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DESCRIPCION
Nanoparticulas que contienen farmacos que comprenden pioglitazona.
Campo técnico

La presente invencién se refiere a nanoparticulas que contienen pioglitazona o una sal de la misma y una
preparacion farmacéutica y una endoproétesis que contiene la misma.

Antecedentes de la invencion.

Con el avance de la intervencién coronaria (intervencion coronaria percutanea; PCI) ha disminuido la técnica que
incluye una endoprotesis de elucion de farmacos (DES), restenosis post-PCl, que ha sido convencionalmente objeto
de preocupacion. Sin embargo, la DES actualmente usada en el mundo contiene un inmunosupresor (por ejemplo,
sirolimus), o0 un agente anticancerigeno (por ejemplo, paclitaxel) y, en comparaciéon con las endoprétesis
convencionales de metal expuesto (BMS), la DES, aunque puede suprimir la restenosis, se ha informado que
muestra una incidencia de sindrome coronario agudo (ACS) en un prondstico a largo plazo, lo que es una patologia
fatal, que es mayor que la BMS, y también se puso de manifiesto que no mejoraba el prondstico vital.

La razén supuesta para esto es que, aunque el sindrome coronario es provocado principalmente por una ruptura de
la placa arteriosclerética (rotura de placa), que es una lesién comparativamente leve a moderada, en lugar de una
lesiéon estendtica grave, que es convencionalmente el objetivo de la PCI, la DES que usa un inmunosupresor o
agente anticancerigeno suprime la restenosis suprimiendo el espesamiento neointimo a través de la prevencién del
crecimiento de células de musculos lisos y su accion supresora de la proliferacion de células no especifica evita la
regeneracion endotelial vascular y forma una placa inestable que se convierte en trombo, aumentado asi la
incidencia del ACS.

Por lo tanto, para mejorar el prondstico vital, es importante la prevencion de la rotura de la placa que provoca el
sindrome coronario agudo y el desarrollo de una endoprétesis que tenga una accidn supresora del espesamiento
neointimo asi como una accion estabilizante de placa no evitando la regeneracion endotelial vascular y similares, se
considera que es una estrategia terapéutica eficaz.

El receptor activado por proliferacion desde peroxisoma (PPAR) es un receptor nuclear que es activado por un
ligando y funciona como un factor de transcripcion. EI PPAR tiene subtipos a, y y B/0 y ésprofundamente
involucrado en el metabolismo de la diferenciacion de hidratos de carbono, lipidos y similares y la diferenciacion
celular. EI PPARy se conoce que es expresado en células endoteliales vasculares, células de musculos lisos
vasculares, macréfagos y linfocitos T en una lesién arteriosclerotica.

En la arteriosclerosis, los agonistas de PPARy se consideran que suministran una accion anti-arteriosclerética
mediante acciones directas como

e proteccion y mejora de la funcion endotelial, por ejemplo, mediante la supresion de la expresion de factores
de adhesién como ICAM-1, VCAM-1 y similares en células endoteliales y similares

e supresion del desplazamiento y crecimiento células de musculos lisos y produccion de MMP
(metaloproteinasa de matriz) en células de musculos lisos

e supresion de la diferenciacién de monocitos y produccion de citoquinas inflamatorias
o favorecimiento del transporte de colesterol inverso mediado por ABCA1 en macrofagos y similares.

La pioglitazona, que es un sensibilizador de insulina, tiene una accién agonista de PARy y una accién supresora de
la apoptosis y se conoce que es Util para el tratamiento de enfermedades de aterosclerdticas, la profilaxis o
tratamiento de la reclusion vascular y restenosis después de una operacion de bypass y la profilaxis o tratamiento de
espesamiento vascular después de una intervencion (angioplastia coronaria transluminal percutanea,
revascularizacién coronaria percutéanea, aplicacion de endoprotesis, endoscopia coronaria, sonicacion intravascular,
terapia trombolitica coronaria transluminal percutanea, etc.) (documentos WO 99/25346, WO 02/087580 etc.).

Como un sistema de suministro de farmacos, ademas, las nanoparticulas que encapsulan un compuesto de acido
nucleico (documento JP-A-2007-119396) y es conocida una endoproétesis de elucion de farmacos revestida con
nanoparticulas que encapsula una sustancia fisiolégicamente activa (documento JP-A-2007-215620).

Descripcion de lainvencion

Se espera que el suministro selectivo de agonistas de PPARy a placas inestables evite la rotura de la placa y el
posterior sindrome coronario agudo y mejore el pronéstico vital.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2392375713

Sin embargo, un farmaco de glitazona que tenga una accién agonista de PPARy se conoce que posiblemente
provoca edema como un efecto secundario de la administracién sistémica (administracion oral).

Consecuentemente, el suministro eficaz de una pequefia cantidad de un farmaco a un 6érgano diana (vaso
sanguineo, usando un sistema de suministro de farmacos (DDS) puede minimizar los efectos secundarios
sistémicos y proporcionar un tratamiento alentador incluso para pacientes para los que no es posible usar farmacos
de glitazona.

La presente invencion se dirige a proporcionar una nueva preparacion farmacéutica Util para la profilaxis o
tratamiento de enfermedades arterioscleroéticas.

El presente inventor ha encontrado que la pioglitazona, que es una agonista de PPARy o una sal de la misma, puede
ser eficazmente suministrada a una placa inestable usando nanoparticulas que contienen pioglitazona o una sal de
la misma para suprimir la aparicion de la rotura de la placa y puede ser una preparacion farmacéutica Util para la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades arterioscleréticas.

Consecuentemente, la presente invencion se refiere a

(1) una nanoparticula que comprende pioglitazona o una sal de la misma y un polimero biocompatible, en que el
polimero biocompatible es un copolimero de &cido lactico-acido glicolico;

(2) la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado, en la que el contenido de pioglitazona o una sal de
la misma es de 0,1 a 10% en peso en forma de pioglitazona;

(3) la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado, que es usada para la profilaxis o tratamiento de
enfermedades arterioscleréticas;

(4) la nanoparticula del apartado (3) anteriormente mencionado, que es usada para una administracion parenteral.

(5) una preparacion farmacéutica que comprende la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado, que
es usada para la profilaxis o tratamiento de enfermedades arterioscleréticas;

(6) una preparacion farmacéutica para una administracion parenteral, que comprende la nanoparticula del apartado
(1) anteriormente mencionado que es usada para la profilaxis o tratamiento de enfermedades arterioscleréticas;

(7) una endoprotesis que porta la nano particula del apartado (1) anteriormente mencionado;

(8) una endoprotesis que porta la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado, que es usada para la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades arteriosclerdticas;

(9) un método para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad arteriosclerética en un mamifero que comprende
administrar una cantidad eficaz de la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado al mamifero;

(10) uso de la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado para la produccién de un agente
farmacéutico para la profilaxis o tratamiento de enfermedades arteriosclerética

(11) un método para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad arteriosclerética en un mamifero, que
comprende colocar la endoprétesis del apartado (7) anteriormente mencionado en un vaso sanguineo del mamifero;

(12) uso de la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado para la produccién de una endoprotesis
para la profilaxis o tratamiento de enfermedades arteriosclerdticas, y similares.

Ademas, la presente invencion se refiere a

(13) la nanoparticula del apartado (1) anteriormente mencionado, que comprende adicionalmente un polimero
cationico;
(14) la nanoparticula del apartado (13) anteriormente mencionado, en la que el polimero catiénico es quitosano;

(15) una endoprétesis que porta la nanoparticula del apartado (13) anteriormente mencionado;

(16) una endoprotesis que porta la nanoparticula del apartado (13) anteriormente mencionado, que es usada para la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades arterioscleroticas y similares.

La nanoparticula de la presente invencion tiene una accién para suprimir la aparicion de la ruptura de placa
suministrando eficazmente pioglitazona o una sal de la misma a una placa instable, asi como una accién de
retencién a largo plazo estable en un sitio de lesién vascular y una accién supresora sobre la formacién neointima
después de la lesion vascular. Por lo tanto, la nanoparticula de la presente invencion puede ser usada para la
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profilaxis o el tratamiento de enfermedades arterioscleréticas en restenosis de endoprotesis y similares. Usando la
nano particula de la presente invencién, puede ser eficazmente suministrada una pequefia cantidad de farmaco a un
6rgano diano (vaso sanguineo), que hace posible la reduccion de efectos secundarios sistémicos. Ademas, como un
farmaco puede ser gradualmente liberado desde la nanoparticula, puede ser proporcionada una preparacion
farmacéutica superior en el caracter sostenible.

