y pueden encontrarse en
el nucleo de dichas nanocapsulas.

Un “disolvente volatil”, como se usa en el presente documento, es un liquido que se vaporiza/evapora facilmente a
temperatura ambiente, un disolvente volatil habitualmente tiene alta presion de vapor y un punto de ebullicion mas
bajo en comparacion con el agua. Del mismo modo, un “disolvente no volatil”, como se usa en el presente
documento, se refiere a un liquido que no se evapora con facilidad o se evapora muy lentamente a temperatura
ambiente (por ejemplo, PG, PEG400, glicerol); un disolvente no volatil por lo general tiene baja presion de vapor y un
punto de ebullicion mas alto que el agua.

Un disolvente o liquido “miscible en agua”, es un disolvente o liquido que se disuelve completamente en agua y es
dificil de separar del agua, por ejemplo, alcoholes, etc.

Nanoparticulas de la invencién

En un aspecto, la invencién se refiere a una nanoparticula, en lo sucesivo denominada “nanoparticula de la
invencion”, seleccionada del grupo que consiste en:

a) una nanoesfera matricial que comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C4-Ca)
de un copolimero de poli(metil vinil éter—co-anhidrido maleico) (PVM/MA); y

b) una nanocapsula vesicular de tipo niucleo y capa que comprende un nucleo y una capa, comprendiendo dicha
capa un semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA.

El término “nanoparticula” se ha definido previamente y se refiere a un sistema coloidal de una particula polimérica
soélida con un tamafio promedio inferior a 1 um, por lo general entre 10 y 900 nm, preferiblemente entre 100 y 400
nm, mas preferiblemente entre 120 y 160 nm, adn mas preferiblemente en torno a 130-140 nm, formada, en este
caso particular, por la polimerizacion de un semiéster de alquilo (C+-Cs) de un copolimero de PVM/MA. El término
“nanoparticula”, salvo indicacion contraria, incluye nanoesferas matriciales y nanocapsulas vesiculares de tipo
nucleo y capa. En ambos casos, debido a la gran superficie especifica de estos sistemas, las moléculas del POI, si
esta presente, pueden ser atrapadas o adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas.

En una realizacién particular, la nanoparticula de la invenciéon es una nanoesfera matricial que comprende una
matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA. En esta
realizacion, el producto de interés puede ser atrapado o encapsulado en la nanoesfera o, alternativamente, el
producto de interés puede ser adsorbido en la superficie de la nanoesfera.

En otra realizacién particular, la nanoparticula de la invencién es una estructura nano-vesicular de tipo nucleo y capa
(nanocapsula), que comprende un nucleo y una capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C-C4) de
un copolimero de PVYM/MA. La cavidad (nucleo o depdsito) puede contener el POI en forma liquida, semisdlida o
sélida o como una dispersién molecular; este depésito puede ser lipofilico o hidrofébico de acuerdo con el método de
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preparacion y las materias primas utilizadas. Esto es particularmente util para transportar los POl en forma de un
estado liquido, semisolido o sélido, por ejemplo, aceites, liquidos inmiscibles en agua, soluciones o suspensiones
organicas, incluyendo soluciones o suspensiones oleosas, que comprenden un POI, soluciones o suspensiones
acuosas que comprenden el POI, etc. De acuerdo con esta realizacion, el POl puede estar dentro de la nanocapsula
o, alternativamente, puede ser adsorbido en la superficie de la nanocapsula.

En otra realizacion particular, la invencién proporciona una combinacion de al menos una nanoesfera matricial que
comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA,
y, al menos una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa que comprende un nucleo y una capa, comprendiendo
dicha capa un semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA.

Los semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de PVM/MA son productos conocidos o pueden ser producidos al
abrir el anhidrido de un copolimero de PVM/MA en un alcohol adecuado, tal como un alcohol que contiene de 1 a 4
atomos de carbono. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de
PVM/MA incluyen los comercializados por el proveedor ISP bajo las marcas comerciales comunes Gantrez® ES, por
ejemplo, Gantrez® ES 225 (éster monoetilico del copolimero de PVM/MA), Gantrez® ES 335l (éster isopropilico del
copolimero de PVM/MA), y Gantrez® ES 425 (éster monobutilico del copolimero de PVM/MA). Los semiésteres de
alquilo (C4+-C4) de copolimeros de PVM/MA son insolubles en agua y pueden ser suministrados en soluciones
alcohdlicas, por ejemplo, en soluciones de etanol [50% (p/v)].

Los semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA tienen la capacidad de adherirse a la superficie de
las mucosas durante un largo tiempo, lo que ofrece un largo periodo de permanencia en el lugar de la aplicacién y
una prolongada liberacién de farmaco.

Los semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA son considerados como materiales no téxicos segun
los resultados de algunos estudios de toxicidad a corto plazo por via oral (DLso> 25,6 g/kg para el éster monoetilico o
monobutilico del copolimero de PVM/MA), asi como en los estudios de toxicidad subcrénica por inhalaciéon y no son
irritantes oculares o dérmicos. Tampoco son irritantes de la piel, ni sensibilizantes, o fotosensibilizadores cuando se
someten a ensayo en voluntarios humanos. El éster monobutilico del copolimero de PVM/MA no fue genotoxico. El
éster monoetilico y monobutilico del copolimero de PVM/MA son seguros en una forma neutralizada como
ingredientes cosméticos en las practicas actuales de uso. De hecho, los semiésteres de alquilo (C1-C4) de los
copolimeros de PVM/MA se consideran como copolimeros de la lista de material GRAS, actian como formadores de
pelicula y fijadores de pelo (Cosmetic Ingredient Review), y pueden ser usados en productos cosméticos y de
cuidado personal comercializados en Europa de acuerdo con las disposiciones generales de la Directiva sobre
Cosméticos de la Unién Europea. El éster monobutilico del copolimero de PVYM/MA se utiliza en lacas de pelo en
aerosol y de bomba, espumas para el peinado y lociones fijadoras, maquillaje de ojos, cara y piel, cremas y lociones.

En una realizacién particular, dicho semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA es el éster
monoetilico del copolimero de PVYM/MA o el éster monobutilico del copolimero de PVM/MA.

El peso molecular de los semiésteres de alquilo (C1-C4) de PVM/MA puede variar dentro de un amplio intervalo; en
una realizacion particular, el peso molecular de los semiésteres de alquilo (C4-C4) de PVM/MA esta comprendido
entre 10 y 300 kDa, preferiblemente entre 50 y 250 kDa, mas preferiblemente entre 90 y 150 kDa. En una realizacion
concreta, dicho semiéster de alquilo (C+4-C4) de un copolimero de PVM/MA es el éster monoetilico del copolimero de
PVM/MA y tiene un peso molecular comprendido entre 100 y 150 kDa. En otra realizacion particular, dicho semiéster
de alquilo (C4-C,) de un copolimero de PVM/MA es el éster monobutilico del copolimero de PVM/MA y tiene un peso
molecular comprendido entre 90 y 150 kDa.

Debido a la gran superficie especifica de las nanoparticulas de la invencion, las moléculas de un producto de interés
pueden ser atrapadas o adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas. Asi, las nanoparticulas de la invencién
pueden incorporar de manera eficiente los productos de interés, tales como compuestos grandes o pequefios,
hidrofébicos o hidrofilicos, que tienen diferentes usos y aplicaciones, y, por lo tanto, pueden ser potencialmente
utilizados para diferentes aplicaciones (por ejemplo, en composiciones farmacéuticas, cosméticas o agricolas, en los
productos alimenticios, etc.)

Asi, en una realizacion particular, las nanoparticulas de la invencién comprenden ademas un producto de interés
(POI); en este caso, la nanoparticula de la invencion a veces se identifica en esta descripcion como “nanoparticula
cargada de la invencién”. La informacion relacionada con dicho POl se puede encontrar en la seccion anterior
(“Definicion”). El experto en la materia entendera que una nanoparticula cargada de la invencion puede incorporar
uno o varios productos de interés (POI) en la misma nanoparticula siempre que dichos POI no sean incompatibles
entre si.

En una realizacion particular, dicho producto de interés es ketoconazol, minoxidil o triclosan, y la nanoparticula de la

invencion es una nanoesfera matricial en donde el producto de interés es atrapado o encapsulado en el interior de la
nanoesfera o, alternativamente, se adsorbe en la superficie de la nanoesfera.
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En ofra realizacion particular, dicho POI es un aceite esencial, como el aceite esencial de limén, y la nanoparticula
de la invencién es una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa donde el POI es atrapado o encapsulado en el
interior de la nanoesfera o, alternativamente, es adsorbido en la superficie de la nanoesfera.

La relaciéon de peso entre “copolimero”:POIl, en donde “copolimero” significa el copolimero formado por
polimerizacion del éster de alquilo (C4+-C4) de un copolimero de PVM/MA, en la nanoparticula cargada de la
invencion puede variar dentro de un amplio intervalo; sin embargo, en una realizacion particular, la relacion
copolimero:POIl en peso en la nanoparticula cargada de la invencién puede estar comprendida entre 1:106 y 1:108,
preferiblemente entre 1:10° y 1:103, y mas preferiblemente entre 1:0,03 y 1:0,5.

Procedimiento para la fabricacion de las nanoparticulas

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoesfera matricial que comprende
una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero poli(metil vinil éter-co-
anhidrido maleico) (PVM/MA) (es decir, una realizacion particular de las nanoparticulas de la invencion), en lo
sucesivo denominado “procedimiento [1] de la invencién”, que comprende poner en contacto una soluciéon o
suspension organica que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA con un medio
acuoso para formar dichas nanoesferas matriciales. Este procedimiento [1] de la invencién produce las
nanoparticulas “vacias” de la invencion, es decir, las nanoparticulas sin producto de interés (POIl), en particular
nanoesferas matriciales en donde la matriz comprende un semiéster de alquilo (C-C4) de un copolimero de
PVM/MA.

El semiéster de alquilo (C+4-C4) de un copolimero de PVM/MA es un producto conocido o se puede producir al abrir el
anhidrido del copolimero de PVM/MA (por ejemplo, Gantrez® AN) en un alcohol. En una realizacién particular, el
semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA es el éster monoetilico, o el éster monoisopropilico, o el
éster butilico del copolimero de PVYM/MA.

El disolvente organico puede ser cualquier disolvente organico adecuado en el que el semiéster de alquilo (C1-Cy)
del copolimero de PVM/MA pueda ser total o parcialmente solubilizado, preferiblemente un disolvente organico
farmacéutica o cosméticamente aceptable. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de disolventes organicos que pueden
ser utilizados en el marco del procedimiento [1] de la invencion, incluyen alcoholes y disolventes no volatiles
miscibles en agua distintos a los alcoholes, y sus mezclas.

El término “alcohol”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier compuesto organico en el que se
une un grupo hidroxilo funcional (-OH) a un atomo de carbono, por lo general enlazado con otros atomos de carbono
o hidrégeno, e incluye alcoholes que tienen un solo grupo hidroxilo, por ejemplo, metanol, etanol, isopropanol, etc., y
alcoholes que contienen dos o mas (varios) grupos hidroxilo, por ejemplo, el propilenglicol (PG), polietilenglicol
(PEG), etc. Metanol, etanol e isopropanol son alcoholes volatiles, mientras que el PG y PEG son alcoholes no
volatiles que pueden estar presentes en estado liquido (PG) o como un sélido en funcién del peso molecular (PM)
del PEG (por ejemplo, PEG6000, PEG10000). Se pueden utilizar disolventes sélidos (por ejemplo, PEG6000,
PEG10000, etc.), por ejemplo, para producir formas farmacéuticas sélidas para la administraciéon de farmacos, tales
como supositorios, por ejemplo, supositorios rectales que comprenden, por ejemplo, farmacos antipiréticos, o
supositorios vaginales (6vulos) que comprenden, por ejemplo, agentes antifungicos, entre otros, y las nanoparticulas
se formaran cuando la soluciéon o suspension que comprende el polimero se ponga en contacto con un fluido
corporal, por ejemplo, el fluido vaginal.

En una realizacion particular, el disolvente organico es un alcohol volatil, como el etanol. En otra realizacion
particular, el disolvente organico es un alcohol no volatil, como PG. En otra realizacion particular, el disolvente
organico comprende una mezcla de dos o mas alcoholes volatiles. En ofra realizacion particular, el disolvente
organico comprende una mezcla de dos o mas alcoholes no volatiles. En otra realizaciéon particular, el disolvente
organico comprende una mezcla de al menos un alcohol volatil y al menos un alcohol no volatil, por ejemplo, una
mezcla de etanol y PG.

De modo alternativo, el disolvente organico puede ser un disolvente no volatil miscible en agua que no sea alcohol.
Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de disolventes no volatiles miscibles en agua que no sean alcoholes incluyen
polioxiglicéridos, por ejemplo, polioxiglicéridos de caprilocaproilo, derivados de acidos grasos, por ejemplo, sus
derivados de PG o PEG, etc. El término “polioxiglicéridos de caprilocaproilo” se refiere a un tensioactivo derivado de
lipido. Un ejemplo de polioxiglicérido de caprilocaproilo son los glicéridos caprilico/caprico de PEG-8
comercializados como Labrasol® por Gattefosse. Los polioxiglicéridos de caprilocaproilo también se conocen como
“macrogolglicéridos de caprilocaproilo”.

La concentracion de dicho semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA en la solucién o suspension
organica del copolimero puede variar dentro de un amplio intervalo; sin embargo, en una realizacion particular, la
concentracion del semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA en dicha solucion o suspension organica
del copolimero esta comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,1% y el 30% (p/v), mas
preferiblemente entre el 1% y el 15% (p/v), aun mas preferiblemente entre el 2% y el 10% (p/v); en una realizacion
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concreta, la concentracion del semiéster de alquilo (C+1-C4) del copolimero de PVM/MA en la solucién o suspension
organica del copolimero es de alrededor del 5% (p/v).

La solucién o suspension organica que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA
puede prepararse por disolucion o dispersion de dicho producto en el disolvente organico. En una realizacion
particular, el disolvente organico es un alcohol, tal como un alcohol simple, por ejemplo, un alcohol simple volatil, por
ejemplo, etanol, etc., o un poliol, por ejemplo, un poliol no volatil, por ejemplo, PG. En otra realizacién particular, el
disolvente organico es un disolvente no volatil miscible en agua que no sea alcohol como un polioxiglicérido, por
ejemplo, un macrogolglicérido de caprilocaproilo, o un derivado de acido graso.

En una realizacion especifica, el disolvente es un alcohol; por lo que si el semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero
de PVM/MA ya esta en la forma de una solucién concentrada alcohdlica, una soluciéon alcohdlica diluida que
contiene el semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA en la concentracion deseada puede ser
preparada con solo afadir la cantidad necesaria de alcohol a la solucién concentrada con el fin de alcanzar la
concentracion deseada. Este es el caso, por ejemplo, de los productos comerciales Gantrez® ES 225 (éster
monoetilico del copolimero de PVM/MA), Gantrez® ES 3351 (éster isopropilico del copolimero de PVM/MA) y
Gantrez® ES 425 (éster monobutilico del copolimero de PVM/MA) que se suministran normalmente como soluciones
etandlicas de dichos ésteres en una concentracion de 50% (p/v), por lo que, en consecuencia, para alcanzar la
concentracion deseada (por ejemplo, 5% (p/v)), la solucién comercial puede ser diluida por la adicién de la cantidad
necesaria de etanol absoluto.

Segun el procedimiento [1] de la invencion, una solucién o suspension organica que contiene un semiéster de alquilo
(C4-C4) de un copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un medio acuoso, que actda como un no disolvente
del polimero miscible en agua, para formar las nanoparticulas. En una realizacion particular, el medio acuoso
comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. Este paso se realiza a una temperatura adecuada,
normalmente comprendida entre 1°C y 100°C, preferiblemente entre 10°C y 40°C, mas preferiblemente entre 15°C y
25°C. Posteriormente, si se desea, la suspension de nanoparticulas obtenidas se somete a un tratamiento adecuado
para eliminar el disolvente organico. La eliminacion del disolvente organico puede ser realizada por cualquier método
convencional, dependiendo de la naturaleza del disolvente que se desea eliminar, conocido por el experto en la
materia, incluyendo, por ejemplo, evaporacion, etc. En una realizacion particular, cuando el disolvente organico es el
etanol, la suspension de nanoparticulas se evapora, preferiblemente bajo presion reducida usando un rotavapor, con
el fin de eliminar dicho alcohol.

De modo alternativo, las nanoparticulas, y en particular las nanoesferas matriciales, pueden ser producidas por la
eliminacion del disolvente de una solucién o suspension hidroalcohdlica que contiene un semiéster de alquilo (C4-Ca)
del copolimero de PVM/MA y un alcohol miscible en agua, preferiblemente un alcohol volatil miscible en agua, en
donde la cantidad de agua es inferior a la cantidad de agua necesaria para formar las nanoparticulas; en esta
realizacién, una vez que una parte del alcohol se elimina, la formacion de las nanoparticulas se produce. Ensayos
realizados por los inventores han demostrado que la aplicacién tépica de una solucién hidroalcohdlica que contiene
un semiéster de alquilo (C+4-C4) de un copolimero de PVM/MA y etanol, en donde la cantidad de agua fue menor que
la cantidad de agua necesaria para formar las nanoparticulas, a la piel humana (alrededor de 37°C), daba lugar a la
formacion de las nanoparticulas sobre la superficie después de la eliminacion de una parte de etanol por
evaporacion, como se muestra por la transformacion de la solucion inicial transparente en una suspensién lechosa
que era indicativa de la formacién de las nanoparticulas en la superficie de la piel.

Asi, en una realizacién particular, el procedimiento [1] de la invencién, comprende (i) poner en contacto una solucion
0 suspension organica que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA, en donde dicha
solucion o suspension organica comprende un disolvente volatil miscible en agua, preferiblemente un alcohol volatil
miscible en agua, con un medio acuoso, para dar lugar a una solucion o suspension hidro-organica que contiene un
semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA en donde la cantidad de medio acuoso es menos que la
cantidad de medio acuoso necesaria para formar las nanoparticulas, y (ii) la eliminaciéon de al menos una parte de
dicho disolvente para formar las nanoesferas matriciales que comprenden una matriz, en donde la matriz comprende
un semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA.

La cantidad de medio acuoso que es necesaria para formar las nanoparticulas depende, entre otras cosas, de la
concentracion de dicho semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA en la soluciéon o suspension hidro-
organica que contiene dicho copolimero; sin embargo, en una realizacion particular, la relaciéon entre el medio
acuoso (agua):alcohol (etanol) esta comprendida entre 0,01:1 (v/v) y 1000:1 (v/v), preferiblemente entre 0,5:1 (v/v) y
10:1 (v/v), mas preferiblemente de alrededor de 2:1 (v/v). En una realizacién concreta, las nanoparticulas se forman
después de la adicion de 10 ml de agua a una solucién alcohdlica que comprende un semiéster de alquilo (C+-Ca)
del copolimero de PVM/MA en etanol al 5% (p/v) [por el contrario, si 5 ml de agua se afiadieran a 10 ml de la misma
solucion alcohdlica del copolimero, entonces no se formarian nanoparticulas].

La solucién o suspension hidro-organica que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA

en un medio, comprendiendo dicho medio un disolvente volatil miscible en agua, preferiblemente un alcohol volatil
miscible en agua, y un medio acuoso, en donde la cantidad de medio acuoso es menor que la cantidad de medio
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acuoso necesaria para formar las nanoparticulas, constituye un aspecto adicional de la presente invencion. Dicha
solucion o suspension hidro-organica puede utilizarse para producir nanoparticulas, principalmente nanoesferas
matriciales en donde la matriz comprende un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA, después de la
eliminacién del disolvente. En una realizacion particular, el disolvente es un alcohol volatil miscible en agua, por
ejemplo, etanol, y el medio acuoso comprende agua; en esta realizacion, la solucion o suspension hidro-organica
resultante es especialmente util para su aplicacion topica en la piel o el pelo de un sujeto en donde las
nanoparticulas se forman en la superficie de la piel o el cabello después de la evaporacién de una parte del etanol.

