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@ Resumen:

Nanoparticulas mixtas de liberacién controlada de princi-
pios activos.

La presente invencion se refiere a nanoparticulas mixtas
de liberacion prolongada de principios activos, el uso de
dichas nanoparticulas para el tratamiento de enfermeda-
des relacionadas con la inflamacién y para como antitu-
morales y al método de sintesis de dichas nanoparticulas.
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DESCRIPCION

Nanoparticulas mixtas de liberacién controlada de principios activos.
Campo de la invencion

La presente invencion se encuadra en el campo general de la nanomedicina y en particular se refiere a nanoparti-
culas mixtas de liberacién controlada de principios activos.

Estado de la técnica

La necesidad de encontrar tratamientos eficaces contra el cancer, ha hecho que se incrementen las lineas de inves-
tigacion en esta materia. Esto ha permitido un mayor conocimiento de sus origenes moleculares, con la consiguiente
identificaciéon de novedosas lineas terapéuticas y el desarrollo de un amplio arsenal de agentes terapéuticos. Atn asi,
estas nuevas moléculas suelen presentar las siguientes limitaciones: i) no llegar en cantidad suficiente al lugar donde
se localiza el tumor; y, ii) no son suficientemente eficaces en el micro-entorno tumoral. Por estos motivos, el fracaso
del tratamiento es muy frecuente incluso en los tipos de cancer tedricamente mds sensibles a los agentes quimiotera-
péuticos. Un claro ejemplo lo constituye el uso del farmaco antitumoral S-fluorouracilo en el tratamiento del cancer
colorrectal avanzado, el cudl sélo induce una respuesta global entorno al 10%. Ademads, se ha descrito que la combi-
nacién de este agente con otros antitumorales s6lo ha logrado mejorar la eficacia antitumoral entorno al 45% de los
casos [Zhang y cols., 2008].

Entre las principales razones que justifican el fracaso del tratamiento antitumoral destacan: i) la farmacocinética
desfavorable de los agentes antitumorales (caracterizada por un rdpido aclaramiento y una rdpida biodegradacion,
que dan lugar a una corta vida plasmatica) determina el uso de dosis altamente toxicas y una rigurosa pauta de
tratamiento para conseguir el efecto terapéutico deseado; ii) la extensa biodistribucién y extravasaciéon de la mo-
lécula antitumoral en zonas no deseadas determina su elevada toxicidad; iii) la selectividad de estos farmacos por
el tejido tumoral generalmente es muy pobre; iv) la susceptibilidad de desarrollar resistencia a los anticancerosos
por parte de las células tumorales; y, v) las propiedades fisicoquimicas desfavorables de los agentes antitumora-
les, por ejemplo, su hidrofobia, inducen una escasa acumulacién en el lugar de accién [Arias, 2008; Durén y cols.,
2008].

Con el objetivo de solucionar estos problemas se han asociado antitumorales con sistemas coloidales en el tra-
tamiento del cancer [Reddy, 2005; Arias, 2008], Esta asociacidn pretende aumentar la acumulacién especifica del
farmaco en la zona tumoral, e incrementar el tiempo de exposicién de las células cancerosas a estos agentes activos.
Otros beneficios de la localizacidn exclusiva de los agentes quimioterdpicos en la regién diana son la mejora de su
perfil farmacocinético y la disminucién de la toxicidad asociada a la extensa biodistribucién de estas moléculas. Ade-
mads, los sistemas coloidales pueden lograr una proteccién adecuada de estos principios activos in vitro (durante el
almacenamiento) e in vivo (frente a fendmenos de biodegradacién relacionados principalmente con sistemas enzima-
ticos), lo que reducird la formacién de productos de degradacion potencialmente téxicos [Arias, 2008; Duran y cols.,
2008; Davis y cols., 2008], Es por ello que numerosos esfuerzos se estan concentrando en la formulacion de coloides,
basados principalmente en sistemas vesiculares (liposomas y niosomas) o poliméricos, para conseguir el transporte efi-
caz de cualquier antitumoral a la zona diana [Arias, 2008; Cho y cols., 2008]. Sin embargo, recientes investigaciones
han probado que esta simple asociacion no siempre resulta suficiente para lograr dirigir especificamente un farmaco
a cualquier zona del organismo, mds alld de los érganos pertenecientes al sistema reticulo endotelial [Reddy, 2005;
Couvreur y Vauthier, 2006], Es por todo esto que actualmente se estdn desarrollando importantes investigaciones (con
resultados muy prometedores) encaminadas al disefio de sistemas transportadores pasivos de fairmacos [basados en
el efecto de permeacién y retencidon incrementada] y sistemas transportadores activos de farmacos al lugar de accién
(fundamentados en las interacciones ligando-receptor, y en el disefio de nanoparticulas sensibles a estimulos externos)
[Reddy, 2005; Arias, 2008].

Gang J, Park SB, Hyung W, Choi EH, Wen J, Kim HS, Shul YG, Haam S, Song SY. Magnetic poly epsilon-ca-
prolactone nanoparticles containing Fe;O, and gemcitabine enhance anti-tumor effect in pancreatic cancer xenograft
mouse model. J Drug Target. 2007 Jul;15(6):445-53 y Arias JL, Lopez-Viota M, Sdez-Fernandez E, Ruiz MA. Formu-
lation and physicochemical characterization of poly(e-caprolactone)nanoparticles loaded with ftorafur and diclofenac
sodium. Colloids Surf. B: Biointerfaces 2010; 75: 204-208, describen nanoparticulas magnéticas de poli-épsilon ca-
prolactona que contienen un farmaco para el tratamiento del cancer. Sin embargo, el gran tamafio que presentan dichas
particulas hace que su acumulacién en la regién diana sea pobre, de tal forma que la eficacia del tratamiento se ve
mermada.

Existe pues la necesidad de proporcionar unas nanoparticulas que sean de un tamafio minimo que permita una
mayor mayor acumulacién de las mismas en la regién diana, que minimicen los fenémenos de reconocimiento y
retirada de las mismas por el sistema inmune y mejore por tanto la eficacia del tratamiento.
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Descripcion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a nanoparticulas mixtas de liberacién prolongada de prin-
cipios activos caracterizadas porque la nanoparticulas tienen un didmetro medio de entre 74-98 nm y comprende un
nucleo de 6xido de hierro, un recubrimiento biodegradable de poli (e-caprolactona) y al menos un principio activo. De
ahora en adelante nanoparticulas de la presente invencidn.

En la presente invencién principio activo y farmacos son equivalentes y se refiere a cualquier sustancia quimica
utilizada en la prevencion, diagndstico, tratamiento, mitigacion y cura de una enfermedad; para evitar la aparicion de
un proceso fisiolégico no deseado; o para modificar condiciones fisiolégicas con fines especificos.

En una realizacién particular las nanoparticulas de la presente invencién tienen un didmetro medio de 86 nm.

En una realizacién particular el nicleo de 6xido de hierro de las nanoparticulas de la presente invencidn tiene un
didmetro medio de entre 10-14 nm.

En una realizacion particular el principio activo de las nanoparticulas de la presente invencién es un AINE. Mas
en particular el AINE es diclofenaco sédico.

En una realizacién particular el principio activo de las nanoparticulas de la presente invencién es un antitumoral.
Mas en particular el antitumoral es seleccionado de entre la doxorrubicina o 5’-fluorouracilo.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere al uso de las nanoparticulas mixtas de la presente invencion
como medicamento.

En un tercer aspecto, las nanoparticulas de la presente invencion son para el tratamiento del cancer.
En un cuarto aspecto, las nanoparticulas de la presente invencidn son para el tratamiento de enfermedades rela-
cionadas con la inflamacién, principalmente en el tratamiento de artritis y artrosis. También se pueden utilizar para el

tratamiento de otros procesos inflamatorios como faringitis, laringitis, colitis, conjuntivitis, etc.

En un quinto aspecto, la presente invencién se refiere a un método para la preparacion de las nanoparticulas de la
presente invencion que comprende los siguientes pasos:

a) sintesis del nicleo de magnetita mediante co-precipitacion en solucién acuosa,

b) disposicién interfacial de la poli (e-caprolactona) en diclorometano junto con la nanoparticula de magnetita
del paso a) en solucién acuosa,

¢) purificacién de la particula obtenida en el paso b),
d) adicién del principio activo.
En una realizacidn preferente, el paso d) de adicion del farmaco se realiza mediante adsorcion superficial sobre las
nanoparticulas obtenidas tras el paso c).

En otra realizacion preferente, el paso d) de adicion del farmaco se realiza mediante absorcién en la matriz de las
nanoparticulas en el paso b).

En un sexto aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende las na-
noparticulas de la presente invencidon y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. De ahora en adelante
composicién farmacéutica de la presente invencion.

En un séptimo aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la composicién farmacéutica de la presente
invencién como medicamento.

En un octavo aspecto, la composicion farmacéutica de la presente invencidn es para el tratamiento del cdncer.

En un noveno aspecto, la composicion farmacéutica de la presente invencion es para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con la inflamacién.

En un décimo aspecto, la presente invencion se refiere al uso de las nanoparticulas de la presente invencion y/o de
la composicion farmacéutica de la presente invencion en terapia de hipertermia.
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Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra las imdgenes de HRTEM de las nanoparticulas de magnetita (a), poli(e-caprolactona) (b), y
magnetita/poli(e-caprolactona) (c). Longitud de barra: 100 nm (a y b), y 20 nm (c).