En la isquemia de piernas, los agonistas de PPARy se considera que exhiben una accion de angiogénesis en un
tejido isquémico mediante una accién directa como un efecto mejorador de la proteccion de la funciéon endotelial
mediante la expresién mejorada de eNOS en células endoteliales.

La nanoparticula de la presente invencidon tiene una accién para mejorar y proteger funciones endoteliales
suministrando de forma eficaz y especifica pioglitazona o una sal de la misma a células endoteliales vasculares en
un sitio isquémico. El mecanismo de accion de las mismas se considera que estd basado en una expresion
mejorada de eNOS. Consecuentemente, las nanoparticulas de la presente invencién pueden ser usadas para el
tratamiento de enfermedades isquémicas. Usando las nanoparticulas de la presente invencién, una pequefia
cantidad de un farmaco puede ser eficazmente suministrada a un érgano isquémico (célula endotelial vascular), que
hace posible la reduccion de los efectos secundarios sistémicos. Ademas de ello, como un farmaco puede ser
gradualmente liberado desde la nanoparticula, puede ser proporcionada una preparacion farmacéutica superior en el
caracter sostenible.

Ademas de ello, la preparacién farmacéutica y la endoproétesis de la presente invencion tienen también una accién
para suprimir la aparicion de la rotura de la placa. Consecuentemente, pueden ser usados para la profilaxis o el
tratamiento de enfermedades arterioscleroéticas, restenosis en el sitio de dilatacion y similares.

Particularmente, una endoproétesis que porta la nanoparticula de la presente invencién tiene una accion para suprimir
la formacién neointima después de la dilatacion con la endoproétesis y es Util para la profilaxis o el tratamiento de
enfermedades arterioscleroticas, restenosis en el sitio de dilatacion y similares.

Ademas de ello, la nanoparticula, preparacion farmacéutica y endoprotesis de la presente invencion tienen también
una accion para suprimir la produccién de factor quimiotactico de monocitos (MCE-1). Consecuentemente, pueden
ser usado para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades que implican MCP-1, por ejemplo, para la profilaxis o
tratamiento de enfermedades inflamatorias.

Descripcion detallada de lainvencién

La nanoparticula de la presente invencién comprende pioglitazona o una sal de la misma y un polimero
biocompatible, en que el polimero biocompatible es un copolimero de acido lactico- acido glicolico y se forma como
una particula (nanoesferea) con un tamafio nanométrico.

Aunque el método de produccion de la nanoparticula de la presente invencion no esta particularmente limitado en la
medida en que puede tratar pioglitazona o una sal de la misma y un polimero biocompatible para particulas que
tengan un tamafio medio de particulas de menos de 1.000 nm, puede ser usado preferentemente un método de
cristalizacién esférica, que es un método de preparacion de particulas con una fuerza de cizallamiento no elevada.

El método de cristalizacion esférica es un método que disefia particulas de cristales esféricas controlando el
procedimiento de formacion/crecimiento del cristal en el procedimiento final de sintesis de compuestos y trata las
particulas controlando directamente las propiedades de las mismas. Uno de los métodos de cristalizacion esférica es
un método de difusion de disolvente en emulsion (método ESD).

El método ESD es una técnica que produce nanoesferas por medio de los siguientes principios. En este método, se
usan dos tipos de disolventes: un disolvente bueno que pueda disolver un copolimero de acido lactico-acido glicélico
(denominado en lo sucesivo PLGA) y similares, para que sea un polimero de base que contiene un farmaco, y un
disolvente pobre que inversamente no disuelva PLGA. En cuanto al disolvente bueno, un disolvente organico como
acetona o similar, que disuelva PLGA y sea miscible con un disolvente pobre. Como el disolvente pobre,
generalmente se usa una solucion acuosa de poli(alcohol vinilico) y similar.

Como la etapa de funcionamiento, el PLGA se disuelve primero en un disolvente bueno y se afiade una solucion de
farmaco y se mezcla con el disolvente bueno mientras se evita la precipitacion de PLGA. La mezcla obtenida que
contiene PLGA y el farmaco es afiadida gota a gota a un disolvente pobre con agitacién. Como consecuencia, el
disolvente bueno (disolvente organico) en la mezcla se difunde rapidamente y se transfiere en el disolvente pobre,
que a su vez provoca el auto-emulsionamiento del disolvente bueno en el disolvente pobre, formando una gotita en
emulsion del disolvente bueno con un tamafio submicrénico. Ademés, como el disolvente organico en la emulsién se
difunde continuamente en el disolvente pobre debido a la difusién mutua del disolvente bueno y el disolvente pobre,
la solubilidad de PLGA y el farmaco en la gotita de emulsion disminuye vy, finalmente, se produce una nanoesfera de
PLGA de particulas de cristales esféricas que contienen el farmaco.
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Segun el método de cristalizacién esférica anteriormente mencionado, como las nanoparticulas se pueden formar
mediante un método fisico quimico y las nanoparticulas obtenidas son sustancialmente esféricas, se pueden formar
nanoparticulas uniformes facilmente sin necesidad de considerar los problemas de catalizador residual y compuesto
de material de partida. Posteriormente, el disolvente organico (disolvente bueno) es evaporado bajo presion reducida
(etapa de evaporacion del disolvente) para proporcionar un polvo de nanoparticulas que contienen farmaco. El polvo
obtenido es introducido directamente en un recipiente o, cuando sea necesario, después de la formacion del material
compuesto (etapa de formacion del material compuesto) mediante liofilizacion y similar en forma de particulas
agregadas redispersables (particulas del material compuesto).

El tipo del disolvente bueno y el disolvente pobre se determina segun el farmaco que va a estar contenido en las
nanoparticulas y el tipo de polimero biocompatible y similares, y no estd particularmente limitado. Como la
nanoparticula biocompatible es usada como material de partida de una preparacion farmacéutica que va a actuar
sobre el cuerpo humano, es necesario usar un que tenga una seguridad elevada para el cuerpo humano y que
plantee menos necesidades de cargas medioambientales.

Ejemplos de este disolvente pobre incluyen agua y agua con adicion de un tensioactivo y, por ejemplo, se usa
preferentemente una solucién acuosa de poli(alcohol vinilico) (agua con poli(alcohol vinilico)) como tensioactivo.
Ejemplos del tensioactivo distinto de poli(alcohol vinilico incluyen lecitina, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa y
similares. Cuando permanece poli(alcohol vinilico en exceso, se puede realizar una etapa de separacion de
poli(alcohol vinilico) (etapa de separacién) mediante centrifugacion o similar después de la etapa de evaporacion del
disolvente.

Ejemplos de disolvente bueno incluyen disolventes organicos escasamente solubles en agua que tengan un bajo
punto de ebullicibn como alcanos halogenados, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, dietil-éter, ciclohexano,
benceno, tolueno y similares. Por ejemplo, se usan preferentemente acetona que provoca menor influencia adversa
sobre el medio ambiente y el cuerpo humano y una mezcla de acetona y metanol.

La concentracién de poli(alcohol vinilico) en una solucién acuosa, la relacion de mezcladura de acetona y metanol y
las condiciones de cristalizacion no estan particularmente limitadas y se pueden determinar apropiadamente segun
el tipo de fA&rmaco que va a estar contenido en nanoparticulas, el tamafio de particulas de los cristales esféricamente
granulados (de orden nanométrico en la presente invencion) y similares. La adhesién de poli(alcohol vinilico) a la
superficie de las nanoparticulas se hace superior y la re-dispersabilidad en agua después del secado resulta mas
mejorada a medida que aumenta la concentracion de poli(alcohol vinilico) en una solucién acuosa; sin embargo,
cuando la concentracion de poli(alcohol vinilico) en la solucion acuosa sobrepasa un nivel dado, aumenta la
viscosidad del disolvente “pobre y afecta adversamente a la capacidad de difusion del disolvente bueno.

Aunque estd sometida a cambios dependiendo del grado de polimerizacion de indice de saponificacion del
poli(alcohol vinilico), en el caos de que el disolvente orgéanico se evapore después de la formacion de nanoparticulas
y las nanoparticulas se dispongan en forma de polvo mediante liofilizacion y similar, la concentracién de poli(alcohol
vinilico) en la solucién acuosa preferentemente no es menor que 0,1% en peso y no mas de 10% p, mas
preferentemente de aproximadamente 2% p. En el caso de que el disolvente organico se evapore de una
suspension después de la formacion de nanoparticulas y las nanoparticulas se usen para una etapa de portar la
nanoparticulas en una endoprotesis, la concentracion de poli(alcohol vinilico) en la solucion acuosa se ajusta
preferentemente a no mas de 0,5% p, particularmente de forma preferida aproximadamente 0,1% p.