De modo alternativo, dichas nanoparticulas pueden ser producidas in situ sin necesidad de someter a la suspension
de nanoparticulas obtenida a un tratamiento para eliminar el disolvente organico. Para tal objetivo, la soluciéon o
suspension organica del copolimero, preferiblemente una solucién o suspension organica en donde el disolvente del
copolimero es un disolvente no volatil miscible en agua (como alcohol no volatil miscible en agua, por ejemplo, PG, o
un disolvente no volatil miscible en agua que no sea alcohol), que contiene el semiéster de alquilo (C4-C4) de un
copolimero de PVM/MA se prepara mezclando dicho semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA con
dicho disolvente organico, y posteriormente mezclando dicha solucion o suspension organica que contiene el
copolimero con un medio acuoso, como un medio que comprende agua, por ejemplo agua, preferiblemente agua
bidestilada, o un fluido corporal, por ejemplo, el fluido gastrointestinal, etc., y, en consecuencia, las nanoparticulas
auto-ensambladas in situ (SANP) se forman directamente. En esta realizacion, no es necesario eliminar el disolvente
debido a la cantidad minima residual de disolvente no volatil miscible en agua en las SANP en comparacion con el
método de evaporacion del disolvente. De modo ilustrativo, una soluciéon de un semiéster de alquilo (C1-C4) de un
copolimero de PVM/MA, como Gantrez® ES (en donde Gantrez® ES se refiere a Gantrez® ES 225, ES Gantrez®
ES 335 o Gantrez® ES 425), en PG al 5% (p/v) se puede preparar disolviendo 10 g de la solucion etandlica
comercial de Gantrez® ES (50% p/v) en 100 ml de PG; lo que significa que la solucion del 5% de Gantrez® ES en
PG contiene 5% (v/v) de etanol. En el momento en que las nanoparticulas se forman, 1 ml de Gantrez® ES al 5% en
la solucion de PG se mezcla con 10 ml de agua, por lo tanto la concentracion de etanol es 0,225% (v/v), es decir,
una minima concentracion final de etanol en comparacién con la concentracién de etanol en la suspensiéon de
nanoparticulas obtenidas segun el método de eliminacion del disolvente previamente divulgado antes de la
eliminacién del etanol (por ejemplo, por evaporacién), en donde la concentracion de etanol puede ser
aproximadamente de 66,66% (v/v). El bajo nivel de etanol en la formulacion evita el uso de grandes cantidades de
etanol con el fin de obtener la solucién o suspension del copolimero y por lo tanto se puede administrar por via oral
con intervalos de concentracion aceptables de etanol (mejora la biodisponibilidad oral de farmacos) o a través de la
mucosa bucal.

Segun esta realizacion, si la solucién o suspension organica que contiene el copolimero es una solucién o
suspension en donde el disolvente es un poliol no-volatil miscible en agua, por ejemplo, PG, y dicha soluciéon o
suspension de poliol no volatil que contiene el semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA se
administra como tal por una via adecuada que permita el contacto de dicha solucién o suspensién con un fluido
corporal, por ejemplo, via oral, parenteral, rectal, vaginal, o similares, a un sujeto (por ejemplo, un animal como un
ser humano), acto seguido, las nanoparticulas se forman in situ por el auto-ensamblaje de cadenas del semiéster de
alquilo (C+4-Cs4) de un copolimero de PVM/MA en contacto con dicho fluido corporal adecuado que comprende un
medio acuoso.

La concentracion del semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA en la solucién o suspensién organica
(disolvente no volatil miscible en agua) que contiene dicho copolimero puede variar dentro de un amplio intervalo; sin
embargo, en una realizacion particular, la concentracion del copolimero formado por copolimerizacion del semiéster
de alquilo (C4+-C4) del copolimero de PVM/MA en dicha solucidon o suspension organica del copolimero esta
comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,1% y el 30% (p/v), mas preferiblemente entre
el 1% y el 15% (p/v), aun mas preferiblemente entre el 2% y el 10% (p/v); en una realizacion concreta, la
concentracion del semiéster de alquilo (C+-C.) del copolimero de PVM/MA en la solucion organica del copolimero es
de alrededor del 5% (p/v).

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanoesfera matricial que comprende
un producto de interés (POI), donde dicha nanoesfera matricial comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz
un semiéster de alquilo (C+4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico) (PVM/MA) (es decir,
una realizacion particular de las nanoparticulas de la invencion), en lo sucesivo denominado “procedimiento [2] de la
invencién”, que comprende:

[A] poner en contacto una solucidon o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica que comprende dicho POI y dicho
semiéster de alquilo (C+4-C.) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso; o, alternativamente,

[B] poner en contacto una solucién o suspension alcohdlica que comprende dicho POI y dicho semiéster de alquilo
(C4-C4) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso.

El procedimiento [2] de la invencién produce nanoparticulas “cargadas” de la invencion, concretamente, nanoesferas
matriciales cargadas con al menos un producto de interés (POI).
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Segun la opcion [A] del procedimiento [2] de la invencién, una solucidon o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica
que comprende un POI y un semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un
medio acuoso. Esta opcion [A] es particularmente Gtil cuando el POl es un compuesto hidrofilico o anfifilico (en este
caso, el porcentaje de agua debe ser ajustado). Brevemente, una solucion o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica
que comprende un POl y un semiéster de alquilo (C+4-C4) del copolimero de PVM/MA se pueden obtener por medios
convencionales conocidos por expertos en la materia, por ejemplo, mediante el mezclado de una solucién o
suspension alcohdlica de dicho POI (que puede obtenerse mediante la disolucién o suspension del POI en un
alcohol adecuado), o como alternativa, una solucidon o suspension acuosa de dicho POI (que puede obtenerse
mediante la disoluciéon o suspensiéon del POl en un medio acuoso, por ejemplo, un medio que comprende agua,
preferiblemente, agua), con una solucién alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de
PVM/MA en condiciones adecuadas para obtener dicha solucidon o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica que
comprende un POl y un semiéster de alquilo (C4-C.) del copolimero de PVM/MA. Ejemplos ilustrativos, no limitativos,
de dichas condiciones del procedimiento incluyen agitacion, a temperatura ambiente, durante un periodo de tiempo
adecuado, por ejemplo, de 1 a 30 minutos, por lo general, menos de 15 minutos, preferiblemente alrededor de 5
minutos.

Las particularidades del POl se han mencionado anteriormente en la seccién “Definiciones”. Las particularidades del
semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA se han mencionado anteriormente en relacion con el
procedimiento [1] de la invencion, asi como los detalles de la solucién alcohdlica de un semiéster de alquilo (C+4-Ca)
de un copolimero de PVM/MA, por ejemplo, alcoholes, concentracion, etc. En una realizacion particular, el alcohol
presente en la solucioén alcohdlica es el etanol o un poliol como el PG.

Segun la opcion [A] del procedimiento [2] de la invencién, una soluciéon o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica
que comprende un POI y un semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un
medio acuoso, es decir, un medio que comprende agua, que actia como un no disolvente del polimero miscible en
agua, para formar las nanoparticulas cargadas con dicho POI (“nanoparticulas cargadas con POI”). La razén de
volumen entre el disolvente del copolimero (alcohol, por ejemplo, etanol) y el no disolvente (por ejemplo, agua)
[disolvente:no disolvente] puede variar dentro de un amplio intervalo, normalmente entre 1:0,001 (v/v) y 1:5000 (v/v),
preferiblemente entre 1:0,5 (v/v) y 1:1 (v/v). Sin embargo, si la solucién o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica
que comprende un POI y un semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un
medio acuoso “en defecto”, es decir, en donde la cantidad de agua es menor que la cantidad de agua necesaria para
formar las nanoparticulas, también es posible la formacidon de las nanoparticulas cargadas con POI por la
eliminacion de al menos una parte del alcohol, como se menciond anteriormente en relaciéon con una realizacion
particular del procedimiento [1] de la invencion; en este caso, el alcohol debe ser, preferiblemente, un alcohol volatil
miscible en agua, como, por ejemplo, el etanol. Esta realizacion puede ser util para la preparacion de
composiciones, por ejemplo, las composiciones farmacéuticas o cosméticas, para suministrar el POI a través de la
aplicacion topica de las mismas.

Asi, en una realizacién particular, el procedimiento [2] de la invencién, comprende (i) poner en contacto una solucion
0 suspension alcohdlica o hidroalcohdlica que comprende un POI y un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero
de PVM/MA, en donde dicha soluciéon o suspension comprende un alcohol volatil miscible en agua, con un medio
acuoso, para dar lugar a una solucién o suspension hidroalcohdlica que contiene el semiéster de alquilo (C1-C4) de
un copolimero de PVM/MA en donde la cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio
acuoso para formar las nanoparticulas, y (ii) la eliminacién de al menos una porciéon de dicho alcohol con el fin de
formar nanoesferas matriciales que comprenden una matriz, en donde la matriz comprende un semiéster de alquilo
(C4-C4) de un copolimero de PVM/MA.

La solucién o suspension hidroalcohdlica que contiene un semiéster de alquilo (C4+-C4) de un copolimero de PVYM/MA
y un POI en un medio, comprendiendo dicho medio un alcohol volatil miscible en agua y un medio acuoso, donde la
cantidad de medio acuoso es inferior a la cantidad necesaria de medio acuoso para formar las nanoparticulas,
constituye un aspecto adicional de la presente invencion. Dicha solucion o suspension hidro-organica puede
utilizarse para producir nanoparticulas cargadas con POI, principalmente nanoesferas matriciales en donde dicha
matriz comprende un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA, después de la eliminacion del
alcohol. En una realizacion particular, el alcohol es etanol, y el medio acuoso comprende agua; en esta realizacion,
la solucién o suspension hidroalcohdlica resultante es especialmente util para su aplicacion tépica en la piel o el pelo
de un sujeto en donde las nanoparticulas se forman en la superficie de la piel o el cabello después de la evaporacion
de una parte del etanol.

El paso de poner en contacto dicha solucién o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica que comprende dicho POl y
dicho semiéster de alquilo (C+-C4) de un copolimero de PVM/MA con el medio acuoso se realiza a una temperatura
adecuada, normalmente comprendida entre 1°C y 100°C, preferiblemente, entre los 10°C y 40°C, y mas
preferiblemente entre 15°C y 25°C. Posteriormente, si es necesario, la suspensiéon de nanoparticulas cargadas con
POI obtenidas asi se somete a un tratamiento adecuado para eliminar el alcohol con el fin de obtener una
suspension acuosa de nanoparticulas cargadas con POI. La eliminacion del alcohol se puede realizar por métodos
convencionales conocidos por expertos en la materia como, por ejemplo, evaporacion, etc.; en una realizacion
particular, la suspensioén de nanoparticulas cargadas con POl se evapora, preferiblemente bajo presion reducida
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usando un rotavapor, para eliminar el etanol.

Segun la opcion [B] del procedimiento [2] de la invencion, una soluciéon o suspension alcohdlica que comprende un
POl y un semiéster de alquilo (C-C4) del copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un medio acuoso. Esta
opciéon [B] es particularmente util cuando el POl es un compuesto hidrofébico o anfifilico. Brevemente, una
suspension alcohdlica que comprende un POl y un semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA se
obtiene mediante el mezclado de dicho POI con una solucidn alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C4-C4) del
copolimero de PVYM/MA en condiciones adecuadas para obtener dicha suspension alcohdlica que comprende un
POl y un semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas
condiciones de operacion incluyen agitacion, a temperatura ambiente, durante un periodo de tiempo adecuado, por
ejemplo, de 1 a 30 minutos.

Las particularidades del POI se han mencionado anteriormente en la seccion “Definiciones”. Las particularidades del
semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA se han mencionado anteriormente en relacion con el
procedimiento [1] de la invencién, asi como las particularidades de la solucién alcohdlica de un semiéster de alquilo
(C4-C4) de un copolimero de PVM/MA, por ejemplo, alcoholes, concentracion, etc. En una realizacion particular, el
alcohol presente en la solucién alcohdlica es el etanol o un poliol como propilenglicol (PG).

Segun la opcion [B] del procedimiento [2] de la invencidn, una suspensién alcohdlica que comprende un POl y un
semiéster de alquilo (C4-C,) del copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un medio acuoso, es decir, un
medio que comprende agua, que actia como un no disolvente del polimero miscible en agua, para formar las
nanoparticulas cargadas con dicho POI (“nanoparticulas cargadas con POI”). En una realizacion particular, el medio
acuoso comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. La relacién de volumen entre el disolvente
del copolimero (alcohol, por ejemplo, etanol o PG) y el no disolvente (por ejemplo, agua) [disolvente:no disolvente]
puede variar dentro de un amplio intervalo, por lo general entre 1:0,001 (v/v) y 1:5000 (v/v), preferiblemente entre
1:0,5 (v/v) y 1:1 (v/v). Este paso de poner en contacto dicha solucién o suspension alcohdlica que comprende dicho
POI y dicho semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA con el medio acuoso se realiza a una
temperatura adecuada, normalmente comprendida entre 1°C y 100°C, preferiblemente, entre 10°C y 40°C, y mas
preferiblemente entre 15°C y 25°C. Posteriormente, si se desea, la suspension de nanoparticulas cargadas con POI
obtenidas asi se somete a un tratamiento adecuado para eliminar el alcohol con el fin de obtener una suspension
acuosa de nanoparticulas cargadas con POl como se menciond anteriormente en relacion con la opcion [A] del
procedimiento [2] de la invencidon. Cuando el disolvente es PG no es necesaria su eliminacion, ya que puede ser
usado en humanos por via oral.

De modo alternativo, debido a que el semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA puede formar
nanoparticulas auto-ensambladas in situ (SANP), la invencién proporciona un procedimiento adicional para producir
una nanoesfera matricial que comprende un producto de interés (POIl), donde dicha nanoesfera matricial comprende
una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C1-Cs) de un copolimero de poli(metil vinil éter-co-
anhidrido maleico) (PVM/MA) (es decir, una realizacion particular de las nanoparticulas de la invencion), en lo
sucesivo denominado “procedimiento [3] de la invencién”, que comprende poner en contacto una soluciéon o
suspension organica que comprende dicho POl y dicho semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA con
un medio acuoso, en donde dicha solucién o suspension organica comprende un disolvente no volatil miscible en
agua.

El procedimiento [3] de la invencion da lugar a nanoparticulas “cargadas” de la invencién, concretamente,
nanoesferas matriciales auto-ensambladas in situ cargadas con al menos un POI.

Segun el procedimiento [3] de la invencién, una solucidon o suspension organica que comprende un POl y un
semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA en un disolvente no-volatil miscible en agua se pone en
contacto con un medio acuoso. Este procedimiento es particularmente util cuando el POl es un compuesto
hidrofébico, hidrofilico o anfifilico. Brevemente, una solucién o suspension organica que comprende un POl y un
semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA en un disolvente no-volatil miscible en agua se obtiene
mediante el mezclado de una solucion o suspension de dicho POI (que puede obtenerse mediante la disolucion o
dispersion del POl en un disolvente no-volatil miscible en agua) con una solucidon o suspension de dicho semiéster
de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA en un disolvente no-volatil miscible en agua, en condiciones
adecuadas para obtener dicha solucion o suspension que comprende un POI y un semiéster de alquilo (C4-C4) del
copolimero de PVM/MA en un disolvente no-volatil miscible en agua. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas
condiciones del procedimiento incluyen agitacion, a temperatura ambiente, durante un periodo de tiempo adecuado,
por ejemplo, de 1 a 30 minutos, por lo general, menos de 15 minutos, preferiblemente alrededor de 5 minutos. A
pesar de que los disolventes de dichas soluciones o suspensiones, la solucion o suspension del POl y la solucién o
suspension del semiéster de alquilo (C4-Cs4) del copolimero de PVM/MA, pueden ser diferentes, en la practica, se
prefiere que el disolvente de las dos soluciones o suspensiones sea el mismo; en una realizaciéon particular, dicho
disolvente es un poliol como PG.

Las particularidades del POl se han mencionado anteriormente en la seccién “Definiciones”. Las particularidades del
semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA se han mencionado anteriormente en relacion con el
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procedimiento [1] de la invencion.

Como se menciond anteriormente, el disolvente puede ser cualquier disolvente adecuado, como un disolvente no
volatil miscible en agua, en el que el semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA puede estar total o
parcialmente disuelto, preferiblemente un disolvente no volatil miscible en agua y farmacéutica o cosméticamente
aceptable. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de disolventes no volatiles miscibles en agua que pueden ser
utilizados en el marco del procedimiento [3] de la invencidn, incluyen alcoholes no volatiles miscibles en agua, por
ejemplo, PG, PEG, etc., disolventes no volatiles miscibles en agua que no sean los alcoholes, como polioxiglicéridos,
por ejemplo, polioxiglicéridos de caprilocaproilo (Labrasol®), derivados de acidos grasos, por ejemplo, sus derivados
de PG o PEG, etc., y cualquier mezcla de los mismos, por ejemplo, una mezcla de dos o mas alcoholes no volatiles
miscibles en agua, una mezcla de dos o mas disolventes no volatiles miscibles en agua que no sean alcoholes, o
una mezcla de al menos un alcohol no volatil miscible en agua y al menos un disolvente no volatil miscible en agua
que no sea alcohol.

La concentracion de dicho semiéster de alquilo (C+1-C4) del copolimero de PVM/MA en la solucién o suspension que
comprende dicho POI y dicho disolvente no volatil miscible en agua puede variar dentro de un amplio intervalo; sin
embargo, en una realizacion particular, la concentracion del semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA
en dicha solucion o suspension esta comprendida entre el 0,01% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,1% vy el
30% (p/v), mas preferiblemente entre el 1% y el 15% (p/v), aun mas preferiblemente entre el 2% y el 10% (p/v); en
una realizacion concreta, la concentracion del semiéster de alquilo (C+-C) del copolimero de PVM/MA en la solucion
o la suspension organica del copolimero es de alrededor del 5% (p/v).

Segun el procedimiento [3] de la invencidn, una solucion o suspension que comprende un POl y un semiéster de
alquilo (C4-C,) del copolimero de PVM/MA en un disolvente no volatil miscible en agua se pone en contacto con un
medio acuoso, es decir, un medio que comprende agua, para formar las nanoparticulas cargadas con dicho POI
(“nanoparticulas cargadas con POI”) por auto-ensamblaje in situ de las cadenas de copolimero. En una realizacion
particular, el medio acuoso comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. Este paso se realiza a
una temperatura adecuada, normalmente comprendida entre 1°C y 100°C, preferiblemente, entre 10°C y 40°C, y
mas preferiblemente entre 15°C y 25°C.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para producir una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y
capa que comprende un producto de interés (POI), donde dicha nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa
comprende un nucleo y una capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C+-C4) de un copolimero de
PVM/MA (es decir, una realizacion particular de las nanoparticulas de la invencién),de aqui en adelante denominado
“procedimiento [4] de la invencion”, que comprende poner en contacto una soluciéon o suspension que comprende
dicho POI y dicho semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA con un medio acuoso. En una
realizacion particular, la solucién o suspension que comprende un POl y un semiéster de alquilo (C1-C4) de un
copolimero de PVYM/MA se pone en contacto con el medio acuoso en presencia de un tensioactivo.

El procedimiento [4] de la invencion da lugar a nanoparticulas “cargadas” de la invencion, concretamente,
nanocapsulas vesiculares de tipo nucleo y capa cargadas con al menos un POIl. El POI puede estar dentro de la
nanocapsula o adsorbido en la superficie de la capa de la nanocapsula. El POI puede estar en un estado liquido,
semisolido o sélido. En una realizacion particular, dicho POI es un aceite. En otra realizacién particular, dicho POI se
disuelve o dispersa en un disolvente inmiscible en agua. En otra realizacién particular, dicho POI es un farmaco o un
producto cosmético en forma de solucién o suspensiéon oleosa o en forma de una solucién o dispersién en un
disolvente inmiscible en agua.

Segun el procedimiento [4] de la invencidn, una solucion o suspension que comprende un POl y un semiéster de
alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un medio acuoso en presencia de un
tensioactivo. Este procedimiento es particularmente Gtil cuando el POl es un compuesto hidrofébico, hidrofilico o
anfifilico.

Brevemente, una solucién o suspension que comprende un POl y un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de
PVM/MA se obtiene mediante el mezclado de (i) un POI, (ii) un alcohol, y (iii) una solucion alcohdlica de dicho
semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA en condiciones adecuadas para obtener dicha solucién o
suspension que comprende un POl y un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA.