La figura 2 muestra imdgenes de FeSEM de las nanoparticulas de magnetita (a), poli(e-caprolactona) (b), y mag-
netita/poli(e-caprolactona) (c). (Figura insertada: detalle de la muestra). Longitud de barra: 20 nm (a), y 100 nm (b y

c).

La figura 3 muestra una microfotografia HRTEM de las nanoparticulas compuestas Fe;O4/PCL obtenida partiendo
de una relacién de masas inicial Fe;O,:PCL de 4:1 (a), 2:4 (b) y 1:4 (¢).

La figura 4 muestra difractogramas de rayos X de las particulas de magnetita (Fe;O,, linea negra), poli(e-capro-
lactona) (PCL, linea azul) y de magnetita /poli(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL, linea magenta). Figura insertada: patrén
de difraccién de rayos X de la Fe;0,. La intensidad estd expresada en unidades normalizadas.

La figura 5 muestra el espectro de infrarrojos de las particulas de magnetita (Fe;0O,, -O-), de poli(e-caprolactona)
(PCL, —) y de magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL, —). Figura insertada: estructura quimica de la PCL.

La figura 6 muestra el ciclo de histéresis de la particulas de magnetita (Fe;O,4, O0) y compuestas Fe;O,/poli(e-
caprolactona) (Fe;O,/PCL, m).

La figura 7 muestra visualmente la decantacion magnética de las particulas de magnetita (Fe;O,4) y magnetita/poli
(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL) bajo la influencia de un imdn permanente de 400 mT, localizado en el lateral (a) o
debajo (b) de las muestras.

La figura 8 muestra una microfotografia éptica (magnificacién: 40X) de una suspensién acuosa de nanoparticulas
de magnetita/poli(e-caprolactona) en ausencia (a) o bajo la influencia (b, c, d, e, f) de un gradiente magnético externo,
B=400 mT, en la direccion de la flecha.

La figura 9 muestra el potencial zeta ({) de las nanoparticulas de magnetita (Fe;O,, ®), poli(e-caprolactona) (PCL,
m), y compuestas magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL, A) en funcién del pH, en presencia de 10~ M KNO;.

La figura 10 muestra el potencial zeta ({) (b) de las nanoparticulas de magnetita (Fe;O,, ®), poli(e-caprolactona)
(PCL, m), y compuestas magnetita/poly(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL, A) en funcién de la concentracién de KNO; a
pH=06.

La figura 11 muestra el histograma de las movilidades electroforéticas (u.) de las nanoparticulas compuestas mag-
netita/poli(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL) en una solucién acuosa 10~ M KNO;, para diferentes relaciones de masas
iniciales Fe;O4:PCL. También se incluyen los valores de u. de Fe;O, y de PCL.

La figura 12 muestra la movilidad electroforética (u.) de las nanoparticulas de Fe;O, (USPIO, m) y de Fe;O,/PCL
(USPIO/PCL, O) en funcién del tiempo, apH=7.4 + 0.1,y a37.0 + 0.5°C.

La figura 13 muestra los 4ngulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones con mag-
netita (Fe;0,), poli(e-caprolactona) (PCL) y nanoparticulas de magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe;O,/PCL).

La figura 14 muestra componentes de la energia libre superficial (mJ/m?) de magnetita (Fe;0,), poli(e-caprolac-
tona) (PCL) y nanoparticulas magnéticas compuestas magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe;0,/PCL). YtV es la compo-
nente de Lifshitz-van der Waals; y§ (y5) es la componente electrén-aceptor (electron-donante).

La figura 15 muestra los valores de AGy,; (mJ/m?) y carécter hidréfilo/hidréfobo de los tres tipos de nanoma-
teriales: magnetita (Fe;0,), poli(e-caprolactona) (PCL) y nanoparticulas magnéticas compuestas magnetita/poli(e-
caprolactona) (Fe;O,/PCL).

La figura 16 muestra la liberacién de doxorrubicina (%) adsorbida (a), y (b) absorbida desde las nanoparticu-
las Fe;O0,/PCL en funcién del tiempo de incubacién en una solucién tampén NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 + 0.1) a
37.0 + 0.5°C.

La figura 17 muestra la liberacién de 5-fluorouracilo (%) adsorbido (a), y (b) absorbido desde las nanoparticu-
las Fe;O0,/PCL en funcién del tiempo de incubacién en una solucién tampén NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 + 0.1) a
37.0 £ 0.5°C.

La figura 18 muestra la liberacién de diclofenaco sédico (%) adsorbido (a), y (b) absorbido desde las nanoparti-
culas Fe;O,/PCL en funcion del tiempo de incubacién en una solucién tampén NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 + 0.1) a
37.0 £ 0.5°C.
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La figura 19 muestra la curva de calentamiento de una suspensién acuosa de nanoparticulas Fe;O,/PCL (10 mg/mL)
bajo la exposicién a un gradiente electromagnético alterno de alta frecuencia (frecuencia e intensidad: 250 kHz y 4
kA/m, respectivamente).

Descripcion detallada de la invencién
Ejemplo 1
Formulacion de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona)

El método de sintesis se basa en el método de disposicidn interfacial de la poli(e-caprolactona), utilizado en la
sintesis de nanoparticulas de este polimero. Para ello se provocé la precipitacion del polimero en un medio de polime-
rizacién en el que se encontraban los nicleos del 6xido de hierro (magnetita). De esta manera, la poli(e-caprolactona)
recubri6 los nicleos de magnetita que se encontraban presentes en el medio acuoso donde se produjo su precipitacion.

En primer lugar, la sintesis de las nanoparticulas de magnetita se realizé mediante el método de co-precipitacién
en solucién [Massart, 1981], En concreto, la metodologia de sintesis seguida consistié en la adicién, a temperatura
ambiente y gota a gota, a una solucién acuosa de amoniaco (500 mL, 0.7 M) de una solucién acuosa de cloruro férri-
co (40 mL, 1 M) y otra solucién acuosa de cloruro ferroso (10 mL, 2 M) que ademds contenia una concentracién 2
M de HCIL. En estas condiciones, se produjo la formacién espontdnea de las nanoparticulas de magnetita, las cudles
fueron aisladas mediante sedimentaciéon magnética. La dltima fase de esta sintesis consistid en la estabilizacion ter-
modindmica de las nanoparticulas de magnetita en una disolucién acuosa de acido perclérico 2 M durante 12 horas.
De esta manera, aseguramos que las particulas de este 6xido de hierro se mantuvieran aisladas en el medio de disper-
sioén, no formandose agregados de mayor tamafio. Las particulas de magnetita fueron preparadas en el momento de su
utilizacion para la sintesis de los nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona).

Por el contrario, si las nanoparticulas de este 6xido de hierro no eran utilizadas en el momento, se desecaban en
una estufa de desecacién [P-Selecta, Espafia] a 40.0 + 0.5°C, y se conservaron en estado seco hasta su utilizacién.

El proceso de sintesis de las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) comenz6 con la adicién de 10 mL de
una solucién al 0.3% (p/v) de polimero en diclorometano sobre 50 mL de una suspensién acuosa de nanoparticulas
de magnetita (0.3%, p/v) que contenia una concentracién de pluronic® F-68 del 2% (p/v). La adicién de la fase
orgdnica sobre la fase acuosa se realiz bajo agitacién mecdnica (1200 rpm), la cual se mantuvo durante 1 hora
mads. Finalmente, la limpieza de las nanoparticulas magnéticas compuestas magnetita/poli(e-caprolactona) se realizé
mediante sedimentacién magnética. Para ello, la suspension fue sometida a ciclos consecutivos de exposicién a un
iman de 400 mT durante 5 minutos, procediendo a la eliminacién del sobrenadante tras este tiempo, y redispersion
en agua bidestilada. Esta rutina se mantuvo hasta que el sobrenadante obtenido era transparente y presentaba una
conductividad inferior a 10 uS/cm.

Finalmente, con el objetivo de establecer comparaciones durante la caracterizacion fisicoquimica de las nanopar-
ticulas magnetita/poli(e-caprolactona), realizamos también la sintesis de nanoparticulas puras de poli(e-caprolactona)
seglin la metodologia indicada en el parrafo anterior, pero sin la utilizacién de los nicleos de 6xido de hierro.

A continuacion se realizé una caracterizacion fisica, quimica y fisicoquimica de las nanoparticulas.

La geometrfa (forma y tamafio) de las particulas de magnetita y magnetita/poli(e-caprolactona) fue estudiada
mediante microscopia electrénica de transmisién de alta resolucién (HRTEM) [STEM PHILIPS CM20, Holanda] y
mediante microscopia electrénica de barrido de alta resolucién (FeSEM) [Zeiss DSM 950, Alemania], La determi-
nacién del tamafio de particula medio (+ desviacion estdndar) se obtuvo mediante espectroscopia de correlacion de
fotones (PCS) [Malvern 4700 analyzer, Malvern Instruments, Inglaterra].

El tamafio medio de las particulas de magnetita fue de 12 + 2 nm (figura la y 2a), lo que nos hizo pensar que las
nanoparticulas debian ser superparamagnéticas.

El tamafio medio de las nanoparticulas puras de polimero fue de 97 + 7 nm.

En cuanto a las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona), tal y como puede apreciarse en la figura Ic, el
recubrimiento polimérico de los niicleos magnéticos fue completo.