Ademas, cuando las nanoparticulas son portadas en una endoprotesis mediante el método de electroforesis
mencionado con posterioridad o un método de pulverizacién, se afiade preferentemente un polimero catiénico a un
disolvente pobre para darle carga positiva a la superficie de la nanoparticula.

Ejemplos del ejemplo catiénico incluyen quitosano y derivados de quitosano; celulosa catiénica en la que grupos
catiénicos plurales estan unidos a celulosa; compuestos de poliamino como polietilenimina; polivinilamina,
polialilamina y similares; poliaminoacidos como poliornitina, polilisina y similares; polivinilimidazol; poli(cloruro de
vinil-piridinio), polimero de sal cuaternaria de alquilamino-metacrilato (DAM), copolimero de sal cuaternaria de
alquilamino-metacrilato-acrilamino (DAA) y similares y se usa de forma particularmente preferida quitosano o un
derivado del mismo.

El quitosano es un polimero natural en el que muchas moléculas de glucosamina (un tipo de azlcar que tiene un
grupo amino) estan unidas y esta contenido en las pieles de las gambas, cangrejos e insectos. Como el quitosano
caracteristicamente tiene estabilidad en emulsion, propiedades de retencién de la forma, biodegradabilidad,
biocompatibilidad, propiedades antibacterianas y similares es ampliamente usado como un material de partida de
productos cosméticos, alimentos, materiales para ropas, productos farmacéuticos y similares. Mediante la adicion de
quitosano a un disolvente pobre, se pueden producir nanoparticulas altamente seguras exentas de una influencia
adversa sobre los organismos Vvivos.

El uso de derivados de quitosano (quitosano catidnico) como cloruro de  N-[2-hidroxi-3-
(triemetilamonio)propillquitosano y similares que tienen una cationicidad superior conseguida mediante
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cuaternizacion parcial de quitosano, que es de naturaleza catidnica, es preferible ya que la fuerza de repulsion entre
particulas se hace fuerte y se mejora la estabilidad de las particulas.

Ademas para mejorar la afinidad y estabilidad en dispersion de un farmaco en un disolvente bueno, puede ser
afiadido un lipido catiénico como DTOAP al disolvente bueno para formar un complejo con el farmaco. Sin embargo,
la cantidad del mismo que va a ser afiadida debe ser cuidadosamente determinada porque el lipido cationico
liberado en la célula puede provocar citotoxicidad.

Las nanoparticulas obtenidas como se menciond anteriormente pueden ser tratadas en forma de un material
compuesto de particulas agregadas resdispersables (material nanocompuesto) durante la formacion como polvo
mediante liofilizacion y similares. En este caso, es preferible formar un material compuesto redispersable con una
sustancia organica o inorganica y secar el material compuesto con las nanoparticulas. Cuando se aplica un alcohol
de azucar o sacarosa, por ejemplo, el alcohol de azUcar 0 sacarosa se convierte en un excipiente y puede ser
mejorada la propiedad de manejo de las nanoparticulas. Ejemplos del alcohol de azucar incluyen manitol, trehalosa,
sorbitol, eritritol, maltitos, xilitosa y similares. Entre estos, es particularmente preferible la trehalosa.

Mediante la formacién de un material compuesto, que es una particula agregada facilmente manejable de
nanoparticulas antes de ser usada y vuelve a la forma de nanoparticulas tras un contacto con agua cuando es usada
y restablece las propiedades de una elevada reactividad y similares. Alternativamente, puede ser empleado un
método de granulacion por secado en lecho fluilizado (por ejemplo, usando el dispositivo Aglomaster AGM, fabricado
por la empresa Hosokawa Micron Corporation) en lugar del método de liofilizacién para formar un material
compuesto que haga posible un integracion en un estado redispersable.

Como un polimero biocompatible para ser usado en la presente invencién, es deseable un polimero que sea
levemente irritante y de baja toxicidad para organismos vivos, biocompatible y biodegradable (disgregado tras la
administracion y metabolizado. Ademas, es preferible una particula que libere gradualmente un farmaco
encapsulado de una manera sostenida. Como este material, se usa PLGA.

El peso molecular (peso molecular medio ponderal) del TLGA esta preferentemente en el intervalo de 5.000 a
200.000, més preferentemente 15.000 a 25.000. La relacién en la composicion de acido lactico, &cido glicdlico 1:99 a
99:1 y el 4cido lactico: &cido glicolico es preferentemente 1:0,333. Como el PLGA que tiene un contenido de 4cido
lactico y acido glicélico en el intervalo de 25% en peso a 75% en peso es amorfo y soluble en un disolvente organico
como acetona y similares es preferentemente usado.

Ejemplos del polimero biodegradable y biocompatible incluyen adicionalmente poli(acido glicolico) (PGA), poli(acido
lactico) (PLA), poli(acido aspartico) y similares. Ademas, los copolimeros del mismo como copolimero de &cido
aspartico-acido lactico (PAL) y copolimero de acido aspartico-acido lactico-acido glicélico (PALG) pueden ser
también usados y el polimero pueden tener también un grupo que pueda ser convertido en un grupo con carga
eléctrica o grupo funcional, como amino&cido.

Ejemplos del polimero biocompatible distintos del anterior incluyen un polialquileno como polietileno y polipropileno,
compuestos polivinilicos como poli(alcohol vinilico), polivinil-éter y éster polivinilico, poliamida, policarbonato,
polietilenglicol, poli(éxido de etileno), poli(tereftalato de etileno), copolimero de acido acrilico y acido metacrilico,
celulosa y otros polisacéaridos y péptido proteina y un copolimero de los mismos y una mezcla de los mismos.

Posteriormente, la suspensiéon de nanoparticulas obtenida es directamente re-dispersada en agua o, cuando sea
necesario, después de la evaporacién de un disolvente organico, que es un disolvente bueno, bajo presién reducida
(etapa de evaporacion del disolvente) y adicionalmente cuando sea necesario, se dispone en forma de polvo la
nanoparticula mediante liofilizacién o similar, y es usada para la siguiente etapa de unién de las nanoparticulas. El
uso de la nanoparticula en la forma de una suspension directamente para la siguiente etapa es preferible, ya que la
etapa de produccién puede ser simplificada debido a la ausencia de la liofilizacién y similares y puede ser reducida
la cantidad de poli(alcohol vinilico) que va a ser afiadida a un disolvente pobre.

Cuando las nanoparticulas van a ser dispuestas en forma de polvo, es preferible convertirlas en un material
compuesto de particulas agregadas resdispersables junto con un aglutinante (por ejemplo, trehalosa, etc.) para
proporcionar una particula del material compuesto, ya que puede ser obtenida una particula agregada facilmente
manejable de nanoparticulas antes de ser usadas, que vuelven a ser nanoparticulas tras un contacto con agua
cuando son usadas, que disuelve el aglutinante.

Cuando las nanoparticulas van a ser portadas en una endoprotesis mediante el método de electroforesis o
pulverizacion mencionado con posterioridad. Las nanoparticulas obtenidas se mezclan preferentemente con una
solucion de polimero catiénico para dar carga positiva a la superficie de las nanoparticulas. Como el polimero
catiénico, se pueden mencionar los similares a los ejemplos anteriores. Particularmente, es preferentemente usado
quitosano o un derivado del mismo. Como un disolvente para ser usado para la solucion de polimero catiénico, se
pueden mencionar, los ilustrados como ejemplos del “disolvente pobre” anteriormente mencionado. Particularmente,
se usa preferentemente una solucién acuosa de un polimero catiénico. La concentracién del polimero cationico en la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2392375713

solucion, preferentemente es no menor que 0,01% en peso y ho méas de 1,0% p.

La nanoparticula que contiene farmaco que va a ser usada en la presente invencién no esta particularmente limitada
en la medida en que tenga un tamafio medio de particulas de menos de 1.000 nm. Para mejorar la eficacia de
suministro a una parte afectada, se ajusta preferentemente un tamafio medio de particulas a no mas de 600 nm,
mas preferentemente no méas de 500 nm y, todavia mas preferentemente 100 nm a 400 nm y similares.

En la presente invencion, el tamafio medio de particulas de las nanoparticulas significa un tamafio medio de
particulas medido mediante un método dinamico de dispersion de la luz.

La sal de pioglitazona no esta particularmente limitada en la medida en que sea una sal farmacéuticamente
aceptable, y ejemplos de la sal incluyen sales con acido inorganicos (por ejemplo, sales con acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido nitrico, acido sulfdrico, acido fosférico, etc.), sales con acidos organicos (por ejemplo, sales con
acido formico, 4cido acético, &cido trifluoroacético, acido ftalico, acido fumarico, &cido oxdlico, &cido tartérico, acido
maleico, &cido citrico, acido succinico, acido malico, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico, &acido p-
toluenosulfonico, etc.) y similares. Es preferido el hidrocloruro.