El alcohol que se mezcla tanto con el POI como con la solucion alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C+4-C4) del
copolimero de PVM/MA, en una realizacién particular, puede ser el mismo o, preferiblemente, diferente del alcohol
que constituye la solucién alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA. Ejemplos
ilustrativos, no limitativos, de dicho alcohol incluyen casi cualquier alcohol, preferiblemente, un alcohol farmacéutica
0 cosméticamente aceptable, por ejemplo, un alcohol simple como el etanol, etc., o un poliol, por ejemplo, PG, PEG,
etc., o cualquier mezcla de alcoholes simples, polioles, 0 ambos al menos un alcohol simple y al menos un poliol. El
uso de mezclas de alcoholes puede ser conveniente, dependiendo, entre otros factores, de la solubilidad del
semiéster de alquilo (C4-Cs4) del copolimero de PVM/MA en las mezclas de la fase liquida que comprende el POI (por
ejemplo, un aceite, una solucién o suspension del POl en un disolvente inmiscible en agua, etc.) y el alcohol (o
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mezcla de ellos). En una realizacion particular, el alcohol para ser mezclado tanto con el POl como con la solucion
alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C+4-C4) del copolimero de PVM/MA es el etanol, PG, etc., preferiblemente
PG (cuando la fase liquida que comprende el POI es altamente soluble en PG), o una mezcla de etanol y PG, y el
alcohol que constituye la solucién alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C1-C,) del copolimero de PVM/MA es un
alcohol simple, como el etanol, etc.

Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de las condiciones del procedimiento para obtener la solucién o suspension que
comprende un POl y un semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA incluyen agitacion, a temperatura
ambiente, durante un periodo de tiempo adecuado, por ejemplo, de 1 a 30 minutos, por lo general, menos de 15
minutos, preferiblemente alrededor de 5 minutos.

La relacion POl:copolimero en peso, en donde “copolimero” se refiere a la solucién o suspensién alcohdlica del
copolimero, puede variar dentro de un amplio intervalo; sin embargo, en una realizacién particular, dicha relacion
POl:copolimero, en peso, estd comprendida entre 0,001:1 y 100:1, preferiblemente entre 0,01:1 y 1:1, mas
preferiblemente entre 0,02:1 y 0,05:1.

Las particularidades del POI se han mencionado anteriormente en la seccion “Definiciones”; sin embargo, en este
caso, el POI debe estar en la forma de una soluciéon o suspension en un liquido inmiscible en agua. Asi, en una
realizacion particular, el POl es un aceite, por ejemplo, un aceite esencial. En otra realizacion particular, el POI se
disuelve o dispersa en un disolvente inmiscible en agua, por ejemplo, en un aceite formando asi una solucioén o
suspension oleosa, etc. Por lo tanto, practicamente cualquier POl capaz de ser disuelto o dispersado en un liquido
inmiscible en agua puede ser utilizado en el contexto del procedimiento [4] de la invencién. En una realizacion
concreta, dicho POI es un farmaco o un producto cosmético en forma de una solucién o suspensién oleosa, o en
forma de una solucion o dispersion en un disolvente inmiscible en agua.

Las particularidades del semiéster de alquilo (C1-Cs) de un copolimero de PVM/MA se han mencionado
anteriormente en relacion con el procedimiento [1] de la invencidn, asi como los detalles de la solucién alcohdlica de
un semiéster de alquilo (C+-C4) de un copolimero de PVM/MA, por ejemplo, alcoholes, concentracion, etc. En una
realizacion particular, el alcohol presente en la solucion alcohdlica de dicho semiéster de alquilo (C+-Cs) del
copolimero de PVM/MA es etanol y el alcohol para ser mezclado con el POl y con dicha solucion etandlica del
semiéster de alquilo (C4-C.) del copolimero de PVM/MA es un poliol, preferiblemente PG.

Segun el procedimiento [4] de la invencidn, una solucién o suspension inmiscible en agua que comprende un POl y
un semiéster de alquilo (C+4-C4) del copolimero de PVM/MA, por ejemplo, una solucidn o suspension oleosa, se pone
en contacto con un medio acuoso, es decir, un medio que comprende agua, no disolvente, opcionalmente en
presencia de un tensioactivo, para formar las nanocapsulas vesiculares de tipo nucleo y capa cargadas con dicho
POI (“nanocapsulas vesiculares de tipo nucleo y capa cargadas con POI”). En una realizacion particular, el medio
acuoso comprende agua, preferiblemente, agua destilada o bidestilada. La razén en volumen de la (solucion o
suspension alcohdlica que comprende el POl y el copolimero).fase acuosa puede variar dentro de un amplio
intervalo, por ejemplo, entre 1:500 y 1:1000 (v/v), preferiblemente entre 1:5y 1:10.

Aunque no es necesario el uso de tensioactivos para la produccion de las nanocapsulas de tipo nucleo y capa de la
presente invencion, en la practica puede ser de interés el uso de un tensioactivo, por ejemplo, uno hidrofilico,
hidrofébico o sus mezclas, con el fin de obtener la HLB adecuada. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de los
tensioactivos que pueden ser utilizados en el contexto de la presente invencion incluyen tensioactivos no idnicos, por
ejemplo, los polisorbatos (es decir, liquidos oleosos derivados de sorbitan pegilado esterificados con acidos grasos,
por ejemplo, acido laurico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, etc.; ésteres de sorbitan plano (no-
PEGilado) con acidos grasos suelen ser mencionados por el nombre de “Span”), derivado de polioxietileno de
monolaurato de sorbitan (Tween® 20), derivado de polioxietieno de oleato de sorbitan (Tween® 80), etc.,
tensioactivos anionicos, por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS), etc., copolimeros en bloque a base de éxido de
etileno y 6xido de propileno comercializado como Pluronics® de BASF, alcohol polivinilico (PVA), etc. En una
realizacion particular, el tensioactivo es TPGS (alfa-tocoferol succinato esterificado con PEG1000). La cantidad de
tensioactivo puede variar dentro de un amplio intervalo; sin embargo, en una realizacién particular, la concentracion
de tensioactivo estd comprendida entre el 0,001% y el 50% (p/v), preferiblemente entre el 0,01% y el 10% (p/v), mas
preferiblemente entre el 0,05% y el 5% (p/v).

Ademas, la razon de volumen de (solucién o suspension alcohdlica que comprende el POl y el copolimero):fase
acuosa puede variar dentro de un amplio intervalo, por ejemplo, entre 1:500 y 1:1000 (v/v), preferiblemente entre 1:5
y 1:10.

Este paso se realiza a una temperatura adecuada, normalmente comprendida entre 1°C y 100°C, preferiblemente,
entre 15°C y 50°C.

Si se desea, las nanoparticulas de la invencion, tanto las que se cargan con un POI (nanoparticulas cargadas con

POI) como las que no se cargan (nanoparticulas “vacias”), pueden incorporar un antioxidante, por ejemplo, acido
ascorbico (vitamina C), etc., en su formulacion con el fin de aumentar su estabilidad con respecto a la temperatura y
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la oxidacion. En este caso, dicho antioxidante podria ser co-encapsulado con el POI (cuando sea apropiado) o en el
recubrimiento de las nanoparticulas de la invencion; para lo cual, dichos procedimientos [1] a [4] de la invencién
seran adaptados adecuadamente para incorporar el antioxidante en la formulaciéon de las nanoparticulas, por
ejemplo, mediante la adicion del antioxidante al medio acuoso utilizado para producir las nanoparticulas.

Ademas, si se desea, dichos procedimientos [1], [2], [3] y [4] de la invencion pueden incluir una etapa de secado
para secar la suspensién que contiene las nanoparticulas formadas asi, con el fin de obtener las nanoparticulas de
la invencion, es decir, tanto las nanoparticulas cargadas con POI como las nanoparticulas “vacias”, en forma de
polvo. Esta forma de presentacion de dichas nanoparticulas contribuye a su estabilidad y es ademas particularmente
util para su eventual aplicaciéon en alimentos sélidos, tales como harina, pan, productos de pasteleria, cereales,
leche en polvo, etc., asi como en composiciones y productos cosméticos y/o farmacéuticos.

Practicamente cualquier técnica o método convencional adecuado para el secado de suspensiones que contienen
nanoparticulas puede ser utilizada para realizar esta etapa de secado; sin embargo, en una realizacion particular, el
secado de la suspension que contiene nanoparticulas se lleva a cabo por medio del secado por pulverizacion o por
liofilizacion. Este tratamiento se realiza generalmente mediante la adicion de un agente de proteccion adecuado para
dichas nanoparticulas, como un sacarido, por ejemplo, lactosa, trehalosa, manitol, sacarosa, maltodextrina, glucosa,
sorbitol, maltosa, etc., y mezclas de los mismos a la suspension de las nanoparticulas. Dicho agente de proteccion
protege las nanoparticulas de la invencion frente a la degradacion térmica, asi como la oxidacién durante el
procedimiento de secado.

La razon “semiéster de alquilo (C+-C4) del copolimero de PVM/MA:sacarido” en peso puede variar dentro de un
amplio intervalo; sin embargo, en una realizacién particular, la relacion “semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero
de PVM/MA:sacarido” en peso esta comprendida entre 1 y 1000, preferiblemente alrededor de 1:1-5.

Del mismo modo, en una realizacion particular, la solucidon que contiene el sacarido podria contener ademas un
agente antioxidante, como el acido ascorbico (vitamina C), etc.; en este caso, la relacion “semiéster de alquilo (C+-
C4) del copolimero de PVM/MA: sacarido: agente antioxidante”, en peso podria ser de 1:0,01-1000:0,001-100,
preferiblemente alrededor de 1:5:0,2.

Como se menciondé anteriormente, un experto en la materia entendera que una nanoparticula cargada de la
invencion puede incorporar uno o mas POl en la misma nanoparticula siempre que dichos POl no sean
incompatibles entre si. A tal fin, los procedimientos [1], [2], [3] y [4] seran adecuadamente modificados para
incorporar los POI en la misma solucion alcohdlica (o aceite) que comprende el semiéster de alquilo (C4-C4) del
copolimero de PVM/MA o en la misma solucién hidroalcohdlica o suspensién que comprende el semiéster de alquilo
(C4-C4) del copolimero de PVM/MA o, alternativamente, en diferentes preparaciones.

Las nanoparticulas de la invencién obtenidas de acuerdo con los procedimientos [1], [2], [3] o [4] de la invencion
constituyen un aspecto adicional de la presente invencion.

Aplicaciones

Las nanoparticulas de la invencion tienen un gran numero de propiedades que las hacen potencialmente utiles en
muchas industrias, por ejemplo, en las industrias farmacéutica, cosmética, agricola o alimentaria, como un sistema
para el transporte de productos de interés a diferentes superficies, por ejemplo, bucal, tracto gastrointestinal, cabello,
nasal, oral, rectal, piel, vaginal, etc.

Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas propiedades de las nanoparticulas de la invencién incluyen alta
bioadhesion a la mucosa, alta estabilidad a largo plazo en un medio acuoso, alta eficiencia de encapsulacion de
productos de interés, tales como compuestos pequefios o grandes, hidrofilicos, hidréfobos o anfifilicos, alta eficacia
de encapsulacion de aceites, y/o mejora de la solubilidad en agua de compuestos hidrofébicos.

En una realizacion particular, las nanoparticulas de la invencién permiten la incorporacion de un POI en una
composicion agricola, cosmética, alimenticia o farmacéutica.

Las nanoparticulas de la invencion pueden presentarse en forma de suspension, preferiblemente en un medio
acuoso, o, alternativamente, pueden presentarse en forma de un polvo seco, manteniendo el POI en una condicién
estable y permitiendo su almacenamiento durante largos periodos de tiempo (en particular, para su incorporacion en
preparaciones de comida soélida).

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion, en lo sucesivo “composicién de la invencién”,
que comprende al menos una nanoparticula de la invencion y un vehiculo aceptable en agricultura, cosmética o
farmacéutica o un vehiculo adecuado en alimentacion.

En una realizacion particular, la nanoparticula de la invencién es una nanoparticula “vacia” de la invencion, es decir,
una nanoparticula de la invencion sin un POI, tal como (i) una nanoesfera matricial que comprende una matriz, dicha
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matriz comprende un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA, (ii) una nanocapsula vesicular de
tipo nucleo y capa que comprende un nucleo y una capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C1-Ca)
de un copolimero de PVM/MA, o (iii) una combinacion de (i) y (ii).

En otra realizacion particular, la nanoparticula de la invencién es una nanoparticula “cargada” de la invencion, es
decir, una nanoparticula de la invencion cargada con un POI, como (i) una nanoesfera matricial que comprende un
POl y una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C-C4) del copolimero de PVM/MA, (ii) una
nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa que comprende un POI en el nicleo y una capa, comprendiendo dicha
capa un semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA, o (iii) una combinacion de (i) y (ii). En una
realizacion particular, dicho POI es un POI con actividad agricola, cosmética, nutricional y/o terapéutica. Las
particularidades de dicho producto de interés se han mencionado en la seccién “Definiciones”.

En otra realizacion particular, la composicion de la invencion es una composicion agricola, para lo cual, dicha
composicion comprende una nanoparticula “cargada” de la invencién que comprende un POI susceptible de ser
utilizado en el ambito agricola, en el sentido mas amplio, por ejemplo, un producto fitosanitario para el control de
plagas y patégenos, un agente promotor del crecimiento vegetal, etc., por ejemplo, herbicidas (glifosato, etc.),
insecticidas (por ejemplo, lambda-cialotrina, etc.), fungicidas (por ejemplo, mancozeb), etc., y un vehiculo aceptable
en agricultura que comprende uno o mas excipientes adecuados para su aplicacion; la composicion agricola puede
ser formulada en forma de un gel, suspension, etc., utilizando los vehiculos conocidos por un experto en la materia.

En otra realizacién particular, la composicién de la invencién es una composicién cosmética, para lo cual, dicha
composicion comprende nanoparticulas “vacias” de la invencion, por ejemplo, nanoparticulas vacias para su uso en
productos para el peinado del cabello como fijadores de pelo, para el peinado, etc., o nanoparticulas “cargadas” de
la invencién que comprenden un POI con actividad cosmética o susceptible de ser utilizado con fines cosméticos, o
sus mezclas, y un vehiculo cosméticamente aceptable que comprende uno o mas excipientes adecuados para su
administracion por una via adecuada, como, por ejemplo, por via topica; la composicion cosmética puede ser
formulada en forma de cremas para el cuidado de la piel, lociones, polvos, perfumes, barras de labios, pintaufias y
esmalte de ufas de los pies, maquillaje de ojos y cara, toallitas, productos para permanente, lentes de contacto de
color, coloraciones de cabello, lacas y geles para el cabello, desodorantes, desinfectantes de manos, productos para
bebés, aceites de bafio, espumas de bafo, sales de bafio, suspensiones, mantecas corporales y muchos otros tipos
de productos. Informacién sobre excipientes adecuados para la formulacién de composiciones cosméticas, asi como
sobre la produccién de dichas composiciones cosméticas se pueden encontrar en el libro “Manual de Cosmetologia”,
de Octavio Diez Sales, 12 edicion, 1998, Editorial Videocinco, SA. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de POI
empleados en la industria cosmética incluyen los productos que ya se han mencionado en la seccion “Definiciones”.

En otra realizacion particular, la composiciéon de la invencién es una composiciéon alimenticia tal como una
preparacion de alimentos solidos, liquidos o semi-sélidos, para lo cual, dicha composicion comprende una
nanoparticula “cargada” de la invencion que comprende un POI que tiene actividad nutricional y un vehiculo para su
uso en los alimentos. Alternativamente, la composiciéon de la invencién puede ser incorporada en un producto
comestible; por lo tanto, en otro aspecto, la invencion se refiere a un producto comestible que comprende una
composicion de la invencion, concretamente, una composicion que comprende una nanoparticula “cargada” de la
invencion, comprendiendo dicha nanoparticula un POI que tiene actividad nutricional y un vehiculo para su uso en
los alimentos. El producto comestible se puede encontrar en forma liquida, semisdlida o sdélida. Ejemplos ilustrativos
de los productos comestibles que pueden ser enriquecidos con la composicion de la invencion incluyen leche y sus
derivados (yogures, quesos, cuajadas, etc.), jugos, mermeladas, bolleria y productos de pasteleria, carnes
fermentadas, salsas, etc. Del mismo modo, la composicién de la invencién puede estar incorporada en un producto
alimenticio para animales, por ejemplo, en piensos.

En otra realizacion particular, la composicién de la invenciéon es una composicion farmacéutica, para lo cual, dicha
composicion comprende una nanoparticula “cargada” de la invencion que comprende un POI con actividad
terapéutica o susceptibles de ser utilizada con fines terapéuticos, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable que
comprende uno 0 mas excipientes o vehiculos.

El POI que esta en la nanoparticula “cargada” de la invencion puede ser atrapado o encapsulado dentro de la
nanoparticula (es decir, nanoesfera o nanocapsula) o, alternativamente, el producto de interés puede estar
adsorbido en la superficie de la nanoparticula.

Ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen composiciones de liquidos, sdlidos o semisoélidos.

Las composiciones farmacéuticas comprenderan excipientes adecuados para cada formulacion y seran preparadas
por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia. Los excipientes se elegiran de acuerdo con la
forma de dosificacion farmacéutica seleccionada. Una revision de las diferentes formas de dosificacion
farmacéuticas de los farmacos y de su preparacion puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”,
de C. Fauli i Trillo, 102 edicién, 1993, Luzan 5, SA de Ediciones.

La proporcion del POI incorporado en la nanoparticula “cargada” de la invencion puede variar dentro de un amplio
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intervalo; sin embargo, en una realizacion particular, la relacion peso/peso de copolimero:POIl estda comprendida
entre 1:10 y 1:10°, preferiblemente entre 1:10-3 y 1:103, mas preferiblemente entre 1:0,03 y 1:0,5. Sin embargo, la
proporcion adecuada dependera en cada caso del POl incorporado.

La dosis de las nanoparticulas “cargadas” de la invencion para administrar a un sujeto en necesidad de tratamiento
con el POI puede variar dentro de un amplio intervalo y dependera, entre otros factores, de la naturaleza del POI, su
actividad o potencia, la cantidad de POl en cada nanoparticula, etc.; sélo con fines ilustrativos, la dosis de las
nanoparticulas “cargadas” para ser administradas a un sujeto puede estar comprendida, por ejemplo, entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal, preferiblemente, entre 0,1 y 2 mg por kg
de peso corporal.

En una realizacion particular, dicha composicién farmacéutica se formula como una forma de dosificacion
farmacéutica adecuada para su administracion por cualquier via adecuada, por ejemplo, por via bucal, dental, nasal,
ocular, oral, parenteral, rectal, tdpica o vaginal. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas formas de dosificacion
farmacéuticas incluyen solidos (por ejemplo, capsulas de no gelatina y de gelatina blanda o dura, peliculas
adhesivas, parches adhesivos dentales, supositorios, comprimidos, granulados, microparticulas, etc.), semisolidos
(por ejemplo, cremas, geles, lociones, ungientos, etc.), liquidos (por ejemplo, las suspensiones de soluciones, etc.).
En una realizacién preferida, debido a las propiedades bioadhesivas de las nanoparticulas de la invencién, la
composiciéon farmacéutica esta formulada en forma de una composicion para su administracion a través de una ruta
de acceso a la mucosa.

En una realizacién concreta, la composicion farmacéutica esta formulada como una forma farmacéutica adecuada
para su administracion por via rectal (supositorios) o por via vaginal (6évulos); si se desea, en esta realizacion, las
nanoparticulas pueden formarse cuando la solucion o suspension que comprende el polimero contacta con un fluido
corporal, por ejemplo, el fluido vaginal.

En otra realizacién particular, la composicion farmacéutica se prepara en forma de polvo seco, por ejemplo, como un
liofilizado, junto con un agente crioprotector, para ser reconstituido antes de su uso mediante el mezclado con el
agente de reconstitucion.

En una realizacién concreta, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende:

Componente % En peso respecto al total
Semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA | 0,01 — 99,98
POI 0,01 — 99,98
Excipientes 0,01 - 15,00

Las nanoparticulas “cargadas” de la invencion, en particular, aquellas nanoparticulas cargadas con un POl en donde
dicho POI es un farmaco, pueden usarse en el tratamiento de enfermedades. El farmaco sera elegido en funcion de
la enfermedad a tratar.