Como muestra la figura 2b, los niicleos de magnetita quedaron recubiertos por un halo blanco/grisdceo que coinci-
di6 con el aspecto de las nanoparticulas puras de polimero. Es mds, las microfotografias de FeSEM (figura 2) muestran
cémo externamente las particulas puras de poli(e-caprolactona) y las particulas compuestas magnetita/poli(e-caprolac-
tona) son indistinguibles. Este hecho confirmé la eficacia del recubrimiento de los nicleos magnéticos por el polimero
biodegradable.

Finalmente, el andlisis PCS de la nanoparticulas magnéticas magnetita/poli(e-caprolactona) permitié confirmar el
pequefio tamafio de éstas (86 +12 nm), muy adecuado para la via de administracion parenteral.
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Las condiciones de sintesis descritas en el ejemplo anterior son las que posibilitan un mayor rendimiento en la
obtencién de nanoparticulas compuestas magnetita/poli(e-caprolactona) (tabla 1). Sin embargo, para llegar a esta
conclusién fue necesario el andlisis del efecto que tienen las diferentes proporciones de masa magnetita:poli(e-capro-
lactona) (Fe;O,:PCL) en el rendimiento de la sintesis. En concreto, variamos las proporciones de Fe;O,:PCL desde
1:4 a4:1.

La figura 3 recoge las microfotografias de HRTEM de las nanoparticulas compuestas obtenidas segtin todas es-
tas variantes del procedimiento de sintesis. Observamos cémo las diferencias mas significativas se dieron entre las
nanoparticulas obtenidas utilizando una relacién Fe;O4:PCL 1:4 y 4:1, en comparacion con las otras posibilidades
investigadas. Si la relacién inicial entre las masas era 4:1, el recubrimiento polimérico de los nicleos magnéticos era
practicamente inexistente. Como mucho llegé a apreciarse ocasionalmente en las zonas de contacto entre los nicleos
magnéticos (figura 3a). En el caso contrario, cuando la relacion era 1:4, las particulas de Fe;O, quedaban totalmente
englobadas por una enorme matriz de polimero. Incluso se apreci6 la formacion de una excesiva cantidad de particulas
de polimero puro (figura 3c).

El analisis de la influencia de esta relacion de masas iniciales Fe;O,:PCL sobre el rendimiento de la sintesis en la
obtencién de nanoparticulas magnéticas compuestas Fe;O,/PCL, permitié comprobar que éste era maximo para una
proporcion 2:4 (= 90%), seguido de la proporcién 4:3 (=~ 84%) (tabla 1). El rendimiento de la reaccién de sintesis fue
calculado mediante la ecuacion:

masa total obtenida de nanoparticulas compuestas Fe,O,/PCL (mg) <100

masa total utilizada de material (mg)

TABLA 1

Rendimiento (%) de la reaccion de sintesis de las particulas compuestas Fe;0,/PCL para cada una de las
proporciones de masas iniciales Fe;0,:PCL. Desde 1:4, hasta 4:1

Proporcion de masas iniciales | Rendimiento Apariencia del sobrenadante
magnetita:polimero (%) no magnético
4:1 2 anaranjado oscuro
4:2 12 anaranjado claro
4:3 84 amarillento
4:4 42 blanquecino/amarillento
3:4 51 banquecino/amarillento claro
2:4 90 transparente
1:4 40 blanco

Como muestran los datos, si existe un exceso en la cantidad de nicleos magnéticos sobre la cantidad de polimero
mucha Fe;O4 quedd sin recubrir (no formando parte de las particulas compuestas) y, por su particular superparamag-
netismo, quedd en el sobrenadante de la suspension en lugar de formar parte del sedimento magnético atraido por el
iman. En estas condiciones, el sobrenadante no magnético presentd un caracteristico color anaranjado (indicativo de
la presencia de estos nicleos superparamagnéticos de 6xido de hierro). Por el contrario, si la relaciéon era de 1:4 el
sobrenadante no magnético obtenido era totalmente blanco, consecuencia de la formacién de nanoparticulas de poli-
mero puro en exceso. Ademads, al incrementar la cantidad de PCL con respecto a Fe;O, el grosor del recubrimiento
polimérico de las nanoparticulas de magnetita tendia a ser algo mayor.

El hecho de que el sobrenadante de las nanoparticulas compuestas obtenidas con la relacién Fe;O,:PCL 2:4 fuera
totalmente transparente, significa que toda la cantidad de los materiales utilizados en la formulacién de nanoparticu-
las Fe;0,/PCL se transformé en estas nanoparticulas magnéticas compuestas. De hecho, como hemos comentado el
rendimiento es ~ 90% (tabla 1).

Por dltimo, cuando hay un exceso de Fe;O, sobre PCL (en concreto, en la relacién 4:3) todo el polimero utilizado
pasé a formar parte de los recubrimientos poliméricos biodegradables de las particulas compuestas. Este exceso en
Fe;0, hizo que hubiera nicleos magnéticos no recubiertos que permanecieron aislados en el sobrenadante del medio
de dispersion, haciendo que el rendimiento de la reaccién de sintesis fuera el menor, en comparacién con la relacién
2:4 como hemos sefalado.
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La metodologia de sintesis implicé la utilizacién de una relaciéon de masas iniciales Fe;O4:PCL 2:4. Asi{ (figuras
Ic y 2c), el rendimiento de la reaccién fue el maximo posible (= 90%) y se obtuvieron nanoparticulas compuestas de
tamafio muy pequefio (86 + 12 nm) y adecuado para la via de administracién parenteral.

Este tamafio fue sensiblemente inferior al obtenido en trabajos previos. En concreto, y en funcion de las condicio-
nes de formulacidn, se obtuvieron nanoparticulas Fe;O,:PCL con un tamafio de 20 a 3 um, cuando la velocidad de
agitacién variaba entre 500 y 2000 rpm, respectivamente [Hamoudeh y Fessi, 2006], de 160 + 5 nm [Yang y cols.,
2006], y de 164 + 3 nm [Gang y cols., 2007].

El menor tamafio de las nanoparticulas Fe;O,:PCL que hemos sintetizado es realmente interesante en el transporte
de farmacos al lugar de accion (masa tumoral, tejido inflamado, etc.), ya que permite estimar una mayor acumulacién
de las nanoparticulas en la regién diana al minimizarse los fenémenos de reconocimiento y retirada por el sistema
inmune [Decuzzi y cols., 2009].

Posteriormente realizamos una caracterizacion muy exhaustiva de las nanoparticulas, en comparacién con los
trabajos previamente publicados [Hamoudeh y Fessi, 2006; Yang y cols., 2006; Gang y cols., 2007], En concreto,
difractometria de rayos X, espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier, propiedades magnéticas (ciclo
de histéresis), propiedades eléctricas superficiales (electroforesis: dependencia del potencial zeta con el pH y con la
fuerza i6nica) y termodindmica superficial (andlisis de la naturaleza hidréfila/hidr6foba del nanomaterial).

1.- Difractometria de rayos X

Realizamos un difractograma de rayos X de los tres tipos de materiales (Fe;O,, PCL y Fe;O,/PCL), empleando
el método de Debye-Scherrer. El dispositivo empleado fue un difractometro Philips PW1710 (Holanda), utilizando
una longitud de onda de 1.5405 A (Cu-K,). La masa utilizada en el andlisis fue la misma para todos los materiales
(= 0.5 g). En la figura 4 se recogen los difractogramas obtenidos para la magnetita, el polimero y las particulas com-
puestas. Al comparar los difractogramas de la magnetita y de las particulas compuestas con el patrén de la “American
Society for Testing and Materials” de la magnetita (figura 4), comprobamos la perfecta coincidencia de las lineas del
difractograma con las del patrén, lo que permitié identificar la muestra como magnetita y observar la elevada cristalini-
dad de ésta (tamafio de gramo ~ 300 A), incluso tras ser recubierta por el polimero. Las caracteristicas semicristalinas
de la PCL también quedaron reflejadas en los difractogramas. Destacamos cémo los picos caracteristicos de la PCL
se encontraron presentes en el difractograma de rayos X de las particulas magnéticas compuestas, aunque con una
menor intensidad. A igualdad de masa utilizada en el andlisis, la cantidad de polimero presente en la muestra de parti-
culas compuestas Fe;O,/PCL era menor. Demostrando de nuevo la eficacia de la formacion de particulas compuestas
Fe;0,/PCL mediante la metodologia de sintesis de la presente invencién.

2.- Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

Para la preparacion de las muestras a analizar tomamos 1.0 mg de material s6lido y se mezclaron con 100 mg
de bromuro potésico pulverizado y seco. A continuacién, prensamos el material a 15000 kPa para obtener un disco
transparente. Como consecuencia de esta manipulacion, aparecieron bandas en el espectro de infrarrojos a 3448 cm™!
y 1639 cm™' debido a la humedad. La obtencién del interferograma se realizé utilizando un espectrofotémetro de
infrarrojos (Nicolet 20 SXB, EE.UU.), con una resolucién de 2 cm™'.

Enla figura 5 se recoge el espectro de infrarrojos de nuestros tres tipos de particulas (Fe;O,, PCL y Fe;O,/PCL). El
analisis permiti6 la identificacion de los grupos funcionales del polimero en las particulas compuestas. Sin embargo,
las bandas fueron menos intensas debido a la menor cantidad de polimero presente en las particulas compuestas para
el mismo peso de muestra. En concreto, las bandas observadas fueron:

= A:  bandadebida a la humedad que adquieren las muestras como consecuencia de su proceso de manipulacion.
Se localiza a 3388 cm™!.