El contenido de pioglitazona una sal de la misma en las nanoparticulas puede ser controlado ajustando la cantidad
de un farmaco que va a ser afiadido durante la formacién de las nanoparticulas, el tipo y la cantidad de polimero
cationico que va a ser afiadido y el tipo del polimero biocompatible que forma las nanoparticulas. El contenido de
pioglitazona o una sal de la misma en las nanoparticulas es preferentemente de 0,1 a 10% p, mas preferentemente
1 a 10% p, como pioglitazona.

Como un farmaco (pioglitazona o una sal de la misma) puede ser suministrado de forma segura y eficaz a un sitio
diana (vaso sanguineo) portando las nanoparticulas de la presente invencion en una endoprotesis, el método puede
ser un método eficaz para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades arteriosclerdticas y similares.

Como un método para portar nanoparticulas en una endoprotesis, puede ser usado un método que comprende unir
fisicamente las nanoparticulas a una estructura de endoprotesis mediante inmersién en una suspension de
nanoparticulas, revestimiento nebulizador y similares. Alternativamente, puede ser usado también un método que
comprende afadir un compuesto de polimero catiénico a las nanoparticulas para dar una carga positiva a la
superficie de las nanoparticulas, y unir eléctricamente las nanoparticulas para revestir la estructura de la
endoproétesis de manera firme y uniforme. Ejemplos de este método incluyen (1) electroforesis que comprende una
electrificacion en una suspension de nanoparticulas biocompatible con una estructura de endoprétesis como un
electrodo negativo y (2) un método de pulverizacion que comprende unir gotitas que contienen nanoparticulas
biocompatibles en una superficie de la endoprotesis con carga negativa. Estos métodos se pueden realizar segun
los métodos descritos en el documento JP-A-2007-215620.

La forma de la estructura de endoprétesis puede ser conformada cosiendo y moldeando un material de fibras,
cortando un tubo metalico en forma de una estructura reticular mediante laser o similar, 0 se pueden usar diversas
formas convencionalmente conocidas como una forma de corona, una forma cilindrica y similares. La estructura de
endoproétesis puede ser de un tipo de expansion de balén o un tipo de auto-expansién y el tamafio de la estructura
de la endoproétesis puede ser apropiadamente determinado segun el sitio de aplicacion. Por ejemplo, cuando se usa
para la arteria coronaria del corazén, el diametro externo antes de la expansion es generalmente de forma preferida
de 1,0 a 3,0 mmy la longitud es de aproximadamente 5,0 a 50 mm.

Cuando son unidas nanoparticulas mediante electroforesis, ademas, la estructura de la endoprotesis es necesario
gue esté hecha de un material conductor como un metal o similar. Ejemplos de metales usados para la estructura de
endoproétesis incluyen acero inoxidable, magnesio, tantalo, titanio, aleacion de niquel-titanio, Inconel (marca
registrada), oro, platino, iridio, wolframio, aleacién de cobalto o similares. Cuando la endoprétesis es de un tipo de
auto-expansion, son preferibles aleaciones superelasticas como niquel-titanio, etc. Y similares, ya que es necesaria
la restauracién de la forma original. Por otra parte, cuando es de un tipo de expansion de bal6n, es preferible acero
inoxidable o similar, que no restaura facilmente la forma original después de la expansion, y la SUS316L mas
superior en la resistencia a la corrosion es preferentemente usado.

Ejemplos del material conductor distinto de metales incluyen polimeros conductores como poliamilina, polipirrol,
politifeno, poliisotianafteno, polietileno dioxitiofeno y similares, ceramica conductora y similares. Alternativamente,
puede ser usada una resina no conductora dotada de conductividad afiadiendo un material de carga conductor o
mediante un tratamiento conductor de la superficie por revestimiento.

Cuando se usa un material no biodegradable como acero inoxidable o similar como material de la estructura de
endoproétesis, como puede ser desarrollada una inflamacion en la pared interna del vaso sanguineo debido a la
aplicacion a largo plazo de la endoprétesis, provocando posiblemente restenosis, es necesario realizar una
angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA) cada varios meses para volver a aplicar la endoprétesis, lo
gue plantea una pesada carga a los pacientes. Sin embargo, como una estructura de endoprotesis hecha de
magnesio, un metal biodegradable, se degrada gradualmente en el cuerpo y desaparece en varios meses después
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de la aplicacion de la endoprétesis, puede ser suprimido el desarrollo de la inflamacidn debida a la aplicacién de la
endoprotesis.

Particularmente, mediante la union de nanoparticulas formadas por un polimero biodegradable como PGA, PLA,
PLGA, PAL y similares como un polimero biocompatible a una estructura de endoprotesis de magnesio, una
endoprotesis de elusion de farmaco (DES) que desaparece completamente en un periodo de tiempo dado después
de la aplicacion de la endoprétesis en el cuerpo y se puede proporcionar menos carga sobre los organismos vivos.

En este caso, el polimero biodegradable usado para formar las nanoparticulas tiene preferentemente una velocidad
de biodegradacion inferior que la de un polimero biodegradable para penetrar en una capa de nanoparticulas en la
etapa de inmersidn mencionada con posterioridad. En este caso, como la cantidad de nanoparticulas atraidas a la
superficie de la endoprétesis por hora unitaria durante la electroforesis aumenta a medida que es aplicado un voltaje
superior entre el electrodo positivo y el electrodo negativo, se puede formar una capa de nanoparticulas en la
superficie de la endoprétesis en un periodo de tiempo corto. Por otra parte, como se une una gran cantidad de
nanoparticulas, es dificil que se forme una capa de nanoparticulas uniforme. Por tanto, el voltaje que va a ser
aplicado durante la electroforesis puede ser apropiadamente ajustado segun la uniformidad deseada y la eficacia de
formacion de la capa de nanoparticulas.

Seguidamente se explica el método de pulverizaciéon. El método de pulverizacion comprende unir eléctricamente
gotitas de suspension fina de nanoparticulas biocompatibles con carga positiva a la superficie de una endoprétesis
de carga negativa mediante electrificacién. Ejemplos del mismo incluyen un método de nebulizacién ultrasénica que
comprende nebulizar una suspension de nanoparticulas por ultrasonidos, un método de pulverizaciéon o un método
de aireacion que comprende soplar una suspension de nanoparticulas contra la superficie de una endoprétesis
usando un aparato de pulverizacion o aerdgrafo o similares.

En el método de pulverizacion, la estructura de endoproétesis tiene también una carga negativa por electrificacion.
Por lo tanto, como en el caso de la electroforesis, una capa de nanoparticulas modificada con carga positiva se une
de forma considerablemente firme en comparacién con un tratamiento de pulverizacion sin electrificacion de la
estructura de la endoprotesis y se puede producir una DES que muestre una buena adhesién entre la estructura de
la endoprétesis y las nanoparticulas y superior en resistencia a la corrosién. Ademas, como las nanoparticulas en las
gotitas se unen activamente a la estructura en la endoprétesis, la eficacia de las nanoparticulas en el lado posterior
de una endoprétesis puede ser aumentada, cuando es dificil unir directamente las gotitas nebulizadas o
pulverizadas. La explicacion de la forma y el material de la estructura de endoprotesis que va a ser sometida al
método de pulverizacion es omitida, ya que es igual que en el caso de la electroforesis.

Ademas de la etapa de formar una capa de nanoparticulas en la superficie de la endoprétesis mediante un método
de electroforesis o pulverizacion, puede ser también ajustada una etapa de estratificar una capa de nanoparticulas
sobre la misma (denominada en lo sucesivo como una segunda etapa de union). En la segunda etapa de union,
como una nueva capa de nanoparticulas es estratificada a lo largo de la capa de nanoparticulas uniforme que se
forma en la superficie de la endoprétesis, incluso si se aumenta la cantidad de nanoparticulas unidas por hora
unitaria, se puede formar de forma uniforme y eficaz una capa de nanoparticulas que tenga un grosor de capa
deseado. El método de nebulizaciéon ultrasénico de electroforesis anteriormente mencionado, método de
pulverizacion, método de aireacion y similares puede ser usado para la segunda etapa de unién. Cuando se usan el
método de nebulizacién ultrasonico, método de pulverizacién, método de aireacion y similares para la segunda etapa
de unidn, una estructura de endoproétesis tiene preferentemente carga negativa para estratificarse de forma mas
eficaz y firme a la capa de nanoparticulas.