Puesto que las nanoparticulas de la invencién pueden formarse in situ, otro aspecto de la invenciéon es una
composicion que comprende:

i. una solucién o suspension que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter—
co-anhidrido maleico) (PVM/MA) y un producto de interés en un medio, comprendiendo dicho medio un alcohol
volatil miscible en agua y un medio acuoso, donde la cantidad de medio acuoso es menor que la cantidad necesaria
de medio acuoso para formar nanoparticulas; y

ii. un vehiculo
La invencion se describe a continuacion por medio de varios ejemplos que ilustran la invencion.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen la produccion de nanoparticulas (nanoesferas matriciales y nanocapsulas de tipo
nucleo y capa), basadas en un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA que pueden incorporar un
producto de interés, por ejemplo, un aceite (por ejemplo, aceite esencial de limén), una proteina (por ejemplo,
seroalbumina bovina), o un farmaco (por ejemplo, ketoconazol, minoxidil o triclosan). Dichos ejemplos ponen de
manifiesto que dichas nanoparticulas poseen alta capacidad de bioadhesién a las mucosas, elevada estabilidad a
largo plazo en medio acuoso, alta eficacia de encapsulacion de productos de interés, tales como compuestos
pequefios o grandes hidrofilicos, hidréfobos o anfifilicos, alta eficacia de encapsulacion de aceites y que estas
nanoparticulas son capaces de mejorar la solubilidad en agua de compuestos hidrofébicos.

A continuacién se describen los materiales utilizados para la producciéon de dichas nanoparticulas.
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Materiales

Como semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de PVM/MA, se utilizaron soluciones etandlicas de Gantrez®
ES comercial; concretamente, soluciones etandlicas de Gantrez® ES (50% p/v) del éster monoetilico (Gantrez® ES
225) y del éster monobutilico (Gantrez ES® 425) del copolimero de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico)
(PVM/MA) y Gantrez® AN 119 [peso molecular (PM): 200.000 (g/mol)] fueron suministrados por International
Specialty Products (ISP, Espaiia).

El quitosano ultra puro soluble en agua (PROTASAN UP CL 113, PM: 50.000-150.000 g/mol) fue suministrado por
NovaMatrix (Noruega).

La albumina sérica bovina marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA), la sonda fluorescente lipofilica
perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametilindocarbocianina y TPGS (alfa-tocoferol succinato esterificado con
polietilenglicol 1000 [PEG 1000]) fueron proporcionados por Sigma (Espaiia).

El triclosan, minoxidil, ketoconazol y el aceite esencial de limén con grado de Farmacopea Europea fueron
suministrados por Fagron (Espafa).

El hialuronato sédico y los triglicéridos de cadena media (Miglyol® 812) fueron suministrados por Fagron (Espafia).

Todos los reactivos quimicos restantes incluyendo los excipientes fueron de grado analitico y suministrados por
Sigma (Espania).

EJEMPLO 1

Preparacién y caracterizacion de nanoparticulas de Gantrez® ES

1.1 Preparacion de nanoparticulas de Gantrez® ES por el método de nanoprecipitacion por desplazamiento del
disolvente

Para la obtencion de nanoparticulas de Gantrez® ES, la solucion etandlica del polimero (50% p/v) del éster
monoetilico (Gantrez® ES 225) y del éster monobutilico (Gantrez® ES 425) del copolimero de poli(metil vinil éter-co-
anhidrido maleico) (PVM/MA) se diluy6é con etanol absoluto a una concentracién del 5% (p/v). Tras esto, las
nanoparticulas se formaron mezclando 5 ml de la solucién de polimero con 10 ml de agua bidestilada como polimero
miscible no disolvente. La suspensiéon de nanoparticulas resultante se evapord a presion reducida usando un
rotavapor (Bichi R-144, Suiza) para eliminar el etanol.

Por otra parte, se obtuvieron las nanoparticulas de Gantrez® ES auto-ensambladas in situ (SANP) con bajo
contenido final de etanol y sin necesidad de evaporacion. Para este fin, una solucion del polimero de poliol no volatil
(propilenglicol) que contenia Gantrez® ES 425 5% (p/v) se prepar6 disolviendo 10 g de solucién alcohdlica de
Gantrez® ES 425 (50% p/v solucion etandlica) en 100 ml de propilenglicol, y posteriormente, 1 ml de la solucién del
propilenglicol - Gantrez® ES 425 (5% p/v) se mezclé con 10 ml de agua bidestilada para obtener las nanoparticulas.
Por ultimo, la suspensiéon acuosa de nanoparticulas anionicas vacias de Gantrez® ES se recogio para su posterior
caracterizacion.

Con el fin de obtener nanoparticulas catiénicas de Gantrez® ES, 15 ml de la suspensiéon hidroalcohdlica de
nanoparticulas de Gantrez® ES (mezcla de 5 ml de solucién alcohdlica (5% p/v) de Gantrez® ES 225 (o Gantrez®
ES 425) y 10 ml de agua bidestilada) o 10 ml de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 obtenidas por la técnica de
preparacion in situ se incubaron con 15 ml de solucién acuosa que contenia quitosano ultra puro soluble en agua
(PROTASAN UP CL 113) a diferentes concentraciones de quitosano (1,25, 2,5 y 5 mg/ml). Después, la mezcla se
dej6 bajo agitacion magnética durante 5 minutos a temperatura ambiente. La suspension de nanoparticulas
resultante se evapord a presion reducida y las nanoparticulas de Gantrez® ES recubiertas con quitosano fueron
recogidas para su posterior caracterizacion.

1.2 Caracterizacion de las nanoparticulas vacias de Gantrez® ES

1.2.1. Tamano, potencial zeta, rendimiento y morfologia de las nanoparticulas

El tamafo y el potencial zeta de las nanoparticulas se determinaron por espectroscopia de correlacion fotdnica y
anemometria electroforética laser Doppler, respectivamente, utilizando un equipo de analisis Zetamaster (Malvern
Instruments, Reino Unido). Las muestras se diluyeron con agua bidestilada y se midieron a 25°C con un angulo de
dispersion de 90°.

El rendimiento del procedimiento de preparacion de las nanoparticulas, que es el porcentaje de polimero

transformado en nanoparticulas, se determiné por gravimetria de las muestras liofilizadas segun lo descrito
previamente [12]. Para este propdsito, las suspensiones acuosas de nanoparticulas se centrifugaron dos veces a
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27.000 x g durante 20 minutos (centrifuga de laboratorio Sigma, Rotor 3336, Biofuge Heraeus, Alemania) y fueron
recogidas y liofilizadas en un liofilizador Genesis 12EL (Virtis, EE.UU.). El porcentaje de rendimiento de las
nanoparticulas (la cantidad de polimero transformado en nanoparticulas) se calculdé como la relacion entre las
muestras de nanoparticulas liofilizadas secas y la cantidad inicial del polimero utilizado para preparar las
formulaciones.

Las caracteristicas morfolégicas de las nanoparticulas se visualizaron por microscopia electronica de barrido (SEM)
en un microscopio digital electrénico de barrido Zeiss DSM 940 (Oberkochen, Alemania) y por microscopia
electrénica de transmision (TEM) en un microscopio electronico Libra Zeiss® 120 (Oberkochen, Alemania).

1.2.2 Resultados

La tabla 1 muestra las principales caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de Gantrez® ES. En general,
las nanoparticulas aniénicas vacias de Gantrez® ES preparadas a partir de Gantrez® ES 225 (GES-NP1) y
Gantrez® ES 425 (GES-NP2) mostraron un tamafio homogéneo que fue de alrededor de 140 nm (GES-NP1, GES-
NP2 y GES-NP auto-ensambladas) y una carga superficial negativa de aproximadamente -60 mV. El porcentaje de
rendimiento de las nanoparticulas fue muy alto para todas las formulaciones (alrededor del 98%). Por otro lado, el
recubrimiento con quitosano de las nanoparticulas de Gantrez® ES aumenté significativamente el tamafio de las
particulas siendo de alrededor de 200 nm en comparaciéon con las no recubiertas (p <0,05). Las nanoparticulas
recubiertas con quitosano (GES-NP-Q 1,25, GES-NP-Q 2,5 y GES-NP-Q 5) mostraron un tamafio homogéneo con
una carga superficial positiva. Se comprob6 que al aumentar la cantidad de quitosano unido a la superficie de las
nanoparticulas, tanto el tamafo de las particulas como la carga superficial positiva aumenté significativamente (P
<0,05).

Tabla 1
Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de Gantrez® ES.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

aTamaiio (nm), (tDE) | °PDI | *Potencial Zeta | “% de rendimiento, (+DE)
(mV), (+DE)
GES-NP1 137,08 (1,37) 0,115 | -62,6 (0,92) 98,32 (1,21)
GES-NP2 145,03 (1,88) 0,213 |-66,21 (1,03) 97,11 (3,3)
GES-NP auto-ensambladas | 131,91 (2,54) 0,100 | -55,11 (2,11) 97,13 (1,27)
GES-NP-Q 1,25 187,43 (4,22) 0,118 | +20,48 (1,81)" 97,11 (1,98)
GES-NP-Q 2,5 198,97 (5,32)" 0,121 +24,08 (1,81)* 99,80 (3,30)
GES-NP-Q 5 220,30 (8,15)" 0,143 | +42,82 (0,62)* 97,99 (2,02)

GES-NP1: Nanoparticulas de Gantrez® ES obtenidas a partir del polimero Gantrez® ES 225

GES-NP2: Nanoparticulas de Gantrez® ES obtenidas a partir del polimero Gantrez® ES 425

GES-NP-Q: Nanoparticulas de Gantrez® ES 225 recubiertas con diferentes cantidades de quitosano

@ La determinacion del tamafo de las nanoparticulas (nm) se realizé por espectroscopia de correlacion fotonica
b indice de polidispersion

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 Porcentaje de nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

* P <0,05; Nanoparticulas recubiertas de quitosano frente a nanoparticulas control (GES-NP) (t de Student).

Las nanoparticulas de Gantrez® ES resultaron ser esféricas y homogéneas cuando se examinan por SEM y TEM
[Figuras 1Ay 1B (GES-NP1)].

1.3 Estudio de estabilidad de las nanoparticulas

1.3.1 Estudios de estabilidad a corto y largo plazo.

Con el fin de estudiar la tasa de degradacion de las nanoparticulas de Gantrez® ES en diferentes condiciones, se
monitorizd la estabilidad mediante el ensayo por turbidimetria a 405 nm, segun un estudio publicado previamente
[13]. Para tal efecto, se llevd a cabo un estudio comparativo de la estabilidad a corto plazo entre las diferentes
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concentraciones de suspensiones acuosas de nanoparticulas de Gantrez® ES 225 (10 y 20 mg de
nanoparticulas/ml) y Gantrez® AN 119 a temperatura ambiente. Se utilizaron como referencia en este estudio
nanoparticulas de Gantrez® AN 119 no reticuladas [8] porque Gantrez® AN 119 (ISP, Espafia) ha sido considerado
como un polimero insoluble en agua.

Por otro lado, el estudio de estabilidad a largo plazo (aproximadamente durante 3 meses) de la suspension acuosa
nanoparticulas de Gantrez® ES 225 y Gantrez® AN (10 mg/ml) se realizd6 a diferentes temperaturas (4°C,
temperatura ambiente (18-22°C) y 37°C).

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y los datos fueron representados como la media y la DE. El
tamafio de las nanoparticulas fue monitorizado durante el estudio, y, por ultimo, se realizé microscopia electrénica
de barrido (SEM) para investigar los cambios en la morfologia de las formulaciones de nanoparticulas en el estudio
de estabilidad a corto plazo.

1.3.2 Resultados

La figura 2 muestra la tasa de degradacion de las nanoparticulas de Gantrez® ES 225 y Gantrez® AN durante 24
horas a temperatura ambiente (25°C) a dos concentraciones diferentes (10 y 20 mg/ml) y su correspondiente
microscopia electronica de barrido (SEM) para investigar los cambios en la morfologia de las nanoparticulas. En
general, las nanoparticulas de Gantrez® ES 225 demostraron una mayor estabilidad y una menor tasa de
degradacion en el medio acuoso en comparacion con las nanoparticulas de Gantrez® AN, independientemente de la
concentracion de polimero. Durante las primeras 5 horas, ambos tipos de nanoparticulas demostraron una
estabilidad similar. Sin embargo, las nanoparticulas de Gantrez® AN comenzaron a mostrar descenso vertiginoso de
su perfil de degradacion después de las 5 horas y se encontraron totalmente degradadas a las 6-8 horas después de
la incubacion. El tiempo de retraso (es decir, el momento en que la turbidez empieza a disminuir) de las
nanoparticulas de Gantrez® AN fue de alrededor de 5 horas. Las imagenes de SEM de la figura 2 muestran las
nanoparticulas de Gantrez® AN totalmente degradadas y en la imagen C se observa Unicamente una pelicula
polimérica. Por otro lado, el tamafo de las nanoparticulas de Gantrez® AN aumenté significativamente de 200 a 400
nm durante las primeras 5 horas de incubacion (figura 3). Después de eso, el tamafio de las nanoparticulas no se
pudo detectar ya que se produjo la hidrdlisis de las nanoparticulas de Gantrez® AN formando una solucién de
polimero libre de Gantrez® S (forma soluble en agua de Gantrez® AN).

En el caso del estudio de estabilidad a largo plazo (figura 4), se ha observado que las nanoparticulas de Gantrez®
ES mostraron mayor estabilidad a diferentes temperaturas, en comparacion con las nanoparticulas de Gantrez® AN.
La tasa de degradacién de las nanoparticulas de Gantrez® AN aumenta al aumentar la temperatura y el tiempo de
retraso de degradacion estuvo en el intervalo de 2 a 24 horas de incubacion. En el caso de las nanoparticulas de
Gantrez® ES, no se observd degradacion a 4°C o a temperatura ambiente. Sin embargo, a 37°C, la estabilidad
representada por el tiempo de retraso de degradacion para nanoparticulas de Gantrez® ES fue de aproximadamente
350-400 veces mas largo que para nanoparticulas de Gantrez® AN.

EJEMPLO 2

Preparacién y caracterizacion de nanocapsulas de Gantrez® ES conteniendo aceites

2.1 Preparacién de nanocapsulas de Gantrez® ES conteniendo aceites

Con el fin de preparar nanocapsulas de Gantrez® ES cargadas con un aceite liquido, se incorporé a nanocapsulas
vesiculares poliméricas de Gantrez® ES aceite esencial de limén por el método de desplazamiento de disolvente.
Para este fin, 0,5 ml de aceite esencial de limén (marcado con la sonda fluorescente lipofilica perclorato de 1,1'-
dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina), y 0,5 ml de propilenglicol se mezclaron con 10 ml de una solucién
etandlica de Gantrez® ES 425 con una concentracion de polimero de 25 mg/ml. Después de esto, la solucion del
polimero y el aceite se vertid en 30 ml de una fase acuosa (medio) que contenia un tensioactivo, concretamente
TPGS (succinato de d-alfa tocoferol-polietilenglicol 1000) al 1% (p/v). Las formulaciones control fueron preparadas
mediante la adicién de una solucidon etandlica del aceite esencial de limoén sin el polimero Gantrez® ES 425. A
continuacion, la suspension de nanocapsulas resultante se evaporé a presion reducida usando un rotavapor (Blchi
R-144, Suiza) para eliminar el etanol. La suspension acuosa final de nanocapsulas Gantrez® ES 425 cargadas de
aceite esencial de limoén fueron recogidas para su posterior caracterizacion.

2.2 Caracterizacion de las nanocapsulas de Gantrez® ES

El tamaiio, potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de las nanocapsulas se determinaron
como se describe en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulaciéon del aceite esencial de limén
marcado con fluorescencia, 2 ml de aceite inmiscible en agua (Mygliol® 812) se afiadieron a 0,5 ml de nanocapsulas
de Gantrez® ES 425 para extraer el aceite libre mediante agitacion a temperatura ambiente durante 10 minutos. La
cantidad de aceite libre fue analizada por espectrofluorimetria con una longitud de onda de excitacion de 540 nm y
una longitud de onda de emision de 580 nm (GeNios, TECAN, Groedig, Austria). Para tal fin, se realizaron rectas de
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calibrado con soluciones estandar de aceite esencial de limén marcado con la sonda fluorescente lipofilica perclorato
de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina en un intervalo de concentraciones desde 0,05 hasta 2,5 ug/ml
(r = 0,996). Por ultimo, las formulaciones fueron visualizadas por microscopia de fluorescencia (Olympus modelo
CH40, Olympus, Espafria).

2.3 Resultados

La tabla 2 describe las principales caracteristicas fisico-quimicas de las nanocapsulas Gantrez® ES 425 cargadas
con un aceite liquido (aceite de limén). Se observd que el aceite esencial de limén volatil se encapsulé de manera
eficaz en las nanocapsulas de Gantrez® ES 425 y que el porcentaje de aceite encapsulado fue de aproximadamente
82%. El tamafio de las nanocapsulas de Gantrez® ES fue homogéneo (alrededor de 212 nm) mostrando un
potencial zeta de carga negativa. Por otra parte, las formulaciones control preparadas sin el polimero Gantrez® ES
mostraron una estabilidad menor y por lo tanto una separacion de fases de la fase oleosa, y el tamafo de las gotas
de aceite en la formulacion control fue heterogéneo oscilando entre 5y 15 um. Esta caracteristica fue observada por
microscopia de fluorescencia de las dos formulaciones (figura 5).

Tabla 2

Caracteristicas fisico-quimicas de las nanocapsulas de Gantrez® ES 425 cargadas con aceite esencial de limén y la
formulacion control.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

cPotencial % de |®% de eficacia de
aTamario (nm), (xDE) | ®PDI rendimiento, encapsulacion del
Zeta(mV), (+DE) (xDE) aceite de limon
GES-NC 212,31 (3,11) 0,206 | -65,11 (1,05) 93,12 (1,45) 82,7 (3,77)
Emulsion oleosa | 1352,30 (100,47)* 0,667 | -23,61 (1,72) - 1,11 (0,19)

GES-NC: Nanocapsulas de Gantrez® ES 425 marcadas con fluorescencia cargadas con aceite esencial de limon.
Emulsion oleosa: Formulacion sin el uso de polimero Gantrez® ES 425 (control negativo).

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.

b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 El porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

¢ % de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de aceite de limén encapsulado en nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 en relacion con la cantidad inicial de aceite de limoén utilizado.

* P <0,05 Nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas frente a la formulacién control (emulsion oleosa) (t de Student).
EJEMPLO 3

Preparacién y caracterizacion de nanoparticulas de Gantrez® ES mediante secado por pulverizacion.

Para este fin, 50 ml de una solucion etandlica de Gantrez® ES 425 (50 mg/ml) se mezclaron con 100 ml de agua
destilada para formar las nanoparticulas de Gantrez® ES. Se afadieron diferentes tensioactivos a la suspension
hidroalcohdlica de nanoparticulas como el dodecilsulfato de sodio (SDS) (100 mg), Pluronic® F68 [copolimero de
bloque de 6xido de etileno/6xido de propileno] (100 mg) o Tween® 80 [polioxietileno (20) de monooleato de sorbitan]
(7,5 mg). Por ultimo, 7,5 g de manitol se afiadieron como excipiente. Para obtener un polvo seco de las
nanoparticulas de Gantrez® ES, la suspension se secd por pulverizacion mediante un Mini Spray Dryer Biichi B191
(Buchi Labortechnik AG, Suiza) bajo las siguientes condiciones:

temperatura de entrada: 90°C,
temperatura de salida: 60°C,
flujo: 600 I/h, y

aspirador al 90% de la capacidad maxima.
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Durante el procedimiento la suspensién de nanoparticulas se mantuvo bajo agitacién moderada. El polvo recuperado
fue almacenado en viales de vidrio cerrados a temperatura ambiente para su posterior caracterizacion como en el
ejemplo 1.

La tabla 3 describe las principales propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 obtenidas
después de secado por pulverizacion de la suspensiéon de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 con diferentes
excipientes. El rendimiento del procedimiento de secado por pulverizacion se calculé como la diferencia entre el
peso del polvo seco obtenido del aparato de secado por pulverizacion (spray dryer) y el peso teorico inicial de los
componentes anadidos. El polvo seco de las nanoparticulas obtenidas del secado por pulverizacién se dispersé
facilmente en agua y los tamafios obtenidos fueron homogéneos con unos indices de polidispersion aceptables (0,2-
0,3). El tamario de las nanoparticulas obtenidas después de la suspension de la muestra en agua bidestilada fue de
alrededor de 230 nm con una carga superficial negativa. El rendimiento del procedimiento de secado por aspersion o
pulverizacion fue de alrededor del 80% del sélido seco tedrico inicialmente utilizado.