= B:  grupo de dos bandas que corresponden a la vibracion de estiramiento del enlace C-H de la molécula. En
el polimero, a 2937 cm™' se localiza la banda caracteristica de la vibracién de elongacién asimétrica del
grupo CH, (ux, CH,) y a 2888 cm™' observamos la perteneciente a la vibracién de elongacién simétrica
del CHZ (uAS CH2)

= C:  banda que corresponde a la vibracién molecular del enlace C = O del polimero, aparece a 1727 cm™'.

= D:  banda que corresponde a la vibracién de flexion asimétrica del CH, (u,, CH,). En las particulas poliméri-
cas aparece a 1469 cm™'.

= E: grupo de dos bandas correspondientes a la vibracién de flexion del enlace O-H (1345 cm™) y a la vibracién
de elongacién del enlace C-O (1281 cm™) del 4cido carboxilico de la molécula.
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s F: banda perteneciente a la vibracién de elongacion del enlace C-O del alcohol primario del polimero (1242
cm™).

= G:  grupo de tres bandas que aparecen a 1150 cm™, 1111 cm™ y 1061 cm™, corresponden a la vibracién de
elongacién y flexién del grupo C-CO-C, y que resulta de la vibracién de elongacién y flexion de la cadena
C-C-C presente en este grupo.

= H:  en las muestras que contienen polimero, a 961 cm™' aparece una banda media caracteristica de un alcano.

s [: banda permaneciente a la vibracion de oscilacién del CH, (pCH,), se observa a 840 cm™' y es propia de
una cadena larga de CH,.

=] tinica banda ausente en el espectro de las particulas de polimero. Aparece a 581 cm™ y es una banda ancha
e intensa, caracteristica de la absorcidén en la magnetita [Lyon, 1967], correspondiente a la frecuencia
Restrahl (o rayo residual), de maxima absorbancia de cristales i6nicos (o parcialmente i6nicos) en el
infrarrojo [Gartstein y cols., 1986],

3.- Propiedades magnéticas

Se caracterizaron las propiedades magnéticas de los niicleos de Fe;0, y el efecto que el recubrimiento polimérico
podia tener sobre éstas. Ademas, y con el fin de clarificar las condiciones 6ptimas para la formulacién de nanoparticulas
magnéticas compuestas Fe;0,/PCL, se investigaron las caracteristicas magnéticas de las particulas de Fe;O,/PCL
obtenidas para cada una de las relaciones de masa inicial Fe;O,:PCL (desde 1:4 hasta 4:1). Las propiedades magnéticas
de la magnetita y de las particulas Fe;0,/PCL quedaron perfectamente definidas mediante el ciclo de histéresis. Esta
caracterizacién macroscoépica del comportamiento magnético de las particulas coloidales se realizé con la ayuda de un
magnetémetro-susceptibilimetro Manics DSM-8 (Francia). Todas las medidas se realizaron a 25.0 + 0.5°C, ya que a
esta temperatura se realiz6 la preparacion y el almacenamiento de las suspensiones.

La figura 6 recoge el ciclo de histéresis de las nanoparticulas de Fe;O, y de las compuestas Fe;O,/PCL. En el
caso de los niicleos puros de magnetita, no se observo histéresis por el cardcter superparamagnético de éstos. Este
superparamagnetismo fue consecuencia del pequefio tamafio de la Fe;O, (< 20 nm).

De la regién lineal del ciclo de histéresis (zona de campo magnético bajo) se estimé la susceptibilidad magnética
inicial (y;) de las particulas compuestas Fe;O,/PCL: 3.13 + 0.17; y, el valor de la magnetizacién de saturacién 258 +
7 emu/g. Las particulas compuestas Fe;O,/PCL obtenidas en las mejores condiciones posibles (relacién 2:4 de masas
iniciales Fe;0,:PCL) tuvieron unas propiedades magnéticas muy superiores a las de coloides de igual composicién
(Fe;0,/PCL), p. €j., valores de magnetizacion de saturacién: ~ 8 emu/g [Hamoudeh y Fessi, 2006], ~ 17.6 emu/g
[Yang y cols., 2006], y = 10.2 emu/g [Gang y cols., 2007].

Estas propiedades magnéticas de las nanoparticulas compuestas Fe;O,/PCL del sistema coloidal disefiado demues-
tra que dichas nanoparticulas tenfan las caracteristicas adecuadas para su utilizacién en el transporte de formacos a un
organo o tejido diana: un recubrimiento polimérico que permitird el transporte de cantidades suficientes de farmaco y
su liberacion a una velocidad controlable, y una mds que adecuada capacidad para responder a gradientes magnéticos
aplicados. Esta respuesta a gradientes magnéticos aplicados debe mejorar notablemente la concentracién en el lugar
de accién de la dosis de nanoparticulas Fe;O,/PCL administradas y, de esta manera, la total acumulacién de la dosis de
farmaco en la regién diana (potenciacién del efecto farmacolégico y reduccidn de la toxicidad asociada a una extensa
biodistribucién).

De forma adicional, la capacidad de respuesta a campos magnéticos aplicados de las particulas de Fe;O, y de
Fe;0,/PCL fue analizada cualitativamente mediante visualizacion del efecto que ejerce un iman permanente sobre una
suspension acuosa de estas nanoparticulas. En concreto, se prepararon sendas suspensiones acuosas coloidales con una
concentracion < 0.5% (p/v). A una temperatura de 25.0 + 0.5°C, se puso en contacto la suspensién de Fe;O, y la de
Fe;0,/PCL con un campo magnético de 400 mT, y se observé el comportamiento de las nanoparticulas en funcién del
tiempo. Como puede apreciarse en la figura 7, las nanoparticulas compuestas de Fe;O,/PCL fueron atraidas muy rapi-
damente por el iman, confirmando las grandes propiedades magnéticas del sistema disefiado. El sobrenadante quedé
completamente transparente, en menos de 1 minuto. Por el contrario, la suspensién de nanoparticulas de Fe;O, mantu-
vo su aspecto homogéneo incluso tras 24 horas de exposicién al gradiente magnético aplicado. El caracter superpara-
magnético de las nanoparticulas de Fe; 0O, justificé la ausencia de respuesta al gradiente magnético de 400 mT.

Con el fin de analizar el comportamiento microscopico de las suspensiones acuosas de las nanoparticulas compues-
tas Fe;0,/PCL, realizamos un seguimiento mediante microscopia éptica de éstas. Las suspensiones acuosas tenian una
concentracion del 0.1% (p/v) de nanoparticulas y la exposicion a un gradiente magnético de 400 mT se realiz6 a 25.0
+ 0.5°C. En concreto, una gota de suspension acuosa de las nanoparticulas magnéticas se colocé en un portaobjetos y
fue sometida a un imén localizado en diferentes posiciones con respecto a la suspension magnética. La visualizacién
del efecto que el gradiente magnético aplicado ejercié sobre la suspension de nanoparticulas se realizé utilizando un
microscopio éptico (magnificacion: 40X).
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Como puede apreciarse en la figura 8a, la suspensién acuosa de nanoparticulas de Fe;O,/PCL fue muy homogénea
en ausencia de un gradiente magnético aplicado. Sin embargo, cuando la gota de suspensién quedaba bajo la influencia
del iman permanente de 400 mT, las particulas formaban agregados en forma de cadenas paralelas a la direccién del
gradiente magnético (figura 8b en adelante).

El proceso de andlisis de las condiciones 6ptimas de formulacion de las nanoparticulas de Fe;O,PCL se completd
con el estudio de las propiedades magnéticas de las particulas obtenidas segtin cada una de las relaciones de masa
iniciales Fe;O,:PCL (desde 1:4, hasta 4:1). La susceptibilidad inicial y la magnetizacién de saturacién de cada uno
de los tipos de particulas magnéticas compuestas quedan recogidas en la tabla 2. Estos pardmetros magnéticos fueron
calculados a partir del ciclo de histéresis de cada una de las muestras.

TABLA 2

Propiedades magnéticas de las particulas compuestas magnetita/poli(e-caprolactona) (Fe;04/PCL) obtenidas a
partir de diferentes proporciones de masa inicial magnetita:polimero

PROPORCION DE MASAS | SUSCEPTIBILIDAD MAGNETIZACION DE
INICIALES Fe;0,:PCL INICIAL () SATURACION (emu/g)

4:01 0.62+0.14 52+8

4:02 2.38+0.13 196 +7

4:03 278+0.11 22916

4:04 3.07£0.12 253 +6

3:04 3.04£0.14 249+ 8

2:04 3.13£0.17 258 £7

1:04 244 +0.23 2019

Como puede observarse en la tabla 2, las nanoparticulas con mejores propiedades magnéticas fueron aquellas obte-
nidas a partir de una relacion de masas inicial Fe;O,:PCL entre 4:4 y 2:4, debido principalmente a que las particulas asi
obtenidas albergaban un gran nimero de ndcleos superparamagnéticos en su interior y, por lo tanto, presentaban una
mayor capacidad para responder a gradientes magnéticos. Cuando la sintesis de las particulas compuestas se realizé
con las proporciones 4:3 a 4:1, el recubrimiento polimérico obtenido fue mucho mas delgado y en su interior hubo
un menor nimero de particulas de magnetita (figura 3a). Este efecto fue cada vez mds patente conforme se incremen-
taba el exceso en nucleos superparamagnéticos utilizado en la sintesis. Asi, las propiedades magnéticas fueron cada
vez menores. Finalmente, cuando el exceso de polimero utilizado en la sintesis de las particulas compuestas era muy
grande (relacién de pesos iniciales 1:4), las particulas superparamagnéticas quedaban embebidas por una cubierta de
polimero tan grande que lograba reducir significativamente la magnetizacion de la muestra (figura 3c).