Sin ningun tratamiento, la capa de nanoparticulas formada sobre la superficie de la endoprotesis se disuelve de una
vez en un periodo de tiempo corto después de ajustarse en la estructura y resulta dificil el control y la sostenibilidad
de la eficacia del farmaco. Por otra parte, cuando la capa de nanoparticulas se seca completamente, las
nanoparticulas estdn mas firmemente agregadas unas con otras para formar una capa de revestimiento de
nanoparticulas insoluble, que puede evitar la disolucion de las nanoparticulas de la superficie de la endoprétesis y la
incorporacion en las células. Por lo tanto, como se menciond anteriormente, es preferible formar una capa de
nanoparticulas en una superficie de la endoprétesis, sumergir la capa de nanoparticulas en una solucion de polimero
biodegradable antes de que la capa se seque completamente (etapa de inmersion) y solidificar la capa mediante
secado (etapa de secado).

Cuando la capa de nanoparticulas formada en la superficie de la endoprétesis y antes de completar el secado se
sumerge en una soluciéon de un polimero biodegradable, la solucién de polimero biodegradable penetra en el
espacio entre las nanoparticulas que forman la capa de nanoparticulas. Cuando el disolvente usado para la
disolucion del polimero biodegradable y el agua que permanece en la capa de nanoparticulas se secan, se forma
una capa de polimero biodegradable. Como consecuencia, cada nanoparticula es retenida exenta de agregacion
debido al polimero biodegradable y las nanoparticulas son gradualmente eluidas debido a la degradacién de la capa
de polimero biodegradable después del ajuste de DES en el cuerpo.

Ejemplos del polimero biodegradable incluyen polimeros derivados de microorganismos como polihidroxibutirato,
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polihidroxivalerato y similares, colageno, acetato de celulosa bacteriana, almidén de maiz con elevado contenido de
amilosa, almidén, polimeros naturales como quitosano, etc. y similares. De estos, el colageno y similares que tienen
una mayor velocidad de degradacién en el cuerpo que los polimeros biocompatibles usados para la formaciéon de
nanoparticulas como PLGA y similares son los més preferentemente usados. Seleccionando apropiadamente el tipo,
peso molecular y caracteristicas similares de este polimero biodegradable, resulta controlable la velocidad de
elucién de nanoparticulas unidas a la superficie de la endoprétesis. Aunque pueden ser usados también PGA, PLA,
PLGA, PAL vy similares como polimeros biodegradables, se usa uno que tenga un peso molecular mas pequefio
para sobrepasar la velocidad de degradacion de las nanoparticulas.

En el DES obtenido como anteriormente, como las nanoparticulas portadas por la estructura de la endoprotesis
tienen una superficie con carga positiva, aumenta su adhesion celular después de una elucién de la superficie de la
endoproétesis. Como consecuencia, puede ser aumentada la eficacia de introduccion de nanoparticulas para las
células en el sitio de la lesion cuando es colocada la endoprotesis.

Mediante la adicién de un farmaco (pioglitazona o una sal de la misma) a una solucién de polimero biodegradable en
la que se sumerge la capa de nanoparticulas, puede ademas actuar rapidamente el farmaco contenido en la capa de
poimero biodegradable en la parte externa de las nanoparticulas y el farmaco contenido en el interior de las
nanoparticulas puede actuar de forma lenta y continuada. El contenido de farmaco de las nanoparticulas y la
endoprotesis puede ser apropiadamente determinado segun el efecto inmediato requerido, el nivel de sostenibilidad
y similares.

A saber, cuando se requiere una sostenibilidad a largo plazo del efecto después de la administracién, el farmaco
solo es necesario que esté contenido en el interior de las nanoparticulas y cuando se requiere una expresion del
efecto desde inmediatamente después de la administracion, el farmaco solo necesita estar contenido también en la
capa de polimero biodegradable en la parte externa de las nanoparticulas.

El contenido de pioglitazona o una sal de la misma en la endoproétesis de la presente invencion es preferentemente
de 1 a 1.000 pg, mas preferentemente 10 a 50 pg en forma de pioglitazona.

Las nanoparticulas que contienen farmacos de la presente invencién pueden ser administradas de forma segura,
solas o0 en la forma de una preparacion farmacéutica (composicion farmacéutica) que contenga Un vehiculo
farmacolégicamente aceptable segin un método convencional, por ejemplo, comprimido (que incluye comprimido
revestido con azlcar, comprimido revestido con pelicula y similares), polvo, granulo, capsula, liquido, emulsion,
suspensioén, inyeccion inhalante, supositorio, preparacion de liberacion sostenida (por ejemplo, comprimido
sublingual, microcépsulas, etc.), hasta, comprimido disgregante por via oral, peliculas disgregables por via oral y
similares, por via oral o por via parenteral (por ejemplo, administraciones subcutanea, topica, rectal, intravenosa,
intraarterial, intratraqueal, transpulmonar, etc.). La preparacion farmacéutica de la presente invencion es
administrada preferentemente por via parenteral, mas preferentemente por administracion intravenosa,
administracion intraarterial, administracion intratraqueal, administracion transpulmonar y similares.

Ejemplos del vehiculo farmacolégicamente aceptable mencionado con anterioridad incluyen diversas sustancias
portadoras organicas o inorganicas convencionalmente usadas, como materiales de preparacién como excipiente,
lubricante, aglutinante y disgregante para preparaciones solidas, disolvente, agente solubilizante, agente suspensor,
agente de isotonicidad, agente tamponante y agente calmante para una preparacion liquida y similares. Cuando sea
necesario, puede ser usado también un aditivo generalmente usado como un conservante, antioxidante, colorante,
agente edulcorante, absorbente, agente humectante o similar en la medida apropiada en una cantidad adecuada.

Ejemplos del excipiente incluyen lactosa, sacarosa, D-manitol, almidén, almidén de maiz, celulosa cristalina, acido
silicico, anhidro ligero y similares, ejemplos del lubricante incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio, talco,
silice coloidal y similares. Ejemplos del aglutinante incluyen celulosa cristalina, sacarosa, D-manitol, dextrina,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetil-celulosa, polivinilpirrolidona, almidén, sacarosa, gelatina, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y similares. Ejemplos del disgregante incluyen almidén, carboximetil celulosa,
carboximetil celulosa de calcio, croscarmelosa de sodio, carboximetil-almidén de sodio, hidroxipropilcelulosa con
baja sustitucién y similares. Ejemplos del disolvente incluyen agua para inyeccion, alcohol, propilenglicol, macrogol,
aceite de sésamo, aceite de maiz, aceite de oliva y similares. Ejemplos del agente solubilizante incluyen
polietilenglicol, propilenglicol, D-manitol, benzoato de bencilo, etanol, triaminometano, colesterol, trietanolamina,
carbonato de sodio, citrato de sodio y similares. Ejemplos del agente suspensor incluyen tensioactivos como
esteariltrietanolamina, lauril-sulfato de sodio, lauril aminopropionato, lecitina, cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio, monoestearato de glicerol y similares. Polimeros hidréfilos como poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona,
carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, etc. y
similares. Ejemplos del agente de isotonicidad incluyen glucosa, D-sorbitol, cloruro de sodio, glicerol, D-manitol y
similares. Ejemplos del agente tamponante incluyen tampones como fosfato, acetato, carbonato, citrato, etc. y
similares. Ejemplos del agente calmante incluyen alcohol bencilico y similares. Ejemplos del conservante incluyen
paraoxibenzoatos, clorobutanol, alcoholbencilico, alcohol fenetilico, acido deshidroacético, acido sérbico y similares.
Ejemplos del antioxidante incluyen sulfito, &cido ascorbico, a-tocoferol y similares.
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La dosis de pioglitazona o una sal de la misma varia dependiendo del sujeto de administracion, via de
administracion y sintomas y no esta particularmente limitada. Por ejemplo, para una administracién intraarterial a un
paciente adulto para el tratamiento de enfermedades arterioscler6ticas, la dosis de ingrediente activo de pioglitazona
es de aproximadamente 1 a aproximadamente 560 mg, preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente
200 mg, méas preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg, que es deseablemente
administrada en aproximadamente 1 a 3 partes al dia dependiendo del sintoma.

El contenido de pioglitazona o una sal de la misma en la preparacion farmacéutica (composicion farmacéutica de la
presente invencion es de aproximadamente 0,1 a 10% en peso de la preparacion completa (composicion).

Las nanoparticulas de la presente invencidn tienen una accion supresora del desarrollo de rotura de placa superior,
accion estabilizante de placa, accion supresora de la produccién de factor quimiotactico de monocitos (MCP-1),
accion de retencién a largo plazo estable en el sitio de lesién vascular, accién supresora de la formacion neointima
después de una lesion vascular, accion favorecedora de la angiogénesis en el sitio isquémico y similares.