Tabla 3

Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 obtenidas mediante secado por
pulverizacion.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

a . °Potencial Zeta (mV),|%% de rendimiento del
Tamafio (nm), (+DE) | © PDI (xDE) ™ procedimiento, (+DE)

GES-NP 231,27 (3,11) 0,263 | -62,71 (0,64) 76,36 (3,45)

GES-NP-SDS | 216,03 (1,56) 0,213 -74,01 (0,60) 77,93 (5,55)

GES-NP-T 235,23 (2,20)* 0,311]-78,02 (0,72)* 81,05 (2,89)

GES-NP-P 230,06 (4,82)* 0,338 | -64,31 (0,59) 88,12 (4,11)

GES-NP: Nanoparticulas de Gantrez® ES obtenidas a partir de Gantrez® ES 425.

GES-NP-SDS: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 conteniendo SDS.

GES-NP-T: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 conteniendo Tween® 80.

GES-NP-P: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 conteniendo Pluronic® F68.

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.
b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

* P <0,05 Nanoparticulas por secado por pulverizacion con excipientes (GES-NP-SDS, GES-NP-T y GES-NP-P)
frente a nanoparticulas control (GES-NP) (t de Student).

EJEMPLO 4

Encapsulacién de albumina sérica bovina como modelo de molécula grande en nanoparticulas de Gantrez® ES

4.1 Encapsulacion de BSA en nanoparticulas de Gantrez® ES

Una proteina marcada con fluorescencia se utiliz6 como un modelo de molécula grande para ser incorporada en
nanoparticulas de Gantrez® ES. Con este fin, se utilizaron diferentes cantidades de albumina sérica bovina marcada
con isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA) (0,5, 1 y 2,5 mg/250 mg de Gantrez® ES 425). La proteina se disolvid
en 1 ml de agua destilada y luego se afadié a 5 ml de una solucién etandlica de Gantrez® ES 425 (50 mg/ml). La
solucion se dejo6 bajo agitacion magnética durante 5 minutos a temperatura ambiente, y luego se afiadieron 9 ml de
agua destilada para formar las nanoparticulas. La suspension de nanoparticulas resultante se evapord a presion
reducida usando un rotavapor (Blchi R-144, Suiza) para eliminar el etanol. La suspension acuosa final de las
nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con FITC-BSA fue recogida para su posterior caracterizacion.

4.2 Caracterizacion de nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con FITC-BSA
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El tamanio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparaciéon de nanoparticulas se determinaron
como se describe en el ejemplo 1. Con el fin de calcular la eficacia de encapsulacion de FITC-BSA en las
nanoparticulas de Gantrez® ES, las suspensiones de nanoparticulas se centrifugaron a 27.000 x g durante 20
minutos. Después, la cantidad de FITC-BSA libre fue analizada en los sobrenadantes y la cantidad de proteina
encapsulada se calculé a partir de la cantidad inicial de proteina utilizada. A tal fin, las curvas de calibracién fueron
preparadas con soluciones estandar FITC-BSA en un intervalo de concentracion de 1 a 50 ug/ml (r = 0,996). El
ensayo se realizd por espectrofluorimetria a 485 nm (longitud de onda de excitacion) y 535 nm (longitud de onda de
emision) (GeNios, TECAN, Austria). Las nanoparticulas recién preparadas que contenian FITC-BSA se depositaron
sobre portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma, Espafia) y se visualizan por microscopia de fluorescencia
(Olympus modelo CH40, Olympus, Espafria).

4.3 Resultados

La tabla 4 describe las principales caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas
con FITC-BSA. Se observé que la encapsulacion de FITC-BSA en nanoparticulas de Gantrez® ES produjo un
aumento significativo en el tamario de las nanopatrticulas, pero no afect6 a la carga superficial de las nanoparticulas.
La eficacia de encapsulacion fue de aproximadamente 96%, lo que indica la alta capacidad de las nanoparticulas de
Gantrez ® ES para incorporar grandes moléculas como las proteinas. La microscopia de fluorescencia de las
nanoparticulas de Gantrez® ES FITC-BSA corroboré la alta incorporacién de FITC-BSA en el interior de la matriz
polimérica de las nanoparticulas (figura 6).

Tabla 4
Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con FITC-BSA.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

} Potencial  Zeta % N de|°% de eficacia de
aTamafrio (nm), (xDE) | ® PDI (mV), (+DE) rendimiento, encapsulacion de FITC-
s (xDE) BSA, (#DE)
GES-NP 122,31 (3,73) 0,109 | -59,93 (3,45) 97,61 (1,21) -
NP-BSA-0,5 | 133,30 (1,47)* 0,130|-60,51 (1,43) 98,52 (1,71) 96,11 (3,12)
NP- BSA-1 | 143,47 (1,59)* 0,132|-61,10 (0,86) 96,31 (2,13) 97,34 (1,69)
NP-BSA-2,5| 176,67 (0,74)* 0,109 | -62,21 (0,02) 97,79 (2,82) 95,88 (3,45)

GES-NP: Nanoparticulas de Gantrez® ES obtenidas a partir de Gantrez® ES 425.

NP-BSA-0,5, NP-BSA-1 y NP-BSA-2.5: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con FITC-BSA, con diferentes
cantidades de FITC-BSA.

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.
b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

¢ % de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de proteina encapsulada en nanoparticulas de Gantrez
® ES 425 en relacion con la cantidad inicial utilizada.

* P <0,05 Nanoparticulas cargadas con FITC-BSA frente a nanoparticulas control (GES-NP) (t de Student).

Este ejemplo muestra que se consiguio una alta eficacia de encapsulacion (aproximadamente el 97%) de un gran
compuesto hidrofilico (BSA).

EJEMPLO 5

Encapsulacion de rodamina B como modelo de farmaco hidrofilico pequefio en nanoparticulas de Gantrez® ES

Se prepararon nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con rodamina B mediante la adicion de la molécula
fluorescente hidrofilica (1 mg) pre-disuelta en 1 ml de agua bidestilada en 5 ml de una solucién etandlica Gantrez®
ES 425 (50 mg/ml). La solucion se dejé bajo agitacion magnética durante 5 minutos a temperatura ambiente, y luego

se afiadieron 9 ml de agua destilada para formar las nanoparticulas. La suspension de nanoparticulas resultante se
evaporo a presion reducida usando un rotavapor (Blichi R-144, Suiza) para eliminar el etanol. La cantidad de RBITC
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[isotiocianato de rodamina B] cargada en las nanoparticulas se determind por colorimetria a 540 nm (Labsystems
iEMS Reader MF, Finlandia). La cantidad de RBITC cargada se calculé como la diferencia entre la concentracion
inicial afiadida y la concentracion medida en los sobrenadantes después de la centrifugacion. Se estudio la
liberacioén in vitro de RBITC de las nanoparticulas de acuerdo con un protocolo modificado descrito en otra parte
[18]. Para tal efecto, 1 ml de la suspensién de nanoparticulas se mezcldé con 3 ml de solucién salina tamponada de
fosfato (PBS) de pH 7,4 y se dejo bajo agitacion a 37 + 1°C. En diferentes intervalos de tiempo, las nanoparticulas
fueron recogidas usando tubos de dialisis Vivaspin® 100.000 MWCO (Vivaspin, Alemania). Los dializados fueron
analizados para cuantificar la cantidad de rodamina B liberada por colorimetria a 540 nm.

Las nanoparticulas de Gantrez® ES mostraron una alta capacidad para asociar pequefias moléculas hidrofilicas
como rodamina B (tabla 5). La eficacia de encapsulacién fue de 99% de la cantidad inicial de rodamina B afiadida.
Por otro lado, la encapsulacion de rodamina B aumento significativamente el tamafio de las nanoparticulas (tabla 5)
sin ningun tipo de influencia en la carga superficial de las nanoparticulas.

Tabla 5

Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con rodamina B.

Datos expresados como media + DE (n = 6).

@Tamafio (nm) ‘Potencial  Zeta % de | % de eficacia de
| 2 PDI rendimiento, encapsulacion de rodamina B
(xDE) (mV), (xDE) (+DE) (+DE)
GES-NP 129,11 (5,03) 0,119 -60,03 (1,33) 96,69 (2,91) -
GESNP-RB | 143,50 (1,81)* |0,145]|-60,51 (3,43) 98,52 (1,71) 99,11 (1,18)

GES-NP: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 a partir de Gantrez® ES 425.

GESNP-RB: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con rodamina B.

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.
b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

¢ % de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de rodamina B encapsulada en nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 en relacion con la cantidad inicial utilizada.

* P <0,05; Nanoparticulas cargadas con rodamina B frente a las nanoparticulas control (GES-NP) (t de Student).
EJEMPLO 6

Encapsulacion de ketoconazol como modelo de farmaco antifungico hidrofébico en nanoparticulas de Gantrez® ES
para aplicaciones de liberacién tépica y por via mucosa

6.1 Produccion de nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con ketoconazol (KTZ)

Con el fin de investigar la capacidad de las nanoparticulas de Gantrez® ES para atrapar moléculas hidrofébicas, fue
seleccionado el ketoconazol como molécula hidrofébica insoluble en agua. El ketoconazol es un agente antifingico
imidazolico, con caracteristicas de solubilidad muy baja en disolventes comunes como el agua y alcoholes. Se
optimizé en primer lugar la seleccion de una apropiada relacion de ketoconazol:polimero (p/p) que se necesita para
disolver los cristales del farmaco y para obtener nanoparticulas homogéneas libres de cristales de farmaco. A tal
efecto, 200 mg de KTZ fueron resuspendidos en diferentes volimenes de etanol absoluto (10, 15 y 20 ml) como
soluciéon control o en los mismos volimenes de soluciones etandlicas de Gantrez® ES 425 (50 mg/ml). Las
nanoparticulas de Gantrez® ES se produjeron mediante la adicién del correspondiente volumen de agua bidestilada
(2:1 (v/v) agua/soluciéon de polimero) para soluciones alcohdlicas de Gantrez® ES que contienen KTZ. Al mismo
tiempo, los volumenes similares de agua bidestilada fueron afiadidos a la solucion etandlica de KTZ (control negativo
sin el polimero para investigar el efecto solubilizante de Gantrez® ES). La suspension de nanoparticulas resultante o
las soluciones hidroalcohdlicas que contenian KTZ se evaporaron bajo presion reducida usando un rotavapor (Biichi
R-144, Suiza) para eliminar el etanol. Por ultimo, las suspensiones acuosas de nanoparticulas de Gantrez® ES
cargadas con KTZ y la suspensién acuosa de KTZ sin el polimero se recogieron para su posterior caracterizacion y
cuantificacion de contenido de farmaco.
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6.2 Caracterizacion de las nanoparticulas KTZ

El tamafo, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de preparacion de las nanoparticulas se
determinaron como se describe en el ejemplo 1. Se utilizé la fluorescencia y microscopia optica para investigar la
presencia de cristales en la suspension de nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con KTZ resultante. A tal
efecto, las nanoparticulas cargadas con KTZ y las de farmaco libre fueron tratadas del mismo modo y fueron
visualizadas por microscopia electronica de barrido (SEM). Ademas, las nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas
con KTZ se dejaron a temperatura ambiente durante 2 meses, y después se investigd la morfologia de las
nanoparticulas por SEM. La cantidad de farmaco encapsulado en las nanoparticulas se determiné mediante
espectrofotometria UV a 257 nm (Shimadzu 1203 UV-VIS). Con el fin de cuantificar la cantidad de KTZ en la
suspension de nanoparticulas o en la suspensién de KTZ libre sin el polimero Gantrez ® ES, todas las muestras de
formulaciones recién preparadas se evaporaron a presion reducida para eliminar el etanol, y luego 1 ml de las
muestras por ftriplicado, se centrifugd a 20.000 rpm durante 25 minutos. Después de eso, 0,5 ml de los
sobrenadantes se diluyeron con metanol y se analizaron por espectrofotometria a 257 nm [14]. Al mismo tiempo, los
precipitados de las nanoparticulas que se dejaron a 37°C durante 2 dias para evaporar el agua residual y luego las
formulaciones que contenian KTZ se disolvieron en 1 ml de metanol y se analizaron a 257 nm. Las curvas de
calibracion se realizaron disolviendo 25 mg de KTZ en 100 ml de metanol. Los puntos de la curva de calibracion (5-
30 pg/ml) fueron preparados a partir de esta solucién estandar.

6.3 Resultados

De los resultados que se muestran en la tabla 6, se puede concluir que las nanoparticulas de Gantrez® ES muestran
una alta capacidad para encapsular moléculas de farmacos insolubles en agua como ketoconazol. La eficacia de
encapsulacion fue de aproximadamente el 97% de la cantidad inicial de KTZ afadida. La cuantificacion de los
resultados obtenidos para la suspensién acuosa que contenia el precipitado cristalino obtenido después de la
precipitacion de KTZ de la solucién alcohdlica indicé que la solubilidad en agua de KTZ fue de alrededor de 11
pug/ml, que fue similar a los datos anteriormente publicados [15]. El aspecto del precipitado en esta muestra control
negativa fue totalmente cristalino.

Por otra parte, la asociacion de nanoparticulas de Gantrez® ES con KTZ (NPGES-KTZ1, NPGES-KTZ2 y NPGES-
KTZ3) disminuyo la carga superficial negativa en comparacion con las de control (GES-NP). Los tamafos de las
nanoparticulas que contenian KTZ con diferentes concentraciones de polimero fueron homogéneos (alrededor de
200 nm), que indic6 la ausencia de cristales de farmaco que eran de alrededor de 2-10 um. Estos cristales de
farmaco fueron observados Unicamente tras el tratamiento de soluciones alcohdlicas de KTZ tratadas del mismo
modo que las soluciones alcohdlicas de Gantrez® ES que contenian KTZ utilizadas para formar las nanoparticulas.
Este hecho fue observado después de la visualizacion de los cristales de KTZ y de nanoparticulas de Gantrez® ES
cargadas con KTZ por SEM) (figura 7). Resultados similares de SEM se obtuvieron a partir de las nanoparticulas
que se dejaron a temperatura ambiente durante al menos 2 meses en los que no se observd crecimiento o la
formacion de cristales (figura 7C). Estos resultados indican que las nanoparticulas de Gantrez® ES aumentan la
solubilidad de farmacos hidrofébicos, como KTZ

Tabla 6
Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con ketoconazol.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

do,
@Tamafio  (nm), 5pD| °Potencial Zeta reﬁdimiento del. % de eficacia de
(xDE) (mV), (xDE) (+DE) ’ encapsulacion de KTZ (+DE)
GES-NP 142,13 (2,07) 0,109 | -58,43 (3,63) 98,19 (1,81) -
NPGES-KTZ1 | 217,98 (4,00)* 0,211|-51,31 (0,64) 99,32 (2,13) 96,13 (1,67)
NPGES-KTZ2 | 205,12 (3,11)* 0,223 |-49,12 (1,85) 99,32 (2,13) 97,66 (2,03)
NPGES-KTZ3 | 234,03 (2,50)* 0,190 | -50,99 (2,09) 99,32 (2,13) 98,29 (1,00)

GES-NP: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 obtenidas a partir de Gantrez® ES 425.

NPGES-KTZ1: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con ketoconazol (200 mg de KTZ y 500 mg de
Gantrez® ES 425).

NPGES-KTZ2: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con ketoconazol (200 mg de KTZ y 750 mg de
Gantrez® ES 425).

NPGES-KTZ3: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con ketoconazol (200 mg de KTZ y 1000 mg de
Gantrez® ES 425).

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730 119 T3

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.
b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler

9 Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

¢ % de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de KTZ encapsulado en nanoparticulas de Gantrez® ES
425 en relacion con la cantidad inicial utilizada.

* P <0,05; Nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con ketoconazol frente a nanoparticulas control (GES-NP) (t de
Student).

EJEMPLO 7

Encapsulacion del triclosan (TRI) como modelo de farmaco antimicrobiano hidrofébico en nanoparticulas de
Gantrez® ES para la liberacion tépica y por via mucosa

7.1 Produccion de nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con triclosan

Con el fin de obtener nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con ftriclosan (TRI), se utilizaron diferentes
cantidades de triclosan (TRI). Para tal fin, 12 y 20 mg de TRI fueron disueltos en 5 ml de solucién etandlica de
Gantrez® ES 425 de 40 mg/ml. Las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 fueron fabricadas mediante la adicion de 10
ml de agua bidestilada. Después de esto, el disolvente organico (etanol) se evapor6 a presion reducida usando un
rotavapor (Blchi R-144, Suiza), y la concentracion final total de TRI en estas nanoparticulas fue de 0,12% o 2%
(p/v). Las suspensiones acuosas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 que contienen TRI fueron recogidas para
su posterior caracterizacion y cuantificacion del contenido de farmaco.

Por otro lado, la técnica de auto-ensamblaje in situ fue utilizada para obtener nanoparticulas de Gantrez® ES 425
cargadas con TRI con el fin de evitar el paso de la evaporacién del etanol y obtener una suspension de
nanoparticulas final con un bajo contenido de etanol. Con este fin, se preparé una solucion del polimero (Gantrez®
ES 425) a una concentracion del 5% (p/v) en propilenglicol (PG) (solucion de GES-PG). Después, se preparé una
solucion del TRI para disolver la correspondiente cantidad de TRI en una solucién del polimero en propilenglicol
(solucion de TRI-PG). La solucion GES-PG y la solucion del TRI-PG se mezclaron (solucion de GES-TRI-PG).
Después de esto, las nanoparticulas que contenian TRI fueron formadas por la adicién de la solucién de GES-TRI-
PG al agua (10 ml).

Al mismo tiempo, la misma concentraciéon de TRI fue utilizada en ambas técnicas (desplazamiento del disolvente y
técnica de autoensamblaje in situ), pero sin utilizar Gantrez® ES 425, para su uso como control para verificar el
efecto adyuvante en la solubilidad de las nanoparticulas de Gantrez ES ® 425 en TRI.

7.2 Caracterizacion de nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con triclosan.

El tamanio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de la preparacion de nanoparticulas se determinaron
como se describe en el ejemplo 1. Se utilizd microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia de
fluorescencia para investigar la presencia de cristales en la suspension resultante de nanoparticulas de Gantrez®
ES 425 cargadas de TRI y en las formulaciones de control negativo (es decir, sin Gantrez® ES 425). La cantidad de
farmaco encapsulado en las nanoparticulas se midié mediante espectrofotometria UV a 280 nm [9] (Shimadzu 1203
UV-VIS). Con el fin de cuantificar la cantidad de TRI en la suspensién de nanoparticulas, todas las muestras de
nanoparticulas de Gantrez® ES 425 se evaporaron a presion reducida para eliminar el etanol o directamente se
analizaron en el caso de las formulaciones de TRI-PG. Para tal fin, 1 ml de las muestras (por triplicado) se centrifugd
a 20.000 rpm durante 20 minutos. Después de esto, 0,5 ml de los sobrenadantes se diluyeron con metanol y se
analizaron por espectrofotometria UV a 280 nm. Los puntos de la curva de calibracion (10-40 pg/mL) fueron
preparados a partir de esta solucién estandar.

7.3 Resultados

Los resultados se muestran en la tabla 7. En vista de dichos resultados, se puede concluir que las nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 mostraron una alta capacidad para encapsular una molécula farmacéutica insoluble en agua,
como el triclosan (TRI). La eficacia de encapsulacion fue de aproximadamente el 97% de la cantidad inicial de TRI
afiadida en el caso de las nanoparticulas obtenidas por el método de desplazamiento de disolvente. Sin embargo, la
eficacia de encapsulacion se redujo significativamente (82%) en el caso de las nanoparticulas obtenidas por la
técnica de auto-ensamblaje. Los tamafios de las nanoparticulas que contenian TRI a diferentes concentraciones
fueron homogéneos (alrededor de 140 nm), lo que indico la ausencia de cristales de farmaco que fueron de
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alrededor de 50 a 200 um (figura 8A). Esta caracteristica fue observada después de la visualizacion de los cristales
del TRI (formulaciones control negativo) y las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas de TRI mediante SEM
(figura 8B). Estos resultados indicaron que las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 mejoraban la solubilidad acuosa
de un farmaco hidrofébico, como el TRI, debido a la ausencia de cristales de farmaco en la formulacién de
nanoparticulas. Sorprendentemente, después de la adicion de una determinada cantidad de agua (que fue mayor a
la cantidad necesaria para obtener las nanoparticulas) sobre la solucion alcohdlica de TRI sin Gantrez® ES 425, el
TRI precipitd en forma de fase oleosa no cristalina y formé una emulsion con particulas oleosas de gran tamanio.
Este aceite pudo ser visualizado tanto por SEM (figura 8C) como por microscopia de fluorescencia para la emulsion
de TRI marcada con la sonda fluorescente lipofilica perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3"-tetrametilindocarbocianina
(figura 8D). La fase oleosa del TRI fue de alta densidad en agua y precipitdé como una capa oleosa después de la
coalescencia de las gotas de aceite.