Estos resultados demostraron que con la relacién de masas inicial Fe;O,:PCL de 2:4, se conseguian los mejores
resultados para obtener unas nanoparticulas magnéticas compuestas con las mejores caracteristicas para su uso en el
transporte magnético de farmacos hasta el 6rgano o tejido diana.

4.- Propiedades eléctricas superficiales

La determinacion de las movilidades electroforéticas (u.) de las distintas suspensiones acuosas se llevo a cabo
utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra). La medida estaba basada en el
andlisis de la autocorrelacién de la luz ldser dispersada por las nanoparticulas en movimiento. El aparato utilizado
permitié determinar u. con errores < 5%. La temperatura de medida (25°C) se mantuvo constante (hasta + 0.2°C)
utilizando un médulo Peltier. Las suspensiones estudiadas tenian una concentracién de nanoparticulas ~ 0.1% (p/v).
Antes de preparar la suspension se fijaba la concentracién del electrolito (KNO;) deseada y se ajustaba, en su caso,
el pH con HNO; o KOH. Las medidas se realizaron tras 24 horas de contacto de las nanoparticulas con el medio
de dispersién a 25.0 + 0.5°C y bajo agitacién mecédnica (50 rpm). Los datos presentados fueron el promedio de 12
determinaciones, cambiando la muestra cada tres. La teorfa de O’Brien y White [O’Brien y White, 1978] se utilizé
para convertir los valores de u, en potencial zeta ().

En el caso del estudio de la estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales de las nanoparticulas compuestas
Fe;0,/PCL, las medidas se realizaron de igual forma. La tinica diferencia introducida fue la composicién del medio
de dispersion de las nanoparticulas: tampén NaOH-KH,PO, (pH =7.4 + 0.1).
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Debido a que las propiedades de los 6xidos de hierro son extremadamente sensibles a las variaciones del pH,
lo cual no es predecible en el caso de la poli(e-caprolactona) debido a la naturaleza de los grupos responsables de
su carga (los dcidos carboxilicos libres), centramos en primer lugar nuestro estudio en el efecto del pH sobre el
potencial zeta ({) de las nanoparticulas. La figura 9 muestra la evolucién del ¢ de las nanoparticulas en funcién
del pH (con una fuerza iénica moderada constante: KNO; 1073 M). Como puede observarse, las nanoparticulas de
magnetita presentaron un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta zero bien definido en torno a pH 7. En el ca-
so del polimero, el punto isoeléctrico se encontraba en las proximidades del pH 5.5. A partir de estos valores la
carga eléctrica superficial fue negativa. Esta diferencia entre el comportamiento electrocinético de las nanoparticu-
las de Fe;O, y de PCL convirtieron a la electroforesis en una herramienta muy ttil para comprobar cualitativa-
mente la eficacia del recubrimiento y, de esta manera la obtencién de particulas compuestas Fe;O,/PCL. La figu-
ra 9 muestra cémo las nanoparticulas Fe;O,/PCL presentaban un comportamiento casi idéntico a las de polimero
puro. Por lo tanto, podemos concluir que el recubrimiento polimérico oculta muy eficazmente el nicleo magnéti-
co, haciendo que la superficie de las particulas compuestas sea indistinguible de la de las nanoparticulas puras de
polimero.

Para confirmar estos resultados determinamos el £ de los tres tipos de nanoparticulas en funcién de la concentracién
de KNO; a pH = 6 constante, siguiendo la misma metodologia. Los resultados de este andlisis se muestran en la figura
10. De nuevo se observa la similitud entre la electrocinética del polimero y de las particulas compuestas Fe;O,/PCL,
y las diferencias con respecto a la magnetita.

Con toda la informacién expuesta sobre las caracteristicas superficiales de los materiales estudiados, demostramos
el mecanismo por el que una matriz de poli(e-caprolactona) se deposita sobre los niicleos de magnetita y los engloba.
En concreto, predecimos una interaccion electrostitica netamente atractiva entre las nanoparticulas de magnetita con
carga eléctrica positiva y el polimero con carga eléctrica negativa. Las condiciones ligeramente dcidas en las que se
formulan las nanoparticulas compuestas Fe;O,/PCL (pH = 6.0) determinaron estas cargas eléctricas superficiales (fi-
gura 9). Gracias a esta interaccion electrostdtica de tipo netamente atractivo, fue posible la concentracién del polimero
en la superficie de la matriz polimérica de la magnetita. Hecho que favoreci6 la inclusién de los nticleos superpara-
magnéticos en el interior de la matriz polimérica y, por lo tanto, la formacién de las particulas magnéticas compuestas
Fe;0,/PCL.

La técnica de electroforesis también fue utilizada, siguiendo la misma metodologia y rutina, para analizar las
caracterfsticas y la eficacia del recubrimiento cuando cambia la relacién de masas iniciales Fe;O,:PCL utilizada
en la formulacién de las nanoparticulas compuestas Fe;O,/PCL. La figura 11 muestra los valores de u. de las na-
noparticulag compuestas en un medio de dispersién acuoso, en presencia de una fuerza iénica moderada constante
(KNO; 10~ M).

De forma muy patente, puede apreciarse cdmo los valores de u, caracteristicos de los nicleos magnéticos con-
dujeron hacia los de las particulas de polimero puro al aumentar la cantidad de polimero utilizada en la relacién de
masas iniciales Fe;O,:PCL, principalmente por encima de 3:4. Por lo tanto, desde un punto de vista electroforético
justificamos la utilizacién de una relacién de masas iniciales 2:4 para la formulacién de las nanoparticulas compuestas
Fe;0,/PCL. Sélo asi los valores de u, de las nanoparticulas compuestas son indistinguibles de los de la PCL y, por lo
tanto, el recubrimiento polimérico de los nicleos magnéticos fue éptimo y eficaz.

Las medidas electroforéticas de las suspensiones acuosas (concentraciéon ~ 0.1%, m/v) de magnetita y de na-
nocompuestos magnéticos se realizaron reproduciendo las condiciones fisioldgicas (pH 7.4 + 0.1, y 37.0 = 0.5°C).
El experimento se consider$ finalizado cuando los valores de movilidad electroforética (#.) de las nanoparticulas
Fe;0,/PCL coincidian con los de las nanoparticulas puras de Fe;O,, sefial inequivoca de la pérdida del recubrimiento
polimérico.

En la figura 12 se aprecia cémo los valores de u, de la magnetita permanecen constantes durante todo el periodo
del estudio (#, =~ -3.5 p-s™'/V-cm™). Este valor negativo de u, tan elevado fue debido a la formacién en la superficie
de la magnetita de una fina capa de oxidacién (maghemita, un estado mas oxidado de ésta). De hecho, los valores de
u. de nanoparticulas de maghemita de igual tamafio a la Fe;O, (bajo las mismas condiciones experimentales) fueron
muy similares (u, ~ -3.6 y-s™'/V-cm™).

En la figura 12 se ve como los valores de u, de las nanoparticulas Fe;O,/PCL se aproximan progresivamente a
los caracteristicos de los nicleos magnéticos. En concreto, se hacen iguales tras 15 dias. A partir de entonces, no se
observaron diferencias significativas entre la 1, de ambos materiales. Por tanto, la superficie de los nicleos de Fe;0,
de los nanocompuestos quedé cada vez mas expuesta al medio de dispersién (de ahf los valores cada vez mds negativos
de u.), por la degradacion progresiva del recubrimiento. Asi, cuando la cubierta de polimero se perdia completamente,
ambos valores de u, se hacian indistinguibles. Esta evolucién tan progresiva de u, hacia los valores tipicos de la Fe;O,,
puso de manifiesto cualitativamente que la velocidad de degradacion del polimero fue lenta, lo que ha sido asociado
al alto grado de cristalinidad y a la gran hidrofobia de este polimero.
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5.- Termodindmica superficial

El andlisis termodindmico superficial de los nicleos de magnetita (Fe;O,), el recubrimiento polimérico [poli(e-
caprolactona), PCL] y las nanoparticulas Fe;O,/PCL, se realiz6 utilizando agua filtrada y desionizada (sistema Milli-
Q Academia, Millipore, Francia), formamida (Cario Erba, Italia) y a-bromonaftaleno (Merck, Alemania). En la apli-
cacion del modelo de van Oss se utilizaron los valores de las componentes de la tension superficial de los liquidos de
prueba utilizados (tabla 3) [van Oss, 2006].

TABLA 3

Componentes de la tension superficial (mJ/m?) de los liquidos utilizados en el experimento de medida del
dngulo de contacto a 25.0 = 0.5°C

Liquido vy vy
Agua 218 | 255 | 255
Formamida 39.0|2.28 | 39.6

a-Bromonaftaleno | 43.6 | 0.0 | 0.0

La medida de los dngulos de contacto se realizé con un goniémetro Ramé-Hart 100-0.7-00 (EE.UU.), que permite
observar las gotas de liquido depositadas sobre un sélido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos micromé-
tricos que permiten los desplazamientos verticales y horizontales del sustrato, asi como de un limbo graduado para
la medida del dngulo con una precisién de + 1°. El uso de una microjeringa Gimont (EE.UU.) permitié controlar el
volumen de la gota depositada entre 2 y 4 pLL. Las medidas se realizaron a 25.0 + 0.5°C, utilizando una cdmara ter-
mostética. La captura de las imagenes de las gotas de los liquidos depositados sobre la superficie de los materiales se
realiz6 utilizando una cdmara digital que tiene un dispositivo de carga acoplada (“charge-coupled device”, CCD) y un
sistema de andlisis digital de imagenes.