Las nanoparticulas, la preparacion farmacéutica y la endoproétesis de la presente invencion tienen una baja toxicidad
y pueden ser usadas para la profilaxis o el tratamiento, por ejemplo, de enfermedades artereoescleroticas. Ejemplos
de las enfermedades artereoescleréticas incluyen arteriosclerosis (por ejemplo, ateroesclerosis, etc.), infarto de
miocardio, sindrome coronario (agudo) como angina de pecho inestable y similares, oclusién arterial periférica,
restenosis después de angioplastia coronaria transluminal percutanea (PPCA), restenosis después de la aplicacion
de endoprétesis, enfermedades cardiacas isquémicas (por ejemplo, angina de pecho, etc.), claudicacion
intermitente, apoplejia cerebral, infarto cerebral, embolismo cerebral, hemorragia cerebral, infarto lacunar, demencia
cerebrovascular, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipoHDL-emia, hiperlipidemia y similares.

Ademas, las nanoparticulas, preparacion farmacéutica y endoproétesis de la presente invencion pueden ser usadas
también para la profilaxis o el tratamiento de restenosis en el sitio de dilatacion.

Ademas, las nanoparticulas, preparaciéon farmacéutica y endoprétesis de la presente invencion pueden ser usadas
para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades que implican MCP-1 (por ejemplo, enfermedades inflamatorias,
etc.). Ejemplos de las enfermedades inflamatorias incluyen enfermedad pulmonar como fibrosis pulmonar,
enfermedad pulmonar de obstruccion crénica (COPD), hipertensiéon pulmonar, etc. y similares.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra mas en detalle en lo que sigue haciendo referencia a los ejemplos y ejemplos
experimentales.

Ejemplo 1
Preparacion de nanoparticulas de PLGA que contienen pioglitazona

Se preparé una solucién acuosa de poli(alcohol vinilico) al 0,5% en peso (Gocenol EG-05, marca registrada),
fabricado por la empresa The Nippon Synthetic Chemical Industry Co., Ltd.) y se usé como un disolvente pobre.
Ademas, se disolvié copolimero de acido lactico-acido glicélico (PLGA 7520, acido lactico, acido glicélico = 75/25,
peso molecular medio ponderal 20.000, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (1 g) se disolvié en acetona (40 ml) y
se mezcld con hidrocloruro de pioglitazona (40 mg) en metanol (20 ml) y la mezcla e us6 como una solucién
polimera. La solucién se afiadi6 gota a gota a 4 ml/minal disolvente pobre anteriormente obtebido a 40°C con
agitacion a 400 rpm para proporcionar una suspension de nanoparticulas de PLGA que contiene pioglitazona. Se
evaporaron acetona y metanol bajo presién reducida durante 1,5 h y el residuo se liofilizé para proporcionar un polvo
de nanoparticulas de PLGA que contiene pioglitazona.

La redispersabilidad del polvo obtenido en agua era buena. El tamafio medio de particulas del polvo de
nanoparticulas después de una redispersién en agua purificada se midié6 mediante un método de dispersion de la luz
y se encontré que era de 314 nm. El contenido de pioglitazona en el polvo de nanoparticulas era de 2,37% p.

Ejemplo experimental 1
Efecto supresor de la rotura de placa en ratén nuligénico ApoE-knockout

Usando las nanoparticulas que contienen pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1, ensay6 un efecto de supresion de
la rotura de placa en raton nuligénico ApoE.

(1) Animal experimental

El ratén nuligénico ApoE macho (base C57B1/6J) se adquirié6 de Jackson Laboratory (USA) y se usé. Se permiti6é a
los ratones beber agua y criarse con una dieta normal hasta el comienzo del ensayo.
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(2) Dieta y administraciéon de angiotensina Il

SE proporcioné una dieta con elevado contenido de grasas (que contenia 21% de grasa de cerdo y 0,15% de
colesterol) a un ratéon nuligénico ApoE desde las 16 semanas de edad y se comenzd una administracion
intraperitoneal de angiotensina Il (1,9 mg/kg de radio) desde las 20 semanas de edad.

(3) Método de administracion y dosis
Se administraron nanoparticulas de PLGA (8,75 mg/ratdn/semana) exentas de farmaco al grupo testigo.

Las nanoparticulas de PLGA con contenido de pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1 se administraron (8,75
mg/ratén/semanas, con contenido de 210 pg de pioglitazona, correspondientes a 7 mg/kg/semana) al grupo de
nanoparticulas con contenido de pioglitazona.

Se pusieron en suspension las respectivas nanoparticulas (8,75 mg) en solucién salina tamponada con fosfato (0,5
ml) y se administraron por via intravenosa desde las 20 a 23 semanas de edad una vez a la semana, cuatro veces
en total.

(4) Método de evaluacion

Después de la administracion de angiotensina Il durante 28 dias, la arteria braquiocefalica derecha se lavo y se fijo
con solucioén salina tamponada con fosfato y formalina tamponada neutra a través del corazon y se aisld. Se prepar6
una seccion de parafina, tefiida con Elastica van Gieson y se evaluaron la rotura de placa y el grosor de la capa
fibrosa.

(5) resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 1

Tabla 1
Grupo testigo Grupo de nanoparticulas con
contenido de pioglitazona
Rotura de placa aguda 7/11 (64%) 1/8 (13%)*
Rotura de placa total (/ratdn) 3,1+0,4 1,1+0,4*
Capas fibrosas incrustadas (/ratdn) 2,8+0,4 0,9+0,3*
Grosor de la capa fibrosa (um) 1, 610, 3 3,6+0,8*

*P < 0,05 frente a grupo testigo

A partir de esto se encontré que la administracion de nanoparticulas con contenido de pioglitazona suprimia
significativamente el desarrollo de la rotura de placa en un modelo de arteriosclerosis, raton nuligénico ApoE.
Ademas, se encontré6 también que la administracion de nanoparticulas con contenido de pioglitazona aumenta
significativamente el grosor de la capa fibrosa y estabiliza la placa.

Ejemplo experimental 2
Efecto supresor de la produccion de factor quimiotactico de monocitos (MCP-1) mediante THP-1
(1) Método experimental

La linea celular de monocitos humanos, THP-1 (obtenida de la entidad Health Science Research Resources Bank,
Japan Health Sciences Foundation) se ajust6 a 5 x 10° células/pocillo/500 pl con medio RPMI que contenia 0,5% de
suero bovino fetal y 1% de penicilina y se dispuso en placas en una placa de 48 pocillos (dia 0). En el dia 1 se
afnadio hidrocloruro de pioglitazona o las nanoparticulas de pLGA con contenido de pioglitazona obtenidas en el
ejemplo 1 (concentracion como pioglitazona 1,0, 10 uM) y se estimulé en el dia 2 mediante la adicion de 1 pug/ml de
LPS.

(2) Método de evaluacién

En el dia 3 se recogi6 la materia sobrenadante y se ensayé MCP-1 usando un estuche de ensayo MCP-1 ELISA
humano (BIOSOURCE).
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(3) Resultados

Se encontr6é que usando nanoparticulas con contenido de pioglitazona, se puede conseguir un efecto supresor de la
produccién de MCP-1 mediante la administracion de una cantidad mas pequefia de pioglitazona.

Ejemplo experimental 3

Mediante un método similar al del ejemplo 1, se prepararon nanoparticulas con contenido isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (colorante de fluorescencia) y se ensayaron las caracteristicas cinéticas in vivo después de una
inyeccion intravenosa a un raton nuligénico ApoE.

(1) Nanoparticulas con contenido de FITC

Mediante un tratamiento de la misma manera que en el ejemplo 1, con la excepcién de que se usd FITC (100 mg) en
lugar de hidrocloruro de pioglitazona, se obtuvo un polvo de nanoparticulas con contenido de FITC

(2) Animal experimental

Se adquirieron ratones machos nuligénicos ApoE (base C57B1/6J) de la entidad Jackson Laboratory (USA). Se
permitié al raton beber agua y criarse con una dieta normal hasta el comienzo del ensayo.

(3) Dieta y administracion de angiotensina Il

Se proporcion6 una dieta con elevado contenido de grasas (que contenia 21% de grasa de cerdo y 0,15% de
colesterol) a un raton nuligénico ApoE desde las 16 semanas de edad y se comenzd una administracion
intraperitoneal de angiotensina Il (1,9 mg/kg/dia) desde las 20 semanas de edad.