Tabla 7
Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con TRI.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

a . . . 9% de|®% de eficacia de
(I%T?EBE) bpp| (rlj]c\)};er}TSIE)Zeta rendimiento, encapsulacion de TRI
(& (& (+DE) (+DE)
GES-NP (113%’91)1 0,119|-57,11 (2,34) |97.25 271) |-
NPGES-TRI 142,21
0,12 (1.17)" 0,211 -59,21 (1,34) 99,32 (2,63) 96,13 (1,67)
NPGES-TRI 141,12
0.2 (2,50)" 0,200 | -54,18 (1,23) 97,12 (2,05) 97,66 (2,03)
NPGES-TRI- |112,22 .
PG 0,2 (3,07) 0,190 | -56,99 (2,09) 95,32 (3,16) 82,29 (1,00)

GES-NP: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 a partir de Gantrez® ES 425.

NPGES-TRI 0,12: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con triclosan (concentracion final de farmaco al
0,12% p/v en la suspension de nanoparticulas).

NPGES-TRI 0,2: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con triclosan (concentracion final de farmaco al
0,2% p/v en la suspension de nanoparticulas).

NPGES-TRI-PG: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 auto ensambladas cargadas con triclosan.

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.
b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 Porcentaje de nanoparticulas formado a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

¢ % de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de TRI encapsulado en nanoparticulas de Gantrez® ES
425 en relacion con la cantidad inicial utilizada.

* P <0,05; Nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con triclosan frente a las nanoparticulas control (GES-NP) (t de
Student).

* P <0,05; Nanoparticulas de NPGES-TRI-PG frente a NPGES-TRI (t de Student).
EJEMPLO 8

Encapsulacién de minoxidil (MXD) como modelo de farmaco hidrofébico en nanoparticulas de Gantrez® ES para
aplicaciones en la caida del cabello

8.1 Produccion de nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con MXD

Las nanoparticulas de Gantrez ES® cargadas con MXD fueron preparadas como se describié anteriormente para las
nanoparticulas de Gantrez ES® cargadas con KTZ (ejemplo 6). A tal efecto, 200 mg y 250 mg de MXD se
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disolvieron en 5 ml de una solucién etandlica o en 5 ml de una solucién etandlica de Gantrez® ES 425 (50 mg/ml).
Las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD fueron fabricadas por la adicion de 10 ml de agua
bidestilada a 5 ml de la solucion alcohdlica Gantrez® ES 425 bajo agitacion magnética. La suspension de
nanoparticulas resultante o la solucion hidroalcohdlica resultante que contenia MXD fueron evaporadas a presion
reducida usando un rotavapor (Blichi R-144, Suiza) para eliminar el etanol. Por ultimo, las suspensiones acuosas de
nanoparticulas de Gantrez® ES 425 que contenian MXD fueron recogidas para su caracterizacion y cuantificacion
del contenido de farmaco. Por ultimo, se afiadieron diferentes excipientes usados como plastificantes compatibles
con el polimero (Gantrez® ES) incluyendo propilenglicol, PEG400 (polietilenglicol con un peso molecular (PM) de
400 Da), y glicerol (10% (v/v)).

8.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de MXD

El tamanio, el potencial zeta y el rendimiento del procedimiento de produccién de las nanoparticulas se determinaron
como se describe en el ejemplo 1. Con el fin de estudiar la estabilidad fisica de las formulaciones, las nanoparticulas
de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD se dejaron bajo condiciones agresivas y de alta temperatura (37°C durante
1 mes) para controlar el crecimiento de cristales o fendmenos de precipitacion en los recipientes tanto de
polipropileno como de vidrio. El tamafio y el aspecto general de las formulaciones se revisaron todos los dias.
Ademas, la caracterizacidon macroscopica y microscopica (microscopia optica y electronica de barrido) se utilizé para
investigar la apariencia y las propiedades fisicas de peliculas secas de nanoparticulas poliméricas que contenian
MXD o formulaciones comerciales. Con este fin, 200 pl de la muestra [2% (p/v) de MXD] se aplicaron sobre una
superficie de plastico y luego las muestras fueron secadas a 37°C para simular los fenédmenos que ocurren después
de su aplicacién en el cuero cabelludo. Las formulaciones utilizadas fueron nanoparticulas de Gantrez® ES 425
conteniendo MXD con diferentes excipientes (propilenglicol, PEG 400 y glicerol), una formulacién comercial de MXD
que contiene etanol, propilenglicol, EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y agua (Lacovin® 2%), una formulacion
comercial que contiene gamma-ciclodextrinas, propilenglicol, etanol y agua (Alopexy® 2%). Estas formulaciones se
aplicaron sobre una superficie seca y su aspecto fue monitorizado macroscépica y microscépicamente. Por ultimo, la
cantidad de farmaco encapsulado en las nanoparticulas se analizé mediante espectrofotometria UV a 286 nm
(Shimadzu 1203 UV-VIS). Con este fin, 1 ml de las muestras (por triplicado) de nanoparticulas de Gantrez® ES 425
se centrifugd a 20.000 rpm durante 25 minutos. Después de esto, 0,5 ml de los sobrenadantes se diluyeron con
etanol y se analizaron por espectrofotometria UV a 286 nm [16].

8.3 Resultados

En general, las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD con o sin excipientes mostraron un tamafio
homogéneo pequefio de alrededor de 130 nm (PDI 0,1) con potencial zeta de carga negativa (-54 mV). La eficacia
de encapsulacion fue considerablemente alta en ambas formulaciones, una cargada con 200 mg de MXD vy la otra
cargada con 250 mg de MXD, y fue de alrededor del 70% de la cantidad inicial de MXD afiadido (tabla 8). En el
estudio de estabilidad fisica de las formulaciones, el seguimiento diario del tamafio y la visualizacién macroscopica
durante 30 dias bajo las condiciones fisicas agresivas no indicaron ningin cambio en el tamafio (figura 9) o
precipitados en los recipientes de polipropileno o vidrio. Estos resultados confirmaron que el MXD no-encapsulado
quedaba disuelto en la suspension acuosa de las nanoparticulas.

Tabla 8
Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD.

Datos expresados como media + DE (n = 6)

“Tamafio | ypp | °Potencial Zeta :ﬁdimiento e eeor/wocapcsjﬁlacigfrimcac;:;a MWD
(nm), (+DE) (mV), (+DE) (+DE) ’ DE)
D ES-MXD (112,%8)4 0,100|-54,67 (1,95) |96,35(391)  |72,57 (5,14)
DESMXD (113(1)72)1 0,116|-56,11 (2,54) |9532(517) | 68,51 (7,67)
DoESMXD | 132 (3,60) | 0,113]-55,10 (324) | 98,82 (2.09)  |68,37(893)
DoESMXD | 127 (2,60) | 0,136|-55,99 (2.08) | 95,09 (4.16) | 63,92 (3,56)
D ES-MXD (114 %72)1 0,192|-58,27 (2,94) |96,62(1,55)  |68,51 (5,57)
DooeSMXD | 139 2,74y | 0,204|-59,14 (1,29) | 98,18 (0.04) | 68,37 (1,55)
Do SMXD | 145 (1,08 | 0,190|-57,99 (009) | 9552 (295) | 6392 (3,07)
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NPGES MXD-200: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con minoxidil con 200 mg de MXD
NPGES MXD-250: Nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con minoxidil con 250 mg de MXD

PG, G y PEG: Excipientes anadidos a las formulaciones de nanoparticulas, concretamente, propilenglicol (PG),
glicerol (G) o polietilenglicol 400 (PEG).

@ Determinacion del tamafio de las nanoparticulas (nm) por espectroscopia de correlacion foténica.
b indice de polidispersion.

¢ Determinacion del potencial zeta mediante anemometria electroforética laser Doppler.

9 Porcentaje de las nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial del polimero utilizado.

¢ % de eficacia de encapsulacion: Porcentaje de la cantidad de MXD encapsulado en nanoparticulas de Gantrez®
ES 425 en relacion con la cantidad inicial utilizada.

* P <0,05; GES-MXD 200 frente a GES-MXD 200 de nanoparticulas control [nanoparticulas de Gantrez® ES
obtenidas a partir Gantrez® ES (GES-NP)] (t de Student).

Por otra parte, un ensayo de visualizacion macroscopica y microscopica se realizé para las nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 que contenian MXD (2%) con diferentes excipientes, una formulaciéon comercial de MDX que
contenia etanol, propilenglicol y agua (Lacovin® 2%), y una formulacion comercial que contenia gamma-
ciclodextrinas, propilenglicol, etanol y agua (Alopexy® 2%). La figura 10 muestra los aspectos macroscopico y
microscopico de las formulaciones aplicadas. En esta figura, el aspecto de las muestras antes de su secado era
lechosa para las formulaciones de nanoparticulas y transparente para los productos comerciales. Sin embargo,
después de 2 horas de secado, se observé una pelicula cristalina en los productos comerciales con una capa de
cristales grandes y blancos visible. Por otra parte, las muestras de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 que
contenian PEG 400 o propilenglicol mostraron una pelicula adhesiva transparente sin ningun tipo de observacion de
precipitado cristalino grande. Las muestras que contienen nanoparticulas de Gantrez® ES 425 con glicerol tenian un
aspecto elegante ligeramente lechoso sin precipitado cristalino. Ademas, las nanoparticulas de Gantrez® ES 425
cargadas con MXD sin excipientes mostraron un aspecto de una pelicula seca delgada agrietada, pero sin ningun
tipo de cristales visibles (figura 10). Ademas, las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD con
diferentes excipientes (NPGES-MXDG, NPGES-MXD PEG y NPGES-MXD PG) no formaron una pelicula seca
después de 12 horas. Sin embargo, se observaron precipitados secos a las 2 horas para los productos comerciales y
a las 4 horas para las de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD, sin excipientes. El examen microscépico confirmé
los resultados macroscépicos, es decir, cristales grandes fueron observados en los productos comerciales Lacovin®
y Alopexy® en las primeras 2 horas. Hubo diferencias significativas entre los aspectos de la pelicula residual de las
formulaciones de nanoparticulas MXD. En este contexto, las nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con MXD
sin excipientes mostraron una pelicula estriada de facil rotura (NPGES-MXD). Este fendmeno no se observo para las
peliculas secas de las nanoparticulas de MXD que contenian excipientes como propilenglicol, glicerol o PEG.
Ademas, no se observaron grandes cristales para ninguna de las peliculas secas que contenian las formulaciones
de nanoparticulas MXD.

La figura 11 muestra el SEM realizado para las formulaciones de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con
MXD vy las formulaciones comerciales de MXD. Los datos obtenidos de esta figura correlacionaban exactamente y
confirmaban los resultados mostrados en la figura 10. Para los productos comerciales (Lacovin® y Alopexy®), se
observaron precipitados de grandes cristales. Por otra parte, no se observaron grandes cristales para las
formulaciones de nanoparticulas MXD (NPGES/MXD, NPGES/MXD G, NPGES/MXD PG y NPGES/MXD PEG).
Tanto las formulaciones de nanoparticulas de MXD sin excipientes (NPGES/MXD) como las nanoparticulas de MXD
con glicerol (NPGES/MXD G) mostraron la presencia de una pelicula homogénea que contenia las nanoparticulas
con una distribucion de tamafio homogéneo. Sorprendentemente, no se detectaron nanoparticulas en las peliculas
secas que contenian nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas de MXD con PG o PEG, que podia deberse a la
solubilidad de los polimeros en estos excipientes después de la evaporacion del agua. Es importante sefialar que se
observaron algunos precipitados grandes (capas de pelicula polimérica) en la formulacion que contenia PEG 400 lo
que puede estar relacionado con la interaccion de algunos grupos carboxilicos del polimero con el PEG. Son
necesarias mas investigaciones para identificar el tipo y la naturaleza de este precipitado. Por ultimo, todas las
peliculas tenian una apariencia elegante, con textura luminosa adhesiva pegajosa.

EJEMPLO 9

Afinidad bioadhesiva de nanoparticulas de Gantrez® ES por el cabello

El objetivo de este estudio fue investigar la capacidad adhesiva de nanoparticulas de Gantrez® ES por el cabello.
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Con este fin, se utilizaron nanoparticulas de Gantrez® ES 425 marcadas con fluorescencia con rodamina B. Se
prepararon nanoparticulas de Gantrez® ES 425 cargadas con rodamina B mediante la adicion de la molécula
fluorescente hidrofilica (200 ng) previamente disuelta en 200 ul de agua bidestilada en 5 ml de una solucion
etandlica de Gantrez® ES 425 (50 mg/ml). La solucion se dejoé bajo agitacion magnética durante 5 minutos a
temperatura ambiente y, a continuacion se agregaron 9,3 ml de agua destilada para formar las nanoparticulas. La
suspension de nanoparticulas resultante se evapord a presion reducida usando un rotavapor (Blchi R-144, Suiza)
para eliminar el etanol y la cantidad de rodamina B encapsulada en nanoparticulas de Gantrez® ES 425 se analizo
tal como se describe en el ejemplo 5. Segin Wood, se afiadieron 500 pl de glicerol a la suspensién acuosa de
nanoparticulas para conseguir 10 ml de volumen final de la suspension de nanoparticulas con una concentracion de
glicerol al 5% (v/v). Para el ensayo de adhesion, pelo negro normal de mujer (100 cm de longitud) se lavé con jabon
y agua caliente (70°C) durante 5 minutos. Luego, el pelo fue cortado en porciones de 5 cm de largo y se dividié en
dos grupos (M1 y M2). Las muestras de pelo se secaron con aire caliente con ayuda de un secador de pelo durante
5 minutos. Después de esto, el cabello seco se sumergié en nanoparticulas de Gantrez® ES 425 marcadas con
fluorescencia durante 30 segundos, y después se dejo secar a temperatura ambiente. Tras el secado, el pelo del
grupo M1 se visualizé6 mediante fluorescencia y microscopia electronica de barrido (SEM). La muestra de cabello del
grupo M2 se lavd de nuevo con jabdn y agua caliente (70°C) durante 5 minutos y luego se visualizé mediante
fluorescencia y SEM tal como se ha descrito para el grupo M1. Con el fin de cuantificar la cantidad de nanoparticulas
adheridas al cabello en ambos grupos (M1 y M2), el pelo se digiri6 en NaOH 3 M para disolver las nanoparticulas
poliméricas que se habian adherido al pelo y para extraer la rodamina B. La cantidad de la fraccion de
nanoparticulas adheridas al pelo fue analizada por espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda de excitacion) y
580 nm (longitud de onda de emisién) (GENios, TECAN, Groedig, Austria) con el fin de estimar la fraccion de
nanoparticulas adheridas al pelo. Los datos fueron representados por la fraccion adherida de 1 mg de pelo o por cm?
de superficie del cabello.

Se ha comprobado que la cantidad de la fraccion adherida en las muestras de pelo fue de alrededor de 9,5 ug de
nanoparticulas/cm? de superficie del pelo para el grupo M1. En el otro grupo de muestras de cabello (M2), aunque se
redujo la cantidad de fraccién adherida de las nanoparticulas debido al lavado del cabello, se encontraron
nanoparticulas todavia adheridas a la superficie del cabello (3,5 pg de nanoparticulas/cm? de superficie del pelo). La
fluorescencia y la SEM (figuras 12 y 13), confirmaron una afinidad adhesiva inicial alta de las nanoparticulas de
Gantrez® ES 425 a la superficie del cabello. Ademas, la pelicula seca de las nanoparticulas adheridas a la superficie
del cabello en el grupo M1 resistio el lavado y las condiciones de alta temperatura y las nanoparticulas se
mantuvieron adheridas a la superficie del cabello tal como se ve en el grupo M2. Ademas, el aspecto del cabello que
contenia la pelicula de nanoparticulas de Gantrez® ES 425 era elegante, transparente, brillante y no mostré ningun
residuo negro después del secado.

EJEMPLO 10

Estudio de afinidad a la mucosa ex vivo de nanoparticulas de Gantrez® ES en mucosa bucal porcina

10.1 Ensayo cuantitativo de bioadhesion

Con el fin de estudiar la capacidad de bioadhesion (bioadhesividad) y la afinidad por la mucosa de las
nanoparticulas de Gantrez® ES, se utilizaron mucosa bucal porcina y superficie dorsal de la lengua recién
obtenidas. Con este fin, se obtuvieron cabezas de porcino de un matadero local y la mucosa bucal o la mucosa
dorsal de la lengua se aislaron quirdrgicamente. El epitelio se limpiod de los tejidos conectivos subyacentes con
ayuda de un bisturi quirGrgico y se cortaron areas circulares de 2 cm?. Luego, las muestras de tejido fueron
almacenadas en PBS a 4°C y se utilizaron en el plazo de 2 horas. El tejido se sujetd entre unas bridas planas de los
compartimentos de las celdas de Franz y se depositaron diferentes muestras de las formulaciones de nanoparticulas
en el compartimiento dador. En este caso, las formulaciones de nanoparticulas fueron de 500 plL de:

(i) una suspension acuosa de nanoparticulas de Gantrez® ES 225 marcadas con fluorescencia con rodamina B
preparadas como en el ejemplo 9, sin el uso de glicerol,

(i) una suspensién acuosa de nanoparticulas de Gantrez® ES 225 AN marcadas con fluorescencia con rodamina
B,

1 nanoparticulas de Gantrez marcadas con riuorescencia resuspendiaas en gel de nialuronato ae sodio
rticulas de Gantrez® ES 225 d fl i did | de hial to d di
(0,75% piv), y

(iv) nanoparticulas de Gantrez® AN marcadas con fluorescencia resuspendidas en gel de hialuronato de sodio
(0,75% piv).

Para la aplicacion de las muestras en la superficie de la mucosa, un lado del compartimiento dador (1 cm? del tejido)

fue expuesto a 500 pl de suspension acuosa de nanoparticulas sélo durante 30 segundos con agitacion turbulenta
para simular las condiciones bucales de un enjuague bucal. Luego, las muestras se retiraron del compartimento y las
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formulaciones fueron expuestas a 75 ml de fluido salival simulado [19] - [20] a 37°C durante 6 horas. En el caso de
las aplicaciones del gel de hialuronato sédico, la cantidad equivalente de nanoparticulas incorporadas en el gel de
hialuronato se dejo en el compartimiento. Las muestras de tejido fueron retiradas a diferentes intervalos de tiempo y
un area de 1 cm?, que fue expuesto a la muestra durante el experimento, fue cortada y aislada. La cantidad de
nanoparticulas adheridas fue analizada tal como se ha descrito previamente [12]. Brevemente, cada segmento de la
mucosa fue digerido con 2 ml de NaOH 3 M durante 24 h. Las muestras se diluyeron en 3 ml afiadiendo NaOH 3 M,
se agitdé con vortex durante 10 minutos y se centrifugd a 2.000 x g durante 30 minutos. Por ultimo, la cantidad de
rodamina B fue cuantificada por espectrofluorimetria a 540 nm (longitud de onda de excitacion) y 580 nm (longitud
de onda de emision) (GENios, TECAN, Groedig, Austria) con el fin de estimar la fraccion de nanoparticulas
adheridas a la mucosa. Las curvas patron del estudio de bioadhesién fueron preparadas por adicion de soluciones
de rodamina B en NaOH 3 M (0,05-1 pg/ml) con tejido de control (r> 0,996).

10.2 Visualizacion del tejido por microscopia de fluorescencia

La distribucion de las formulaciones de nanoparticulas de Gantrez® ES 225 cargadas con rodamina B en la mucosa
bucal y en la lengua fueron visualizadas por microscopia de fluorescencia. A tal fin, se retiraron las muestras de la
superficie de la mucosa expuesta a las diferentes formulaciones y se lavaron con PBS a las 2,5 horas después de la
exposicion. Entonces, la mucosa fue cortada en trozos pequefios con unos bisturis quirdrgicos y se trataron con un
medio de procesamiento de tejido OCT (temperatura de corte 6ptima) (Sakura, Paises Bajos) y congelados en
nitrégeno liquido. Las muestras de tejido fueron cortadas en secciones longitudinales de 5 um en un criostato (2800
Frigocut E, Reichert-Jung, Alemania), se adhirieron a los portaobjetos recubiertos previamente de poli-L-lisina
(Sigma, Espafia) y almacenados a -20°C antes de su visualizacién por microscopia de fluorescencia.