Los 4ngulos de contacto de los liquidos seleccionados se determinaron sobre finas capas de los tres tipos de nano-
particulas depositadas sobre unos portaobjetos de microscopio (placa de vidrio). Estas superficies lisas se obtuvieron
tras la adiccién de manera uniforme de una suspensiéon acuosa de cada tipo de nanomaterial (= 10%, p/v) sobre la
superficie limpia y seca de una placa de vidrio. En la preparacién de la muestra comprobamos que con la adicién de
10 mL de suspensién acuosa de nanoparticulas se obtenia una capa de material suficientemente gruesa. La desecacién
de los portaobjetos con cada una de las muestras se realizé a 35.0 + 0.5°C, utilizando un horno de desecacién durante
24 horas. De esta manera, se obtuvo una capa de material muy uniforme a nivel macroscépico, la cual permitié que la
medida de los dngulos de contacto se realizara en gotas muy estables.

En la figura 13, se recogen los valores promedio de los dngulos de contacto obtenidos tras realizar 16 determina-
ciones midiendo sobre una nueva gota después de cada dos medidas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la
existencia de importantes diferencias entre los nicleos de 6xido de hierro y las nanoparticulas magnéticas compuestas
Fe;0,/PCL.

Para aportar una informacion fisica veraz sobre la termodindmica de los tres tipos de superficies fue necesaria
la evaluacién de las componentes y,. Los datos representados en la figura 14 confirman en gran medida nuestras
estimaciones sobre la eficacia del recubrimiento de los nicleos magnéticos basadas en las propiedades electrocinéticas
anteriormente analizadas. En particular, para cualquier componente de la energia libre superficial considerado, sus
valores para las particulas magnéticas compuestas Fe;O,/PCL coinciden casi totalmente con los correspondientes al
polimero puro. Ademds, a pesar de que la componente Lifshitz-van der Waals (y5"V) fue la menos afectada por el
tratamiento superficial, su valor para las nanoparticulas Fe;O,/PCL fue casi el mismo que para el polimero. A pesar
de que la componente electrén-aceptor (y¢) era muy pequefia para los tres tipos de materiales, su magnitud para las
nanoparticulas Fe;O,/PCL fue virtualmente cero e idéntico al correspondiente a la PCL, adquiriendo valores finitos
para la magnetita. La contribucién electrén-donante (yg) muestro una diferencia mucho mds notable entre los niicleos
de 6xido de hierro y las particulas magnéticas compuestas Fe;O,/PCL. El elevado valor de esta dltima componente en
el caso de la magnetita confirma su cardcter monopolar electrén-donante.

Los resultados mostraron que el recubrimiento de los nicleos magnéticos fue completo bajo las condiciones Opti-
mas de la sintesis.

Las interacciones implicadas en la determinacién de la energia libre superficial de los nanomateriales se manifiestan
en fendmenos como la agregacion de las nanoparticulas en suspension o su adhesion a diferentes sustratos.
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La idea que subyace en nuestro estudio es que las metodologias empleadas, junto con su base tedrica, permiten: i)
especificar completamente la componente LW de la energia de interaccion entre las particulas dispersas (contemplada,
junto con la repulsion electrostitica entre dobles capas eléctricas, en la teoria cldsica DLVO); y ii) cuantificar igual-
mente las contribuciones no-DVLO a la energia total del sistema, las cudles se relacionan con la componente AB de la
teorfa superficial tanto del sélido en suspensién como del liquido.

Consideramos aqui la importancia de los términos LW y AB de la energia de interaccién entre los materiales
descritos (fase 1) en un medio acuoso (fase 2):

AGm = AGleﬁV + AGlg?
(2)

Los valores obtenidos de AGLY y AG?E se muestran en la tabla 4, donde puede apreciarse que para la magne-
tita, el intercambio energético debido a la componente LW es bastante menor que el asociado a la componente AB,
siendo ademds negativo. Por tanto, la variacién de la energia libre de interaccion total es debida, principalmente, a
la componente AB [Plaza y cols., 1998]. El hecho de que sea positiva la contribucién AB en la magnetita, indica que
su naturaleza fuertemente monopolar provoca una significativa repulsion entre las nanoparticulas. La interaccién LW
debida a la contribucién apolar, siempre atractiva en estos casos, es mucho menos intensa, provocando por ello un
valor neto positivo para AGy,;. Por el contrario, tanto las nanoparticulas compuestas Fe;O,/PCL como el polimero
tienen valores negativos de AGj,; (atraccién hidréfoba), que se afiaden a la atraccién de van der Waals.

TABLA 4

Energia libre de interaccion entre las particulas y sus componentes AB y LW en medio acuoso

solido | AGHT (myim?)| AGi2 (maim?)| 26121 (mIim?)
FesOs | 20104 |149:21 |121%15
PCL 71:13 | 13104 | 83224
FesOJPCL| 6511  |-07%02 |-72+15

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en el cardcter hidréfobo/hidréfilo de
los diferentes nanomateriales estudiados. Podemos utilizar el siguiente criterio para determinar cudndo un material
puede considerarse hidréfilo o hidréfobo [van Oss, 2006]: Si AG,, resulta ser negativo, las interacciones interfaciales
favorecen la atraccién entre si de las nanoparticulas, y se consideran hidr6fobas. Por el contrario, la hidrofilia se
corresponde con valores positivos de AG,,.

La figura 15 muestra los resultados obtenidos para los tres tipos de nanomateriales. Como puede apreciarse, la
naturaleza hidrdéfila de la magnetita se pierde al ser recubierta por el polimero hidréfobo, lo que puede considerarse
como un indicio muy claro de que dicho recubrimiento es eficaz.

Ejemplo 2
Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de farmacos

Evaluamos la vehiculizacién de dos farmacos antitumorales (doxorrubicina y 5-fluorouracilo) y un farmaco antiin-
flamatorio no esteroideo (AINE, diclofenaco sédico) en las nanoparticulas compuestas. Se siguieron dos metodologias
para la incorporacién de estos principios activos. En concreto, la adsorcion superficial tras la formacién e incubacién
de las nanoparticulas en una disolucién de principio activo (método de adsorcion), y la adicién en el momento en el
que se generaban las nanoparticulas, de forma que quedaba atrapado el principio activo principalmente en la matriz de
éstas (método de absorcion). Utilizamos la técnica de espectrofotometria UV-Vis como metodologia de cuantificacién
de la cantidad de farmaco incorporada en las nanoparticulas. Los experimentos se repitieron por triplicado para cada
una de las concentraciones molares de farmaco.

La cantidad de farmaco incorporado se expresé en términos de eficacia de atrapamiento (entrapment efficiency,
EE) (%) [(farmaco vehiculizado (mg)/cantidad total de fairmaco utilizado (mg)) x 100] y de carga de farmaco (drug
loading, DL) (%) [(farmaco vehiculizado (mg)/masa total utilizada de nanoparticulas (mg)) x 100].
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La determinacién de la adsorcién superficial de farmaco sobre las nanoparticulas de compuestas Fe;O,/PCL se
realizé partiendo de una serie de disoluciones acuosas (10 mL) con diferente concentracién molar de principio activo
(107%, 107, 107 y 1072), salvo en el caso de la doxorrubicina donde la concentracién méxima utilizada fue de 1073
M. En todos estos medios de dispersion se fijé una concentracién de nanoparticulas del 1% (p/v). Tras 24 horas de
contacto de las nanoparticulas con el farmaco a 25°C = 0.1°C y bajo agitacién mecanica (50 rpm), se obtuvieron los
sobrenadantes mediante doble centrifugacién a 11000 rpm durante 40 minutos y la cantidad de farmaco vehiculizada
se evalué mediante espectrofotometria UV-Vis. La tabla 5 recoge la cantidad vehiculizada en las nanoparticulas de
cada uno de los principios activos en funcion de la concentracion de éstos fijada en la solucién acuosa. Puede apreciarse
como la concentracidn utilizada de farmaco influye positivamente en la vehiculizacion.

TABLA 5

Eficacia de atrapamiento (%) y carga del farmaco de los farmacos en la superficie de las nanoparticulas de
Fe;0,/PCL, en funcion de la concentracion de farmaco

Doxorrubicina (M) EFE (%) DL (%)
107 8.93 +0.37 0.05 £ 0.01
10° 2262+021 | 0.13+0.02
10° 29.36 + 0.41 1.62+0.11

5-fluorouracile (M) EE (%) DL (%)
107 6.421 + 0.348 | 0.004 + 0.001
107 10.496 +0.216 | 0.012 + 0.004
10 12.422+0.118 | 0.016 * 0.003
10~ 18.151 £ 0.119 | 0.024 + 0.003

Diclofenaco sédico (M) EFE (%) DL (%)
10” 3.967+0.047 | 0.008 +0.002
107 5.989 + 0.108 | 0.014 + 0.005
10° 7.729 + 0.281 | 0.024 1 0.008
10~ 11.473 £ 0.326 | 0.032 + 0.011

Una vez caracterizada la escasa incorporacion de los tres fairmacos en la superficie de las nanoparticulas compues-
tas Fe;0,/PCL, estudiamos la contribucién del método de vectorizacion de farmacos en sistemas transportadores: la
incorporacién del principio activo en el momento en que se produce la formacién de las nanoparticulas. Para ello,
analizamos el efecto del principal factor condicionante de la captacién de principio activo en la matriz de las nanopar-
ticulas: la propia concentracién de farmaco. De esta manera, definimos las condiciones de vehiculizacién 6ptimas de
estos principios activos en las nanoparticulas compuestas magnéticas.