(4) Método de administracion) dosis y método de evaluacion

Las nanoparticulas con contenido de FITC (8,75 mg) obtenidas en el apartado (1) se pusieron en suspension en
solucion salina tamponada con fosfato (0,5 ml) y se administraron por via intravenosa al ratén (21 semanas de edad.
Después de 2 h se recogi6 la sangre venosa y los leucocitos después de una hemolisis de globulos rojos se tifieron
con anticuerpos anti-CD11b o anti-Gr-1 marcado con TexasRed y se examinaron mediante citometria de flujo.
También, 48 h después, se aislé la arteria braquiocefalica derecha, se prepar6 una seccion de parafina y se
identificaron macréfagos que mostraban absorcion de FITC en placa arteriosclerética mediante tincion de HE e
inmunotincién de FITC.

(5) Resultados

Cuando las nanoparticulas con contenido de FITC fueron inyectadas por via intravenosa al ratén, se observé una
absorcion selectiva de de FITC en monocitos CD11b (+) Gr-1 (-) en la sangre periférica 2 h después. Cuando la
arteria braquiocefalica derecha fue aislada 48 h después y fue histiolégicamente examinada, se observd la
inmunotincion de FITC en macréfagos en la arteria braquiocefélica y lesiones arterioscleréticas.

A partir de esto se encontré que la nanoparticula de la presente invencidon puede ser un portador selectivo de
monocitos/macroéfagos.

Ejemplo experimental 4
Control de la expresion de genes de macréfagos mediante nanoparticulas con contenido de pioglitazona

Se ensayo el efecto de la expresion de genes de macréfagos mediante inyeccion intravenosa de nanoparticulas con
contenido de pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1.

(1) Animal experimental

Se adquirieron ratones machos nuligénicos ApoE (base C57B1/6J de la entidad Jackson Laboratory (USA) y se
usaron. Se permitio a los ratones beber agua y que se criaran con una dieta normal hasta el comienzo del ensayo.

(2) Dieta y administracion de angiotensina Il

Se proporcioné una dieta con elevado contenido de grasas (que contenia 21% de grasa de cerdo y 0,15% de
colesterol) a un ratén nuligénico ApoE a partir de las 16 semanas de edad y se comenzd la administracion
intraperitoneal de angiotensina Il (1,9 mg/kg/dia) desde las 20 semanas de edad.

(3) Método de administracion y dosis

Se administraron nanoparticulas de PLGA (8,75 mg/ratén/semana) exentas de farmaco al grupo testigo.
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Las nanoparticulas de PLGA con contenido de pioglitazonas obtenidas en el ejemplo 1 (8,75 mg/raton, con
contenido de 210 ug como pioglitazona, correspondientes a 7 mg/kg de peso corporal) fueron administradas al grupo
de nanoparticulas con contenido de pioglitazona.

Se pusieron en suspension las respectivas nanoparticulas (8,75 mg) en solucion salina tamponada con fosfato (0,5
ml) y se administraron una vez a las 21 semanas de edad mediante inyeccion intravenosa.

(4) Método de evaluacion

Simultdneamente con la inyeccién intravenosa de nanoparticulas de PLGA o nanoparticulas con contenido de
pioglitazona, se administr6 medio de tioglicolato (Difco, 2 ml) por via intraperitoneal. Después de 3 dias, se recogio
macréfago intraperitoneal y se extrajo mRNA. Se midieron diversas expresiones génicas en los macrofagos del
grupo testigo y el grupo de nanoparticulas con contenido de pioglitazona mediante RP-PCR y se compararon los
niveles de expresion.

(5) Resultados

Los genes que mostraron una expresion considerablemente aumentada o suprimida en los macroéfagos del grupo de
nanoparticulas con contenido de pioglitazona en comparacion con los macrofagos del grupo testigo se muestran en
la Tabla 2. En los macréfagos del grupo de nanoparticulas con contenido de pioglitazona, la expresion de ADCAL,
que favorece el transporte de colesterol inverso estaba aumentado mientras que la expresién de quimioquinas cc
como MCP-1, RANTES y similares, que son factores quimiotacticos de monocitos, estaba suprimida.

Tabla 2

Gen con expresioén favorecida Veces Gen con expresion veces
suprimida

Casete Al de unién a ATP 1,91 CCL2/MCP1 0,44

(ABCA1) CL5/RANTES 0,21

A partir de esto se encontré que las nanoparticulas con contenido de pioglitazona administradas fueron
selectivamente suministradas a monaocitos/macroéfagos en el cuerpo del ratén nuligénico A POE y pudieron controlar
la expresion génica incluida la supresion de MCP-1.

Ejemplo experimental 5
Efecto de supresion de la formacion neointima en un modelo de lesion vascular de raton

Usando las nanoparticulas con contenido de pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1, se ensayo el efecto supresor de
la formacion neointima en el modelo de lesion vascular de raton.

(1) Animal experimental

Se usaron ratones machos de tipo salvaje (C5/B1/6J) , adquiridos de la entidad CLEA Japan, inc. Los ratones se
permitid6 que bebieran agua y consumieran alimentos y se criaron con una dieta normal hasta el comienzo del
ensayo

(2) Preparacion del modelo de lesion vascular

Un ratén de tipo salvaje de 8 a 10 semanas de edad fue profundamente anestesiado con pentobarbital y se expuso
su arteria femoral derecha. Los dos extremos del vaso sanguineo fueron ligados con un hilo de seda 6-0 par cortar
temporalmente el flujo de sangre. Se cort6 la ramificacion y se insert6 un alambra (diametro de 0,38 centimetros, n°
C-SF-15-15, COOK) en 5 mm en el lado de la arteria iliaca para lesionar el vaso sanguineo.

(3) Método de administracion y dosis

Después de la lesion del alambre, los animales experimentales se dividieron en un grupo testigo de disolvente y un
grupo de nanoparticulas con contenido de pioglitazona. El alambre se retird, se administraron por via intraperitoneal
100 pl de cada disolvente y una solucion de nanoparticulas de PLGA con contenido de pioglitazona desde la
ramificacion durante 5 minutos.

Al grupo testigo de disolvente se le administré el disolvente (solucion salina tamponada con fosfato) solamente una
vez.

Al grupo de nanoparticulas con contenido de pioglitazona se le administraron nanoparticulas de PLGA con contenido
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de pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1 (que contenian 0,5 mg/ratébn como nanoparticulas, correspondientes a una
concentracion de pioglitazona de 0,015 mg/ratén (0,5 mg/kg de peso corporal)) una vez. Después de la
administracion, la parte de la ramificacion fue ligada, se restaurd el flujo sanguineo y la piel fue suturada.

Inmediatamente después de la lesion del alambre, se form6 un grupo de administracion por via intraperitoneal de
una vez de hidrocloruro de pioglitazona (0,15 mg/raton (5 mg/kg de peso corporal) como pioglitazona) de dosis
elevada (10 veces la cantidad de la dosis clinica).

(4) Método de evaluacion

A los 28 dias después de la lesion vascular, la arteria femoral derecha fue lavada y fijada con solucién salina
tamponada con fosfato y formalina tamponada neutra a través del corazén y se aislé. Se preparé una seccion de
parafina y se tifid con Elastica van Gieson, se tifi6 inmunohistoquimicamente antigeno nuclear se células en
proliferacion (PCNA) y se evalud en cuanto a la relacion intima/media, area neointima, area media y proliferacion
celular. Para la tincion inmunohistoquimica, las células proliferadas fueron contadas y se calculé la relacion de las
mismas respecto al nimero total de células.

(5) Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 3 y en la Tabla 4. La administracién de nanoparticulas con contenido de
pioglitazona dio lugar a una disminucion considerable en la relacion de intima/media y &rea neointima en
comparacién con el grupo testigo de disolvente. Ademas, las nanoparticulas con contenido de pioglitazona
suprimieron mas fuertemente la proliferacion de células de musculos lisos que el hidrocloruro de pioglitazona. Como
la formacién neointima progresa debido al desplazamiento de células de musculos lisos desde la proliferacién media
hasta la intima, se mostré la contribucion de la accién supresora de la proliferacion para la supresion de la formacion
neointima por las nanoparticulas con contenido de pioglitazona.