10.3 Resultados

La figura 14 representa la cantidad acumulada de la fraccion adherida de formulacion de nanoparticulas (NP) por
cm? de tejido (ug de NP/cm? de tejido) para los copolimeros Gantrez® ES 225 y Gantrez® AN tanto en la mucosa
bucal porcina como en la mucosa dorsal de la lengua. En general, las nanoparticulas de Gantrez® ES 225 (NP
GESR) mostraron una mayor capacidad adhesiva que las nanoparticulas de Gantrez® AN (NP GANR). Sin
embargo, ambos tipos de nanoparticulas mostraron una fuerza de adhesion inicial similar en el momento 0 (0 horas).
A 1, 2,5, 4 y 6 horas, las fracciones adheridas acumuladas de las nanoparticulas de Gantrez® ES 225, en ambos
tipos de mucosa porcina, fueron aproximadamente 2-3 veces mayor que las fracciones adheridas acumuladas de las
nanoparticulas de Gantrez® AN (P <0,05). En el caso de las formulaciones en gel que contenian las nanoparticulas,
se observé que el gel de hialuronato mejoraba la capacidad adhesiva inicial de las nanoparticulas de Gantrez® ES
225 (GEL NPGESR) aproximadamente 2 veces mas que la suspension de nanoparticulas de Gantrez® ES en el
tiempo 0. Ademas, en 1, 2,5, 4 y 6 horas, se observd una mejora considerable de la capacidad bioadhesiva en el gel
que contenia las nanoparticulas de Gantrez® ES 225. Sorprendentemente, este fendmeno no se observé en el caso
de las formulaciones en gel que contenian las nanoparticulas de Gantrez® AN (GEL NPGANR), en donde no se
encontraron diferencias significativas entre suspensiones acuosas (NP GANR) y el gel que contenia las
nanoparticulas de Gantrez® AN (GEL NPGANR).

La figura 15 muestra las imagenes de microscopia de fluorescencia de ambos tejidos de la mucosa bucal después
de 0,5y 2,5 h de la administracion de las formulaciones de nanoparticulas marcadas con fluorescencia. El tejido
control (sin la formulaciéon de nanoparticulas) mostré una baja intensidad de fluorescencia en el tejido (figura 15B).
Las nanoparticulas de Gantrez® ES cargadas con rodamina B mostraron una alta intensidad de fluorescencia en la
capa mucosa de la mucosa bucal a las 0,5 horas de la incubacion del tejido con fluido salival (figura 15C), que fue
similar a las 2,5 h (figura 15E). Por otro lado, la intensidad de fluorescencia en los tejidos de las nanoparticulas de
Gantrez® AN se redujo desde 0,5 hasta 2,5 horas después de la incubacion que fue aproximadamente similar a la
del control a las 2,5 horas después de la administracion (figuras 15 D y 15F). Estos datos confirman que Gantrez®
ES 225 tiene una mayor afinidad y mayor tiempo de residencia en la mucosa bucal que las nanoparticulas de
Gantrez® AN. Ademas, se observo que, en todos los casos, las nanoparticulas no penetraban en el tejido sub-
mucosa.

La figura 16 muestra las imagenes de microscopia de fluorescencia de la superficie de la mucosa dorsal de la lengua
a las 2,5 h de la administracion de formulaciones de nanoparticulas marcadas fluorescentemente. En un tejido
(mucosa dorsal de la lengua porcina), que es similar al tejido de la mucosa bucal, las nanoparticulas de Gantrez®
ES 225 (figuras 16C y 16D) mostraron una mayor afinidad y un mayor tiempo de residencia que las nanoparticulas
de Gantrez® AN (Figura 16 B).

Discusién general de los ejemplos 1-10

Los inventores han optimizado el método de evaporacion del disolvente y la técnica de auto-ensamblaje in situ para
la produccion de nanoparticulas bioadhesivas (nanoesferas matriciales o nanocapsulas de capa) fabricadas con un
semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA.

En este contexto, se ha encontrado, sorprendentemente, que la mezcla de un disolvente aceptado para el uso
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farmacéutico o cosmético tal como el etanol o un poliol (por ejemplo, el propilenglicol) que contiene dicho semiéster
de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA, con una solucién acuosa, que contiene opcionalmente uno o mas
excipientes, permitio la formacion espontanea de las nanoparticulas con un tamafio pequefio muy homogéneo. En el
caso del método de evaporacion del disolvente, el tamafio promedio de las nanoparticulas asi obtenidas fue de
alrededor de 125-145 nm, tipicamente alrededor de 130 a 135 nm, con un alto rendimiento de produccioén (alrededor
del 98%).

Ademas, ha sido posible obtener nanoparticulas auto-ensambladas in situ (SANP) a base de dicho semiéster de
alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA. Esta técnica de auto-ensamblaje in situ permite la formacion in situ de
las nanoparticulas y la encapsulacion de un producto de interés (POI) en dichas nanoparticulas en el momento en
que el semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA se pone en contacto con un medio acuoso, por
ejemplo, agua, o un fluido corporal, tal como el fluido del tracto gastrointestinal.

La sencillez del procedimiento de la produccién de las nanoparticulas de la invencion (basado en el uso de un
semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA) reduce el costo a escala industrial debido a la
simplicidad para obtener dichos nanosistemas sin el uso de ningun aparato especial descrito para nanosistemas
basados en otros derivados de PVM/MA, por ejemplo, copolimeros de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico)
(PVM/MA) (Gantrez® AN).

Una ventaja importante de las nanoparticulas de la invencion consiste en que la estabilidad a largo plazo (tasa de
degradacién) en medio acuoso de dichas nanoparticulas de la invencién es mas alta que la de los nanosistemas de
Gantrez® AN (figura 2), es decir, las nanoparticulas de la invencion muestran una menor tasa de degradacion que la
de los nanosistemas de Gantrez® AN en un estudio de estabilidad a largo plazo en un medio acuoso.

Se han aplicado técnicas de emulsificacion para obtener nanosistemas de Gantrez® AN que muestran estabilidad a
corto plazo en los estudios de estabilidad de esos nanosistemas en medio acuoso debido a la hidrélisis de Gantrez®
AN a Gantrez® S. Del mismo modo, en un medio acuoso, estas nanoparticulas se disuelven muy rapido. La
estabilizacion de los nanosistemas de Gantrez® AN en medios acuosos requiere una modificacién quimica con
compuestos de poliaminas, agentes reticulantes toxicos, tales como 1,3-diaminopropano (DP), o moléculas
inmunogénicas tales como albumina sérica bovina (BSA). La adicion de DP solamente mejora débilmente la
estabilidad de las nanoparticulas de Gantrez® AN en PBS obteniendo una velocidad de hidrolisis del 20% en 2
horas frente a un 40% para las nanoparticulas de Gantrez® AN no reticuladas. Otras desventajas de la reticulacion
de las nanoparticulas de PVM/MA incluyen el aumento significativo del tamafio medio de las nanoparticulas y la
drastica disminucion de la capacidad bioadhesiva de los nanosistemas. Sin embargo, las nanoparticulas de la
invencion no necesitan reticulacion, y, en consecuencia, dichas nanoparticulas pueden ser comercializadas en forma
de una suspension acuosa, sin la necesidad de utilizar moléculas reticulantes toxicas, liofilizacién u otras técnicas de
secado. Ademas, pueden ser facilmente incorporadas en muchas formas de dosificacion (por ejemplo, liquidas,
semisolidas o sdlidas) que son ampliamente utilizadas en la industria cosmética y farmacéutica.

Las nanoparticulas de la invencién han demostrado una alta capacidad para encapsular los diferentes tipos de
moléculas, tales como compuestos hidrofilicos grandes, por ejemplo, BSA (ejemplo 4) y compuestos hidrofilicos
pequerios, por ejemplo, rodamina B (ejemplo 5). Sin embargo, se han descrito algunas dificultades en relacion con la
capacidad de las nanoparticulas de Gantrez® AN para la incorporacién de farmacos hidrosolubles en la fase
organica del polimero (una solucion de Gantrez® AN en acetona). Como es conocido, los farmacos hidrosolubles no
son solubles en acetona y pueden formar cristales de gran tamafio que puedan interferir con la formacion de las
nanoparticulas una vez se afiade la solucion hidroalcohdlica para precipitar el Gantrez® AN en forma de
nanosistemas. Por esa razon, el farmaco hidrosoluble, por ejemplo, 5-fluorouridina (FURD), pudo cargarse en
nanoparticulas de Gantrez® AN sélo mediante la incubacién del farmaco con las nanoparticulas previamente
formadas y, en consecuencia, la eficiencia de encapsulacion obtenida fue muy baja (alrededor del 13%).

Por otra parte, la produccion de nanocapsulas vesiculares de nicleo y capa que contienen un aceite ha sido
optimizada por la presente invencion. Se encapsuld eficientemente aceite esencial de limén en las nanoparticulas de
la invencién (eficacia de encapsulacion de alrededor del 82%) y el tamafio medio de las nanocapsulas
proporcionadas por la invencion, basadas en un semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA, fue
homogéneo (alrededor de 212 nm) [ejemplo 2].

En relacion con los compuestos que son poco solubles en agua, se necesitaron agentes complejantes tales como
ciclodextrinas (CD), o solubilizantes incluyendo polietilenglicoles y aminoacidos (glicina), para encapsular farmacos
hidrofébicos, tales como el paclitaxel, en nanoparticulas de Gantrez® AN. De hecho, si los agentes complejantes o
solubilizantes no se utilizan, la eficacia de encapsulaciéon del compuesto hidrofébico (lipofilo) fue menos del 1% de la
cantidad inicial afiadida. Otros tipos de copolimeros derivados de PVM/MA, por ejemplo, microesferas de Gantrez®
MS elaboradas mediante técnicas de emulsion doble mostraron una baja eficacia de encapsulacién de compuestos
hidrofébicos (alrededor del 30% de triclosan).

Sin embargo, segun esta invencion, es posible encapsular compuestos que son poco o parcialmente solubles en
agua, por ejemplo, los compuestos hidrofébicos o lipofilicos, en las nanoparticulas a base de un semiéster de alquilo
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(C4-C4) de un copolimero de PVM/MA (invencion), con alta eficiencia de encapsulacion. Los Ejemplos 6, 7 y 8
ilustran la incorporacion de farmacos hidrofébicos, tales como ketoconazol (KTZ), triclosan (TRI) y minoxidil (MXD)
en las nanoparticulas a base de semiésteres de alquilo (C+-Cs) de copolimeros de PVM/MA (invencién). Como se
muestra en los ejemplos 6-8 mencionados, la eficacia de encapsulacion del KTZ en dichas nanoparticulas fue de
alrededor del 97% de la cantidad inicial afiadida (tabla 6), la eficacia de encapsulacién del TRI fue de alrededor del
97% (tabla 7), y la eficacia de la encapsulacion del MXD fue de alrededor del 72% (tabla 8). Ademas, se aplico la
técnica de auto-ensamblaje in situ para la produccion in situ de nanoparticulas auto-ensambladas (SANP) para
encapsular TRI; se obtuvo una alta eficacia de encapsulacion del triclosan en SANP basadas en un semiéster de
alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA (invencion) (alrededor del 82% - tabla 7). La asociacion de dichos
farmacos (KTZ, TRl y MXD) a las nanoparticulas a base de un semiéster de alquilo (C1-Cs) de un copolimero de
PVM/MA (invencion) no afectd al porcentaje de nanoparticulas formadas a partir de la cantidad inicial de un
copolimero utilizado, que se mantuvieron en el intervalo del 95% o superior (tablas 6-8). Por otra parte, se ha
observado que el uso de las nanoparticulas a base de un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA
(invencion) mejora la solubilidad de compuestos poco o parcialmente solubles en agua dando lugar a una inhibicion
efectiva de la formacion de cristales del farmaco correspondiente en medios acuosos.

El ejemplo 6 describe la produccion de nanoparticulas a base de un semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero
de PVM/MA (invencion) cargadas con ketoconazol; dicho nanosistema puede ser aplicado como un sistema de
administracion de farmacos para la liberaciéon controlada de agentes antifingicos poco o parcialmente solubles en
agua. Se obtuvieron nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) y vehiculos lipidicos nanoestructurados (NLC) con
ketoconazol (KTZ) mediante la técnica de homogenizacion en caliente de alta presion, aunque las formulaciones
lipidicas del KTZ mostraron una cierta inestabilidad fisica y quimica. Sin embargo, las nanoparticulas cargadas con
KTZ basadas en un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA proporcionadas por esta invencion,
que contienen KTZ en concentraciones diferentes del polimero, fueron homogéneas (alrededor de 200-235 nm de
tamafio promedio), lo que indica la ausencia de cristales del farmaco, cuyo tamafo es de alrededor de 2-10 um.
Estos cristales de farmaco sélo se observaron tras el tratamiento de soluciones alcohdlicas de KTZ de la misma
manera que las soluciones alcohdlicas del semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA que contenian
KTZ utilizadas para formar las nanoparticulas. Este hecho fue observado después de la visualizacién tanto de los
cristales de KTZ como de las nanoparticulas cargadas con KTZ basadas en semiésteres de alquilo (C1-C4) de un
copolimero de PVM/MA por microscopia electrénica de barrido (SEM) (figura 7). Resultados similares se obtuvieron
a partir de SEM para las nanoparticulas dejadas a temperatura ambiente durante al menos 2 meses en donde no se
observo crecimiento o formacion de cristales (figura 7C). Estos resultados indican que las nanoparticulas cargadas
con KTZ basadas en semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVYM/MA mejoran la solubilidad en agua de
los farmacos hidrofébicos, como el KTZ, e inhiben la cristalizacién o precipitacién del KTZ en la suspension final
acuosa de dichas nanoparticulas.

Del mismo modo, la eficacia de encapsulacion del triclosan (TRI) fue de aproximadamente el 97% de la cantidad
inicial afadida en las nanoparticulas cargadas con TRI a base de semiésteres de alquilo (C+-C4) de copolimeros de
PVM/MA (invencion) obtenidas segun el método de desplazamiento de disolvente y alrededor del 80% de las
nanoparticulas cargadas con TRI de la invencién obtenidas por la técnica de auto-ensamblaje in situ. Los tamarios
de las nanoparticulas cargadas con TRI proporcionadas por la presente invencion que contienen TRI a diferentes
concentraciones (0,12% y 0,2% (w/v)) en la suspension acuosa de las nanoparticulas cargadas con TRI a base de
semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de PVM/MA fueron homogéneos (alrededor de 140 nm), lo que indica
la ausencia de cristales de farmaco cuyo tamafio es de alrededor de 50 a 200 um (figura 8A). Estos cristales del
farmaco solo se observaron tras el tratamiento de las soluciones alcohdlicas de TRI de la misma manera que las
soluciones alcohdlicas del semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de PVM/MA que contienen TRI utilizadas
para formar las nanoparticulas. Este hecho fue observado después de la visualizacion de los cristales del TRl y de
las nanoparticulas cargadas con TRI a base de semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de PVM/MA por SEM
(figura 8B). Estos resultados indican que las nanoparticulas cargadas con TRI a base de semiésteres de alquilo (C4-
C4) de copolimeros de PVM/MA mejoran la solubilidad de los farmacos hidrofébicos, debido a la ausencia de
cristales de farmaco en la formulacién de nanoparticulas de TRI. Ademas, parece que la encapsulacion de TRI en
dichas nanoparticulas previstas por la presente invencion inhibe la formacion de cristales (cristalizacion) y la
precipitacion del TRI en la suspensién final acuosa de dichas nanoparticulas.

Diferentes estudios describen la inclusion del TRI en microparticulas y nanoparticulas poliméricas mediante el uso
de técnicas de emulsificacion complicadas y disolventes organicos toxicos. En este contexto, se prepararon
nanoparticulas de Eudragit® cargadas con TRI para el tratamiento del acné por emulsificacion-difusion mediante el
método de desplazamiento de disolvente, utilizando Eudragit® E 100 como polimero. A pesar de que se obtuvo una
alta eficiencia de encapsulacion (95,5%), la produccion de las nanoparticulas requiere técnicas complicadas,
incluyendo un procedimiento de emulsificaciéon usando un disolvente organico téxico (metiletilcetona) [17]. Del
mismo modo, se prepararon nanoparticulas cargadas con TRI mediante el uso de poli(D,L-lactida-co-glicolida)
(PLGA), poli(D,L-lactida) (PLA) y ftalato de acetato de celulosa (CAP) y de poli(alcohol vinilico) (PVA) como
estabilizador. Estas nanoparticulas cargadas con TRI fueron disefiadas para el tratamiento periodontal a base de
polimeros no bioadhesivos tales como PLGA. La eficacia de encapsulacion fue de alrededor del 63% y se aplico el
complicado procedimiento de emulsificacion-difusién para obtener las nanoparticulas. Ademas, se prepararon
microcapsulas de quitosano/gelatina que contenian TRI mediante el método de secado por pulverizacion (“spray
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drying”). Se prepararon microesferas de polimeros, cargadas con TRI, mucoadhesivas mediante la técnica de doble
emulsion y evaporacion del disolvente para su aplicacion en la cavidad oral, donde el TRI se incorporé en
microesferas preparadas a partir de Gantrez® MS-955, Carbopol® 974P, policarbdfilo o quitosano. En general, la
eficacia de carga del TRI fue de alrededor del 30% para todos los polimeros utilizados a excepcion de quitosano
(70%); sin embargo, se reportaron algunas dificultades para encapsular el TRI con esta técnica debido a que el TRI
lipofilico tiende a migrar a la fase de aceite exterior.

El minoxidil (MXD) se utiliza por via topica en el tratamiento de la alopecia androgénica. Habitualmente, el minoxidil
se incorpora en una mezcla de disolventes, principalmente propilenglicol:etanol:agua. Los efectos secundarios
tipicos de este tratamiento topico incluyen la dermatitis irritante junto con prurito, eritema, descamacion y sequedad,
que se producen sobre todo en el inicio de la terapia. En algunos casos, se ha observado dermatitis alérgica de
contacto o exacerbacion de la dermatitis seborreica. El propilenglicol (PG) puede causar en algunos pacientes
prurito y descamacion del cuero cabelludo que pueden ser las causas mas comunes de estos sintomas incluyendo
dermatitis de contacto irritante, dermatitis alérgica de contacto, o una exacerbacién de la dermatitis seborreica.

Por otra parte, los trabajos publicados describen los experimentos relacionados con la evaporacion de los
disolventes a partir de la mezcla de PG:etanol:agua (20:60:20, v/v). Uno de los problemas principales de las
formulaciones que contienen esta mezcla de disolventes es la evaporacion tras la aplicacion en el cuero cabelludo.
La evaporacion de etanol después de la aplicacion puede formar PG concentrado y asi conseguir la sobresaturacion
que conduce a la precipitacion del farmaco. La cantidad de la formulacidon aplicada influye en la velocidad de
evaporacion y, por tanto, en el tiempo en que el MXD precipita. La precipitacion limita la cantidad de MXD que puede
ser absorbida y conduce a una mala absorcién percutanea del farmaco. Asimismo, otro estudio analiz6 el tiempo de
evaporacion y su relacion con la concentracion del MXD, en donde el etanol puede haber sido evaporado después
de la primera media hora y después de 2 horas, siendo el PG el tnico vehiculo remanente. Para la solucién de MXD
al 3%, el MXD permanecié en el vehiculo durante todo el periodo de observacion de dos horas, pero la siembra
produjo inmediatamente un precipitado abundante que confirma la presencia de una solucién sobresaturada. Hasta
cierto punto, la formacion de cristales de MXD en el cuero cabelludo puede provocar la formacién de aspecto similar
al de la caspa, no elegante para el aspecto del cabello.