El andlisis de la influencia de la concentracién de estos principios activos sobre su incorporacién en la matriz
de las nanoparticulas fue realizado siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento espectrofotométrico UV-Vis
ya sefialados. Las concentraciones molares utilizadas en el caso de la doxorrubicina fueron: 107, 10™* y 107, Sin
embargo, en el caso del 5-fluorouracilo y del diclofenaco sédico, ademds de las concentraciones citadas, también se
utiliz6 una concentracién 10~ M. Los experimentos se repitieron por triplicado para cada una de las concentraciones
molares de farmaco.

La tabla 6 recoge la cantidad vehiculizada en las nanoparticulas de cada uno de los principios activos en funcién
de la concentracion de éstos fijada en la solucidon acuosa. Como puede apreciarse, la absorciéon de estos farmacos en
la matriz de las nanoparticulas aumenta con la concentracion de éstos presente en el medio de sintesis. Los valores
obtenidos de incorporacién de cada uno de estos farmacos son superiores a los correspondientes mediante el procedi-
miento de adsorcién superficial (a iguales concentraciones de principio activo), lo que justifica la seleccién del método
de vehiculizacién mediante absorcién en matriz como el mas adecuado para la sintesis de las particulas compuestas
Fe;0,/PCL cargadas con estos farmacos.
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TABLA 6

Eficacia de atrapamiento (%) y carga del farmaco de los farmacos en la matriz de las nanoparticulas de

Fe;0,/PCL, en funcion de la concentracion de fdarmaco

Doxorrubicina (M) EE (%) DL (%)

10~ 924+083 | 0.07+0.01

10 56.12+1.08 | 0.52+0.06

107 62.34+126 | 0.57+0.08
S5-fluorouracilo (M) EE (%) DL (%)

10~ 629+0.88 | 0.12+0.03

107 3294+1.74 | 0.61 +0.06

107 43.13+1.52 | 0.83 £0.09

10° 4952+186 | 095+0.11
Diclofenaco sédico M) | EE (%) DL (%)

10” 33.18+124 | 191 +0.53

107 3652+ 171 | 211 £0.48

10~ 4026+208 | 232+062

10~ 48.13+£2.79 | 2.77+£0.62

Las nanoparticulas compuestas Fe;O,/PCL formuladas bajos las condiciones 6ptimas de vehiculizacién de cada
uno de los tres farmacos se utilizaron en los ensayos in vitro de liberacion. Tales condiciones fueron: adsorcion su-
perficial 10~ M de doxorrubicina, y, 1072 M para 5-fluorouracilo y diclofenaco sédico. Concentraciones similares se
utilizaron el caso de la absorcién en matriz, procedimiento con el que se obtiene una mayor vehiculizacién de farma-
co (tablas 5 y 6). El ensayo de liberacién in vitro de cada uno de los fairmacos desde las nanoparticulas compuestas
Fe;0,/PCL se realizé por triplicado a 37.0 + 0.5°C. Para ello, se utiliz6 el método de didlisis y un tampén NaOH-
KH,PO, (pH = 7.4 £+ 0.1) como medio de liberacién. Las bolsas de didlisis se dejaron sumergidas en agua bidestilada
durante 12 horas antes de comenzar el ensayo. La bolsa de didlisis utilizada (Spectrum® Spectra/Por® 6, EE.UU.) se
caracteriza por un tamafio de poro de 2000 Da, que permite retener las nanoparticulas en su interior, dejando sélo el
farmaco liberado hasta el medio de liberacién.

Las muestras del medio de liberacion (1 mL) se recogieron segin el siguiente intervalo de tiempos: 0.08, 0.25, 0.5,
0.75,1,2,3,4,5,6,9y 12 horas, y 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 dias. Las muestras fueron analizadas
mediante espectrofotometria UV-Vis a las longitudes de onda de mdxima absorbencia de cada uno de los principios
activos (doxorrubicina: 481 nm, 5-fluorouracilo: 266 nm, y diclofenaco sédico: 276 nm). Un volumen igual de la
solucién tampon, mantenido a la misma temperatura, fue afiadido al medio de liberacién tras cada toma de muestra
con el objetivo de mantener las condiciones sink.

En el caso del antitumoral doxorrubicina (figura 16), cuando se incorporaba esta molécula exclusivamente en la
superficie de las nanoparticulas mediante adsorcion, la liberacién de la dosis vehiculizada ocurria en s6lo 4 horas.
Por el contrario, si la incorporacién de doxorrubicina se realizaba mediante el método de absorcién en matriz, el
17% de la dosis vehiculizada se liberaba durante la primera hora, mientras que el 83% restante lo hacfa mucho més
progresivamente durante 11 dias.

En cuanto al agente antineopldsico 5-fluorouracilo (figura 17), si era incorporado en la superficie de las nanoparti-
culas mediante adsorcion, su liberacion ocurria en tan sélo 3 horas. Por el contrario, si la incorporacién del farmaco se
realizaba mediante el método de absorcidon en matriz, el 30% de la dosis vehiculizada se liberaba durante la primera
hora y el 70% restante se liberaba en un total de 10 dias.

Finalmente en referencia al AINE diclofenaco sédico (figura 18), cuando se incorporaba esta molécula exclusiva-
mente en la superficie de las nanoparticulas mediante adsorcidn, la liberacion de la dosis vehiculizada ocurria en sélo
2 horas. Por el contrario, si la incorporacion se realizaba mediante el método de absorcién en matriz, el 33% de la
dosis vehiculizada se liberaba durante la primera hora y el 67% restante se liberaba en un total de 7 dias.
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En el caso de los 3 farmacos, el proceso de liberacién fue claramente bifdsico cuando la dosis de principio activo se
incorporaba en las nanoparticulas compuestas Fe;O,/PCL mediante el procedimiento de absorcién en matriz. En estos
casos, la liberacion constaba de una fase rdpida que significaba la pérdida del principio activo asociado a la superficie
o débilmente atrapado (adsorbido en los poros superficiales). La liberacion de firmaco mds sostenida en el tiempo que
se producia durante la segunda fase, fue debido a un proceso de difusion del farmaco a través de la matriz polimérica.

Estos resultados demuestran la gran capacidad de las nanoparticulas magnéticas de la presente invencién para el
transporte de una amplia variedad de fairmacos y, por lo tanto, su versatilidad como sistema magnético transportador
de principios activos.

Ejemplo 3
Capacidad hipertérmica de las nanoparticulas de la presente invencion

La capacidad de generar calor de las nanoparticulas de Fe;O,/PCL bajo la accién de un gradiente electromagnético
alterno fue ensayada in vitro a 25.0 + 0.5°C, por triplicado. Para ello, se prepararon 5 mL de una suspensién acuosa
de estas nanoparticulas (10 mg/mL). La frecuencia y la intensidad del gradiente magnético utilizado fueron 250 kHz
y 4 kA/m, respectivamente.

La figura 19 muestra el calentamiento in vitro de la suspension acuosa de nanoparticulas en funcién del tiempo.
Bajo la exposicion a un gradiente electromagnético alterno de alta frecuencia, la oscilacién de los momentos mag-
néticos de las nanoparticulas Fe;O4/PCL provocé que éstas generaran calor, alcanzdndose la temperatura minima de
hipertermia (= 41°C) tras 25 minutos. La suspension alcanz6 una temperatura maxima de 45°C tras 35 minutos. Como
puede apreciarse en la figura, esta temperatura fue mantenida de forma estable durante toda la duracién del experi-
mento. Esta circunstancia fue especialmente interesante, ya que numerosas investigaciones han puesto de manifiesto
que el calentamiento a esta temperatura de una masa de células tumorales durante unos 30 minutos, provoca dafios
irreversibles en éstas e induce su muerte [Huber, 2005]. Ademads, la estabilizacion de la temperatura a 45°C, demostrd
el buen control sobre la temperatura y el flujo de calor que ofrecian las nanoparticulas, un requisito basico para su apli-
cacion en hipertermia. Esto es especialmente importante si tenemos en cuenta que si la temperatura siguiera creciendo
sin control (> 48°C), los tejidos sanos que rodean la masa tumoral se quemarian y morirfan.

Los resultados de los ejemplos descritos en la presente invencion confirmaron que las nanoparticulas compuestas
magnetita/poli(e-caprolactona) constituyeron una nanoplataforma ideal para el transporte de formacos hasta el lugar
de accidn, proceso facilitado enormemente por su dptima capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados.
Su versatilidad en el transporte de moléculas activas supuso una mejora de la terapia antitumoral y del tratamiento de
enfermedades inflamatorias de diverso origen. Finalmente, y en el caso del cancer, su capacidad para la hipertermia,
permite la terapia combinada (quimioterapia optimizada + hipertermia) mucho mads eficaz contra el tumor.

Los resultados ademds demostraron que la técnica de formulacién desarrollada en la presente invencién simplificé
considerablemente otras metodologias propuestas previamente [Hamoudeh y Fessi, 2006; Yang y cols., 2006; Gang y
cols., 2007], Ya que como muestra el ejemplo 1 se evita un paso intermedio que conduce a la obtencién de particulas de
magnetita hidréfoba, la cudl complica las etapas siguientes del proceso (muy dificil manipulacién de estas particulas
hidréfobas por extremada tendencia a formar agregados) y encarece la obtencion de la nanoformulacién final.
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REIVINDICACIONES
1. Nanoparticula mixta de liberacién prolongada de principios activos caracterizada porque la nanoparticula tiene
un didmetro medio de entre 74-98 nm y comprende un niicleo de 6xido de hierro, un recubrimiento biodegradable de
poli (e-caprolactona) y al menos un principio activo.