Estos resultados estaban en conformidad con los resultados obtenidos en esta invencion, en donde se realizé un
ensayo macroscopico y microscopico general para (i) nanoparticulas cargadas con MXD a base de semiésteres de
alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVYM/MA que contienen MXD (2%) con diferentes excipientes (invencién), (ii) una
formulacién comercial de MDX que contiene etanol, PG y agua (Lacovin® 2%), y (iii) una formulacién comercial que
contiene, gamma-ciclodextrinas, PG, etanol y agua (Alopex® 2%). En este contexto, los datos obtenidos en la figura
10 indican que el aspecto de las muestras antes de su secado es lechoso para la formulacidon de nanoparticulas (i) y
transparente para los productos comerciales (ii) y (iii). Sin embargo, después de 2 horas de secado, comenzé a
observarse una pelicula cristalina para los productos comerciales con una gran capa visual de cristal blanco. La
muestra que contenia las nanoparticulas cargadas con MXD proporcionadas por la invencion con glicerol tenia un
ligero aspecto lechoso, elegante, sin precipitado cristalino. Ademas, las nanoparticulas cargadas con MXD
proporcionadas por la invencion con diferentes excipientes (NPGES-MXDG, NPGES MXD PEG y NPGES MXD PG)
no formaron una pelicula seca después de 12 horas. Sin embargo, se observaron precipitados secos a las 2 horas
para los productos comerciales y a las 4 horas para las nanoparticulas cargadas con MXD de la invencién sin
excipientes. El examen microscopico confirmé los resultados macroscopicos, en donde se observaron los cristales
grandes en los productos comerciales Lacovin® 2% y Alopex® 2% en las primeras 2 horas. No hubo diferencias
significativas entre el aspecto de la pelicula residual de las formulaciones de nanoparticulas cargadas con MXD. En
este contexto, las nanoparticulas cargadas con MXD de la invencion sin excipientes mostraron una pelicula residual
estriada y fragil (NPGES-MXD). Este fendmeno no se observo para las peliculas residuales de nanoparticulas secas
cargadas con MXD de la invencidon que contenian excipientes, tales como propilenglicol (PG), glicerol (G) o
polietilenglicol 400 (PEG). Ademas, no se detectaron grandes cristales en ninguna de las peliculas secas que
contenian las nanoparticulas cargadas con MXD de las formulaciones de la invencion. De manera similar, la figura
11 muestra el SEM realizado para la formulacion de las nanoparticulas cargadas con MXD de la invencion y de los
productos comerciales. Los datos obtenidos a partir de dicha figura 11 se correlacionan exactamente y confirman los
resultados obtenidos en la figura 10. Para los productos comerciales (Lacovin® 2% y Alopex® 2%), se observaron
grandes precipitados cristalinos. Por otra parte, no se observaron grandes cristales para la formulacion de las
nanoparticulas cargadas con MXD de la invencion (NPGES/MXD, NPGES/MXD G, NPGES/PG MXD y NPGES/MXD
PEG) [ejemplo 8]. Tanto las nanoparticulas cargadas con MXD de la invencion sin excipientes (NPGES/MXD) como
las nanoparticulas cargadas con MXD de la invencion con glicerol (NPGES/MXD G) mostraron la presencia de una
pelicula homogénea que contenia las nanoparticulas con un tamafio medio de distribucion homogénea.
Sorprendentemente, no se detectaron nanoparticulas en las peliculas secas que contenian nanoparticulas cargadas
con MXD de la invenciéon con PG o con PEG, lo que puede ser debido a la solubilidad de los polimeros en estos
excipientes, después de la evaporacion del agua. Es importante sefialar que se observaron algunos precipitados
grandes (capas de peliculas poliméricas) en la formulacidon que contenia PEG 400, lo que puede estar relacionado
con la interaccion de algunos grupos carboxilicos del polimero con PEG. Todas las peliculas eran elegantes, con
una textura ligeramente pegajosa.

Por otra parte, se han utilizado ciclodextrinas (CD) para preparar un complejo de inclusion con el MXD con el fin de
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investigar tanto la solubilidad del MXD como la permeabilidad de la piel [21]. Se prepararon fases cubicas de
monooleina (MO) que atrapan complejos de hidroxipropil beta-ciclodextrina (HPbetaCD)/minoxidil (MXD) por
hidratacion de MO fundida con la solucién de complejo. Se prepararon las nanoparticulas de la fase cubica en un
tipo de bario de ultrasonidos usando Pluronic® F127 como dispersante. La permeabilidad, in vitro, de la piel del MXD
cargado en la fase cubica fue mayor que la del MXD disuelto en PG/agua/etanol (20/30/50, v/v/v), pero la cantidad
del MXD que se mantuvo dentro de la piel fue mayor con la solucién de MXD que con las nanoparticulas cargadas
con MXD. Estos datos indicaron que aunque se aplicaron complejos de CD-MXD, los residuos con aspecto cristalino
que quedaban en el cuero cabelludo se detraian en menor grado que con la solucién de MXD.

En resumen, segun esta invencion, las nanoparticulas cargadas con el MXD a base de semiésteres de alquilo (C-
C4) de copolimeros de PVM/MA se han disefiado con el objetivo de desarrollar sistemas de administracion de
farmacos para el tratamiento de la alopecia androgénica. La ventaja mas importante de las nanoparticulas cargadas
con MXD a base de semiésteres de alquilo (C+-Cs) de copolimeros de PVM/MA (invencion) como sistemas de
administracion de farmacos, en comparacion con las formulaciones comerciales analizadas, se relaciona con la
facilidad de fabricacion, evitar el uso de PG como vehiculo alérgico y con la ausencia de fendmenos de formacién de
cristales en el cuero cabelludo.

Otro de los objetivos de la presente invencion se refiere al desarrollo de nanoparticulas bioadhesivas basadas en
semiésteres de alquilo (C1-C4) de copolimeros de PVM/MA que son capaces de mantenerse adheridas al pelo,
durante mucho tiempo, bajo diferentes condiciones. Las aplicaciones de dichos nanosistemas en productos
cosmeéticos pueden ser beneficiosas para transportar las moléculas al tallo del cabello o para ofrecer proteccion
contra factores externos agresivos y podrian aumentar el volumen del cabello. Los resultados indican que la
cantidad de la fraccién adherida en muestras de pelo fue alrededor de 9,5 pug de nanoparticulas por cm? de
superficie del pelo para el grupo 1 (M1). En el otro grupo de muestras de cabello (M2), aunque la cantidad de la
fraccion adherida de las nanoparticulas se redujo mediante un lavado del cabello, se encontré que las
nanoparticulas todavia estaban adheridas a la superficie del cabello (3,5 nug de nanoparticulas por cm? de superficie
del pelo). La fluorescencia y SEM (figuras 12 y 13), confirmaron la alta afinidad adhesiva inicial de la suspension de
las nanoparticulas cargadas con MXD proporcionadas por la invencion por la superficie del cabello. Ademas, la
pelicula seca de las nanoparticulas adheridas a la superficie del cabello en el grupo 1 (M1) resisti6 las condiciones
de alta temperatura y lavado y las nanoparticulas se mantuvieron adheridas a la superficie del cabello tal como se ve
en el grupo 2 (M2). Ademas, el aspecto del cabello que contenia la pelicula de las nanoparticulas cargadas con
MXD de la invencion era elegante, transparente, brillante y no mostré ningun residuo negro después del secado
(ejemplo 9).

Por ultimo, se llevé a cabo un estudio ex vivo de bioadhesion de las nanoparticulas bioadhesivas cargadas con MXD
a base de semiésteres de alquilo (C+1-C4) de copolimeros de PVM/MA (invencién) en la mucosa bucal y en la lengua
de un modelo animal porcino (ejemplo 10). El objetivo de ese trabajo se centrd en la cuantificacion de la fraccion
adherida de las nanoparticulas a la superficie de la mucosa y el tiempo de permanencia de estos sistemas
adhesivos en comparacion con nanoparticulas de Gantrez® AN de referencia. La figura 14 muestra la cantidad de la
fraccion adherida acumulativa de las formulaciones de nanoparticulas (ug de NP/cm? de tejido) para semiésteres de
alquilo (C+-C4) de copolimeros de PVM/MA (invencion) y para copolimeros de Gantrez® AN tanto en mucosa porcina
bucal como en mucosa dorsal de la lengua. En general, las nanoparticulas cargadas con MXD a base de
semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA (invencion) (NP GESR) muestran una capacidad
adhesiva superior a las nanoparticulas cargadas con MXD a base de Gantrez® AN (NP GANR). Sin embargo,
ambos tipos de nanoparticulas mostraron una fuerza adhesiva inicial similar a tiempo 0. Sin embargo, a 1, 2,5, 4y 6
horas, las cantidades acumulativas adheridas de las nanoparticulas cargadas con MXD a base de semiésteres de
alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVYM/MA (invencion), en ambos tipos de mucosa porcina fueron aproximadamente
2-3 veces mayores que las de las nanoparticulas cargadas con MXD a base de Gantrez® AN. En el caso de las
formulaciones en gel que contenian las nanoparticulas, se ha observado que el gel de hialuronato mejora la
capacidad adhesiva inicial de las nanoparticulas cargadas con MXD a base de semiésteres de alquilo (C4-C4) de
copolimeros de PVYM/MA (GELNP GES) y era dos veces superior a la de la suspension de nanoparticulas. Ademas,
a1, 2,5, 4 y 6 horas, se observd una mejora considerable de la capacidad bioadhesiva para el gel que contenia
nanoparticulas cargadas con MXD a base de semiésteres de alquilo (C-C4) de copolimeros de PVM/MA.
Sorprendentemente, este fendmeno no se observo en el caso de las formulaciones en gel de nanoparticulas a base
de Gantrez® AN, en donde no se encontraron diferencias significativas entre suspensiones acuosas (NP GANR) y
gel que contenia nanoparticulas de Gantrez® AN (NP GEL GAN).

La figura 15 muestra las imagenes de microscopia de fluorescencia de ambos tejidos de la mucosa bucal después
de 0,5y 2,5 horas de la administracion de algunas formulaciones de nanoparticulas marcadas con fluorescencia. El
tejido de control (sin la formulaciéon de nanoparticulas) muestra una baja intensidad de fluorescencia en el tejido
(figura 15B). Nanoparticulas cargadas con rodamina B a base de semiésteres de alquilo (C+-C4) de copolimeros de
PVM/MA mostraron una alta intensidad de fluorescencia en la capa mucosa de la mucosa bucal a las 0,5 horas tras
su incubacion tejido en fluido salival (figura 15C), que fue similar tras 2,5 horas (figura 15E). Por otro lado, la
intensidad de fluorescencia de los tejidos para las nanoparticulas de Gantrez® AN disminuyo desde las 0,5 a las 2,5
horas después de la incubacion y fue aproximadamente similar a la del control a las 2,5 horas posteriores a la
administracion (figuras 15D y 15F). Estos datos confirman que las nanoparticulas de la invencién, a base de
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semiésteres de alquilo (C+4-C4) de copolimeros de PVM/MA, tienen una mayor afinidad y mayor tiempo de residencia
en la mucosa bucal que las nanoparticulas de Gantrez® AN. Ademas, se observé que las nanoparticulas no
penetran en el tejido sub-mucoso en ninguno de los casos.

La figura 16 muestra las imagenes de microscopia de fluorescencia en la superficie del dorso de la mucosa de la
lengua a las 2,5 h tras la administracion de las formulaciones de nanoparticulas marcadas con fluorescencia. En un
tejido similar al tejido de la mucosa bucal, las nanoparticulas de la invencion, a base de semiésteres de alquilo (C+-
C4) de copolimeros de PVM/MA, mostraron una mayor afinidad y un mayor tiempo de residencia en la mucosa dorsal
de la lengua porcina (figuras 16C y 16D) que las nanoparticulas a base de Gantrez® AN (figura 16B).

De acuerdo con la caracterizacion de polimeros, las nanoparticulas a base de semiésteres de alquilo (C4-C4) de
copolimeros de PVM/MA (por ejemplo, Gantrez® ES) muestran una afinidad bioadhesiva mayor en las superficies de
la mucosa bucal y de la lengua del modelo porcino que las nanoparticulas basadas en otros polimeros de Gantrez®,
lo que garantiza una mejora efectiva de la liberaciéon controlada de muchos compuestos. Sorprendentemente, los
semiésteres de alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA, asi como las nanoparticulas a base de dichos polimeros,
tienen un efecto de co-disolvente para compuestos poco o escasamente solubles en agua que permite una mejora
de la eficacia de encapsulacion de farmacos hidrofobicos, por ejemplo, KTZ, TRl o MXD. Asi, dichos semiésteres de
alquilo (C4-C4) de copolimeros de PVM/MA parecen garantizar una alta eficiencia de encapsulacion para la
incorporacion de compuestos hidrofilicos, y especialmente, hidrofébicos, sin necesidad de utilizar co-disolventes o
agentes complejantes. Las propiedades adhesivas y la estabilidad acuosa de las nanoparticulas a base de
semiésteres de alquilo (C4-C.) de copolimeros de PVM/MA, entre otras propiedades, hace que estas nanoparticulas
sean potencialmente aplicables en muchas industrias, por ejemplo, farmacéutica, cosmética, agricola o alimentaria,
como productos de liberacién controlada de sistemas de administracion de interés para diferentes superficies,
incluyendo el cabello, piel, rutas bucal, oral, nasal, vaginal y rectal, entre otras.
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REIVINDICACIONES
Una nanoparticula seleccionada del grupo que consiste en:

a) una nanoesfera matricial, en donde dicha nanoesfera matricial comprende una matriz, comprendiendo
dicha matriz un semiéster de alquilo (C+-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico)
(PVM/MA); y

b) una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa, en donde dicha nanocapsula vesicular de tipo nucleo y
capa comprende un nucleo y una capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C4-C4) del
copolimero (PVM/MA).

Nanoparticula segun la reivindicacion 1, en donde el alquilo (C1-C4) es etilo, isopropilo o n-butilo.
Nanoparticula segun la reivindicacion 1, que ademas comprende un producto de interés.

Una composicion que comprende al menos una nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, y un vehiculo.

Composicion segun la reivindicacion 4, en donde dicha nanoparticula comprende un producto de interés.

Composicién segun la reivindicacion 5, en donde dicho producto de interés es un herbicida, un insecticida,
un fungicida, un producto anti-envejecimiento, un producto anti-acné, un producto de cuidado facial, un
cosmeético pigmentado, un cosmético, un producto de cuidado personal, un producto bronceador/protector
solar, un producto para limpieza de dientes, pastas de dientes o enjuagues, un producto para champus, un
perfume, un producto para el cabello, acido félico, acido 4-aminobenzoico, niacina o vitamina B3, acido
pantoténico o vitamina B5, monofosfato de tiamina, pirofosfato de tiamina, trifosfato de tiamina, acido
ascorbico, acidos pteroilpoliglutamicos, acido folinico, acido nicotinico, acido hialurénico, acido tioctico,
acido p-cumarico, acido cafeico, una vitamina de las familias A, D, E, K y sus derivados, un fosfolipido, un
carotenoide, un acido graso, un acido graso omega-3, un aminoacido, un fitoestanol, un fitoesterol, un
polifenol, un agente analgésico, un agente antialopecia, un agente antianginoso, un agente antibacteriano,
un agente antidepresivo, un agente antifingico, un agente antihipertensivo, un agente antiinflamatorio, un
agente antineoplasico, un agente antipirético, un agente antipsicotico, un agente ansiolitico, un agente
broncodilatador, un glucocorticoide, un agente inmunosupresor, o cualquier combinacién de los mismos.

Una composicién que comprende:
a) un componente seleccionado del grupo que consiste en:

i. al menos una nanoparticula segun las reivindicaciones 1 6 2 que ademas comprende un producto de
interés; y

ii. una solucidon o suspensién que contiene un semiéster de alquilo (C1-C4) de un copolimero de
poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico) (PVM/MA) y un producto de interés en un medio,
comprendiendo dicho medio un alcohol volatil miscible en agua y un medio acuoso, donde la
cantidad de medio acuoso es menor que la cantidad necesaria de medio acuoso para formar
nanoparticulas; y

b) un vehiculo

en donde dicho producto de interés se selecciona del grupo que consiste en acido acetilsalicilico, péptido
natriurético auricular alfa, arginina vasopresina, atropina, augmerosen, atorvastatina, bevacizumab,
calcitoninas, gonadotropinas corionicas, corticotropina, desmopresina, epibatidina, cetuximab, exenatida,
trastuzumab, adalimumab, ketoconazol, lanredtido, lutropina alfa, metoprolol, minoxidil, nesiritida,
octredtido, paclitaxel, paracetamol, pegaptanib, hormona foliculo estimulante recombinante, factores de
crecimiento recombinantes, infliximab, rituximab, sermorelina, somatotropina, un derivado del taxano, taxol,
acetato de teriparatida, tirotropina, triclosan, urofolitropina, omalizumab, actinomicina D, albendazol,
aldosterona, alprazolam, amiodarona, amitriptilina, amprenavir, asimadolina, atorvastatina, bunitrolol,
buspirona, camptotecina, carbamazepina, carvedilol, celiprolol, ciclosporina A, cimetidina, clotrimazol,
colchicina, cortisona, daunorubicina, debrisoquina, dexametasona, diazepam, digitoxina, digoxina, diltiazem,
docetaxel, domperidona, doxorubicina, efavirenz, epirubicina, eritromicina, ergotamina, estradiol,
glucurénido de estradiol, erlotinib, etopdsido, fenitoina, fentanilo, felodipino, fenotiazinas, fexofenadina,
fluoroquinolonas, fluorouracilo, gentamicina, griseofulvina, hidrocortisona, imatinib, indinavir, itraconazol,
ivermectina, ketoconazol, kaempferol, levofloxacino, lidocaina, loperamida, losartan, lovastatina,
mebendazol, metilprednisolona, metotrexato, mibefradil, midazolam, nisoldipino, morfina, nelfinavir,
nicardipino, nitrendipino, nifedipino, ondansetrén, paclitaxel, pentazocina, prazicuantel, prednisolona,
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prednisona, quercetina, quinidina, ranitidina, rapamicina, rifabutina, rifampicina, ritonavir, saquinavir,
sirolimus, sulfametizol, tacrolimis, tamoxifeno, talinolol, tenipdsido, terfenadina, tetraciclina, topotecan,
triamcinolona, valspodar, verapamilo, vinblastina, vincristina, vindesina, zopiclona, y mezclas de los
mismos.

Un producto comestible que comprende una nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

Nanoparticula segun la reivindicacion 3, en donde el producto de interés es minoxidil, para su uso en el
tratamiento de la pérdida del cabello.

Nanoparticula segun la reivindicacién 3, en donde el producto de interés es triclosan o ketoconazol, para su
uso en el tratamiento de una infeccién bucal.

Un procedimiento para producir una nanoesfera matricial que comprende una matriz, comprendiendo dicha
matriz un semiéster de alquilo (C4+-C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico)
(PVM/MA), donde dicho procedimiento comprende poner en contacto una solucidon o suspension organica
que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA con un medio acuoso para
formar dicha nanoesfera matricial.

Un procedimiento para producir una nanoesfera matricial que comprende un producto de interés, donde
dicha nanoesfera matricial comprende una matriz, comprendiendo dicha matriz un semiéster de alquilo (C1-
C4) de un copolimero de poli(metil vinil éter-co-anhidrido maleico) (PVM/MA), donde dicho procedimiento
comprende:

(a) poner en contacto una solucién o suspension alcohdlica o hidroalcohdlica que comprende dicho
producto de interés y dicho semiéster de alquilo (C4-C4) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso;
o, alternativamente,

(b) poner en contacto una solucidon o suspension alcohdlica que comprende dicho producto de interés y
dicho semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso; o, alternativamente,

(c) poner en contacto una solucién o suspension organica que comprende dicho producto de interés y dicho
semiéster de alquilo (C1-C4) del copolimero de PVM/MA con un medio acuoso, donde dicha solucion o
suspension organica comprende un disolvente no-volatil miscible en agua.

Un procedimiento para producir una nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa que comprende un
producto de interés, donde dicha nanocapsula vesicular de tipo nucleo y capa comprende un nucleo y una
capa, comprendiendo dicha capa un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA, donde
dicho procedimiento comprende poner en contacto una solucién o suspension que comprende dicho
producto de interés y dicho semiéster de alquilo (C1-Cs) de un copolimero de PVM/MA con un medio
acuoso.

Un procedimiento para producir una nanoparticula mediante eliminacién del disolvente en una solucién o
suspension hidroalcohdlica que contiene un semiéster de alquilo (C4-C4) de un copolimero de PVM/MA y un
alcohol miscible en agua, en donde la cantidad de agua es inferior a la cantidad de agua necesaria para
formar las nanoparticulas.

Un procedimiento segun la reivindicacion 14, que ademas comprende un producto de interés.
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