2. Nanoparticula mixta segun la reivindicacién 1, caracterizada porque tiene un didmetro medio de 86 nm.

3. Nanoparticula mixta segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el nicleo de
6xido de hierro tiene un didmetro medio de entre 10-14 nm.

4. Nanoparticula mixta segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el principio
activo es un AINE.

5. Nanoparticula mixta segun la reivindicacién 4, donde el AINE es diclofenaco sédico.
6. Nanoparticula mixta segin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el principio activo es un antitumoral.

7. Nanoparticula mixta segun la reivindicacién 6 donde el antitumoral es seleccionado de entre la doxorrubicina o
5’-fluorouracilo.

8. Nanoparticula mixta segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso como medicamento.
9. Nanoparticula mixta segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para el tratamiento del cancer.

10. Nanoparticula mixta segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para el tratamiento de enfermedades relacio-
nadas con la inflamacién.

11. Método para la preparacién de una nanoparticula mixta segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a) sintesis del nicleo de magnetita mediante co-precipitacion en solucién acuosa,

b) disposicién interfacial de la poli (e-caprolactona) en diclorometano junto con la nanoparticula de magnetita
del paso a) en solucién acuosa,

¢) purificacién de la particula obtenida en el paso b),
d) adicién del principio activo.
12. Método segun la reivindicacién 11, donde el paso d) de adicién del farmaco se realiza mediante adsorcién
superficial sobre las nanoparticulas obtenidas tras el paso c).

13. Método segtin la reivindicacién 11, donde el paso d) de adicién del fdrmaco se realiza mediante absorcién en
la matriz de las nanoparticulas en el paso b).

14. Composicién farmacéutica que comprende una nanoparticula segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. Composicién farmacéutica segtin la reivindicacion 14 para su uso como medicamento.
16. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 14 para el tratamiento del céncer.
17. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 14 para el tratamiento de los procesos inflamatorios.

18. Uso de la nanoparticula segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la composicidon farmacéutica segtin
reivindicacion 14 para la fabricacién de un medicamento.

19. Uso de la nanoparticula segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la composicion farmacéutica segtin
reivindicacion 14 para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento del cancer.

20. Uso de la nanoparticula segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la composicidn farmacéutica segiin
reivindicacién 14 para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento de los procesos inflamatorios.

21. Uso de la nanoparticula segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la composicién farmacéutica segin
reivindicacién 14 para la fabricacién de un medicamento que se aplica en terapias realizadas mediante hipertermia
electromagnética.
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201101256

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 GANG J. et al. Journal of Drug Targeting Vol. 15, N° 6, 07.2007
paginas 445-453

D02 HAMOUDEH M. et al. Journal of Colloid and Interface Science. 06.06.2006
Vol. 300, paginas 584-590

D03 YANG J. et al. International Journal of Pharmaceutics. Vol. 324, 23.06.2006
paginas 185-190

D04 WO 2004096190 Al 11.11.2004

D05 SINHA V. R. et al. International Journal of Pharmaceutics. 27.04.2004
Vol. 278, paginas 1-23

D06 ARIAS J. L. et al. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. Vol. 75, 26.08.2009
paginas 204-208

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion tiene por objeto una nanoparticula mixta de liberacion prolongada de principios activos de entre 74 y
98 nm de diametro que presenta un nucleo de 6xido de hierro, un recubrimiento biodegradable de poli-épsilon caprolactona
y, al menos, un principio activo (reivindicaciones de la 1 a la 10). También tiene por objeto el método de preparacién de
dicha nanoparticula (reivindicaciones de la 11 a la 13), la composicion farmacéutica que la contiene (reivindicaciones de la
14 ala 17) y el uso de la misma para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento del cancer, de los procesos
inflamatorios o en hipertermia electromagnética (reivindicaciones de la 18 a la 21).

D01 detalla particulas de magnetita (Fe30O4) y de poli-épsilon caprolactona (PCL) de 164 + 3 nm que contienen un farmaco
anticancerigeno, la gemcitabina.

D02 describe el encapsulamiento de magnetita (FesO4) en el interior de microparticulas de poli-épsilon caprolactona (PCL)
utilizando el método de evaporacién del solvente el cual implica la formacion de una emulsion de aceite en agua consistente
en una fase organica que incluye el polimero y la magnetita y una fase acuosa que incluye un estabilizador.

D03 caracteriza nanoparticulas de magnetita y poli-épsilon caprolactona (PCL) que contienen farmacos anticancerigenos
como gemcitabina y cisplatino.

D04 anticipa una composicién que comprende una hanoparticula magnética constituida por un material magnético —
magnetita-, un polimero biodegradable —poli-épsilon caprolactona- y un farmaco. El tamafio de las nanoparticulas es inferior
a 500 nm.

D05 revisa sistemas de liberacion de farmacos en forma de microesferas y nanoesferas constituidos por poli-épsilon
caprolactona y detalla, entre otros aspectos, las técnicas utilizadas para su obtencion. Algunos de los farmacos que han sido
encapsulados en dichos sistemas de liberacion son el diclofenaco o el 5-fluorouracilo.

D06 presenta nanoparticulas de poli e-caprolactona (PCL) de 190 + 30 nm que contienen ftorafur o diclofenaco y son
preparadas mediante el procedimiento de disposicion interfacial del polimero. Para ello, PCL es disuelta en diclorometano
mediante agitacion y la fase organica resultante es afiadida a una solucién acuosa que contiene pluronic® F-68
eliminandose el solvente organico por evaporacion. La suspension coloidal se somete a ciclos repetidos de centrifugacion y
re-suspension en agua hasta que la conductividad del sobrenadante €510 uS/cm. La carga de los farmacos se lleva a
cabo mediante adsorcion superficial o afiadiéndolos desde el principio con la PCL.

NOVEDAD

En la documentacion y bases de datos que han sido consultadas se han encontrado numerosas nanoparticulas con los
mismos componentes que la que es objeto de la presente invencién aunque con diferente tamafio por lo que las
reivindicaciones de la 1 a la 21 se pueden considerar nuevas a la vista del estado de la técnica.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/5




OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201101256

ACTIVIDAD INVENTIVA

D01 detalla particulas de magnetita (Fe3O,) y de poli-épsilon caprolactona (PCL) de 164 + 3 nm que contienen un farmaco
anticancerigeno, la gemcitabina. Las nanoparticula se preparan disolviendo PCL, magnetita y gemcitabina en acetato de etilo
y esta fase organica se afiade a una fase acuosa que contiene un estabilizador, mezclandose a continuacién hasta obtener
una emulsion. Para la difusién del acetato de etilo se afiade agua bajo agitacibn moderada y se recuperan las nanoparticulas
mediante filtracién.

D02 describe el encapsulamiento de magnetita (FesO4) en el interior de microparticulas de poli-épsilon caprolactona (PCL)
utilizando el método de evaporacion del solvente, el cual implica la formacion de una emulsion de aceite en agua consistente
en una fase orgéanica que incluye el polimero y la magnetita y una fase acuosa que incluye un estabilizador. Para ello la
magnetita se prepara mediante co-precipitacion de una soluciéon acuosa de Fe*'/Fe®" en solucién acuosa de hidréxido de
amoniaco y las particulas obtenidas se recubren con &cido oleico. Posteriormente, las particulas de magnetita se mezclan
con la PCL en diclorometano agitandose para obtener una buena dispersion. A continuacion, la fase organica obtenida se
mezcla con una fase acuosa en la que previamente se ha disuelto poli-vinil alcohol, la emulsion resultante se somete a
evaporacion y se separan después las microparticulas. El tamafio de las microparticulas oscila entre 3 y 20 pm y permite su
uso en el tratamiento y diagndstico de tumores.

D03 caracteriza nanoparticulas de magnetita y poli-épsilon caprolactona (PCL) que contienen farmacos anticancerigenos
como gemcitabina y cisplatino. La magnetita se sintetiza mediante co-precipitacion en medio acuoso. Magnetita, PCL vy el
farmaco se disuelven después en diclorometano y esta fase organica se adiciona a una fase acuosa que contiene un
estabilizador. Ambas fases se emulsifican y se elimina el solvente por evaporacion. Las nanoparticulas presentan un tamafio
de 160 £ 5 nm.

D04 anticipa una composiciébn que comprende una nanoparticula magnética constituida por un material magnético —
magnetita-, un polimero biodegradable —poli-épsilon caprolactona- y un farmaco. El tamafio de las nanoparticulas es inferior a
500 nm.

Asi pues, en el estado de la técnica son sobradamente conocidas las nanoparticulas constituidas por un nicleo de 6xido de
hierro, como la magnetita, recubierto de un polimero biodegradable como es la poli-épsilon caprolactona y, asi mismo, su uso
a modo de sistemas de liberacion prolongada de diferentes principios activos tal como diclofenaco, doxorrubicina o 5-
fluorouracilo, ya sea con fines diagnésticos o en el tratamiento de enfermedades como el cancer o los procesos inflamatorios.
Por tanto, las reivindicaciones de la 1 a la 21 no presentan actividad inventiva.
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