Tabla 3

indice Grupo testigo de disolvente Grupo de nanoparticulas con
contenido de pioglitazona

Relacion intima/media 3,2+0,7 1,3+0,3*

Area neointima (um?) 31816+8526 14871+2677*

Area media (pm? 15835+1065 17160+1205

Velocidad de células proliferadas 0,57+0,02 0,25+0,08*

* P <0,05 frente a grupo testigo

Tabla 4

indice Grupo de administracion sistémica Grupo de nanoparticulas con
de dosis elevada de pioglitazona contenido de pioglitazona

Relacion intima/media 2,3%1,2 1,3+0,3*

Area neointima (um?) 23656+8982 14871+2677*

Area media (um?) 14904+2107 17160+1205

*P <0,05 frente a grupo de administracion sistémica de dosis elevada

A partir de esto se encontré que la administracion de nanoparticulas con contenido de pioglitazona suprime
significativamente la formacién neointima en los vasos sanguineos después de la lesién vascular. Ademas, resultd
claro que las nanoparticulas con contenido de pioglitazona tienen una accion fuerte que una cantidad de 10 veces
de hidrocloruro de pioglitazona. Su mecanismo de accién resultd claro que incluia parcialmente una accion
supresora de la sobreproliferacion de células de muisculos lisos.

Ejemplo experimental 6

Suministro rapido de nanoparticulas a células de musculos lisos de arterias coronarias de ratas cultivadas y su
efecto de retencion a largo plazo

Usando las nanoparticulas con contenido de FITC preparadas en el Ejemplos experimental 3 (1), se realizaron
ensayos de suministro y retencién en células de musculos lisos de arterias coronarias de ratas cultivadas.
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(1) Método experimental

Se dispusieron en placas células de musculos lisos adrticos de rata (obtenidas de la entidad TOYOBO) en una
camara de vidrio de alto poder deslizante hasta una densidad celular subconfluente en medio DMEM (Sigma) que
contenia 10% de suero bovino fetal (dia 0). En el dia 2, el medio fue cambiado a un medio que contenia FITC o
nanoparticulas con contenido de FITC (0,5 mg/ml en concentracion de nanoparticulas).

(2) Método de evaluacion

A los 5 minutos y 24 horas después del intercambio de medios, las células fueron fijadas con metanol, el nicleo se
tind con yoduro de propidio (Vector Laboratories, Inc.) y fue sometido a una observacion en microscopio de
fluorescencia. Se hizo un recuento del niumero total de nucleos y células positivas por fluorescencia para cada
campo de vision y se calculd la relacién de células positivas a la fluorescencia.

(3) Resultados

Las células con adiciéon de medio con contenido de FITC solo no mostraron en absoluto células positivas (0%), pero
las células con adicion de un medio que contenia nanoparticulas con contenido de FITC mostraron un 90% o mas de
células positivas a la fluorescencia en 5 minutos y 90% o mas de células positivas a la fluorescencia incluso después
de 24 horas. Es decir, estaba claro que las nanoparticulas con contenido de FITC fueron suministradas a las células
de musculos lisos aérticos de rata cultivadas a una velocidad elevada en un periodo de tiempo extremadamente
corto de 5 minutos y las retuvieron establemente para un largo plazo de 24 horas o mas. Consecuentemente, se
sugirid que las nanoparticulas con contenido de pioglitazona preparadas en el ejemplo 1 tienen un efecto de
suministro rapido similar a las células de musculos lisos de las arterias coronarias y retenciéon durante un largo
periodo de tiempo.

Ejemplo experimental 7
Efecto supresor sobre la proliferacion de células de musculos lisos de arterias coronarias humanas cultivadas

Usando las nanoparticulas con contenido de pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1, se ensayo un efecto supresor
del crecimiento sobre células de musculos lisos de arterias coronarias humanas cultivadas.

(1) Método experimental

Se ajustaron células de musculos lisos de arterias coronarias humanas (adquiridas de la entidad Lonza Walkersville
Inc., Walkersville, MD, USA) a 5 x10° células/pocillo/500 pl con medio SmPM (lonza) que contenian 5% de suero
bovino fetal y 1% de penicilina y se dispusieron en placas en una placa de 48 pocillos (dia 0). En el dia 2, el medio
se cambi6 y se produjo un estado de observacion con un medio SmBM que contenia 0,1% de cuero bovino fetal y
1% de penicilina durante 2 dias. En el dia 3, el disolvente (solucién salina tamponada con fosfato) solo o las
nanoparticulas de PLGA con contenido de pioglitazona obtenidas en el Ejemplo 1 (concentracién como pioglitazona:
10 uM) fue/fueron afiadido(s) y las células se cultivaron en un medio SmBM que contenia 10% de suero bovino fetal
y 1% de penicilina durante 3 dias. La actividad de proliferacion de células de musculos lisos de arterias coronarias
humanas de suero bovino fetal al 10% es ampliamente conocida, y este se us6 como un agente estimulador del
crecimiento en este ensayo.

(2) Método de evaluacién

En el dia 7 después del comienzo del cultivo, las células fueron fijadas con metanol, se tifieron con solucion de
tincion Diff-Quick (adquirido de la entidad Sysmex Corporation), y se hizo un recuento del nimero de células por
campo de vision.

(3) Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 5. En el grupo de nanoparticulas con contenido de pioglitazona, la
proliferacion de células de mdasculos lisos mediante estimulacion con suero bovino fetal al 10% fue
considerablemente suprimida.
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Tabla 5

indice Grupo testigo de disolvente, Grupo de nanoparticulas con
estimulacién sola contenido de pioglitazona

Numero de células/campo de vision 64,459 34,4+2 6*

* P < 0,05 frente a grupo testigo

A partir de esto resultd claro que las nanoparticulas con contenido de pioglitazona preparadas en el ejemplo 1 tenian
una fuerte accién supresora de la proliferaciéon de células de musculos lisos vasculares.

Ejemplo 2
(1) Preparacién de nanoparticulas de PLGA modificadas con quitosano con contenido de pioglitazona

Se disolvio (PLGA 7520, acido lacto/ acido glicolico = 75/25, peso molecular medio ponderal 20.000, fabricado por la
empresa Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (2g) en acetona (20 ml) y se afiadié hidrocloruro de pioglitazona (100
mg) disuelto en (10 ml) para proporcionar una solucion polimera. La solucion se afiadié gota a gota a una velocidad
constante de 4 ml/minuto a una solucién acuosa (50 ml) de 2% en peso de poli(alcohol vinilico) (PVA, fabricado por
la empresa KURARAY CO., LTD.) con agitaciéon a 40°C. En este momento, se prepara una gotita de emulsion de un
tamafio nanométrico debido a la accion de auto-emulsion provocada por la turbulencia en la superficie de la gotita en
emulsién por difusién mutua de acetona, metanol y agua. Posteriormente, se evaporaron acetona y metanol y la
suspensién de nanoparticulas de PLGA obtenida se centrifugd (aceleracién centrifiga 41000 G, -20°C. 20 minutos)
para proporcionar un precipitado de nanoparticulas de PLGA, que se volvié a poner en suspension en agua
purificada para separar PVA en exceso no absorbido en la superficie de PLGA. A esto se afiadié una solucion
acuosa (50 ml) de 0,02% en peso de quitosano (fabricado por la empresa Katakura Chikkarin Co., Ltd.), y la mezcla
se agitd durante 1 h y se liofilizé a -45°C para proporcionar un polvo de nanoparticulas de PLGA modificadas con
quitosano con contenido de pioglitazona.

La resdispersabilidad del polvo obtenido en agua era buena. El tamafio medio de particulas del polvo de
nanoparticulas después de la redispersion en agua purificada se midié6 mediante un método dindmico de dispersion
de la luz y se encontré que era de 584 nm. El contenido de pioglitazona en el polvo de nanoparticulas era de 2,42%
p.

(2) Produccion de endoprotesis de elusion de nanoparticulas con contenido de pioglitazona

Las nanoparticulas de PLGA modificadas con quitosano con contenido de pioglitazona obtenidas en el apartado (1)
se pusieron en suspension en agua purificada para proporcionar una suspension de nanoparticulas (0,25% p). Se
hizo pasar una endoprétesis de multi-conexiéon de acero inoxidable (SUS31&L) (longitud 15 mm) a través de un
conducto de acero inoxidable (didmetro interno 1,1 mm, didmetro externo 1,3 mm) antes de tratar la endoprotesis
para proporcionar un electrodo negativo. Se ajustd una varilla de carbono como electrodo positivo. La suspension de
nanoparticulas se introdujo en un bafio electrolitico (diametro interno 8,5 mm, diametro externo 9,5 mm, altura 23
mm) con una superficie abierta superior y el conducto de acero inoxidable dispuesto con una estructura de
endoprotesis se mantuvo vertical en el bafio electrolitico de forma que la estructura de la endoprotesis estuviera
completamente sumergida en la suspensién de nanoparticulas y una parte del conducto de acero inoxidable
sobresaliera de la superficie de liquido. Seguidamente, un aparato de suministro externo de energia (suministro de
energia DC, Nippon Stabilizer Industry Co., Ltd.) y un amperimetro se conectaron en serie de forma que la varilla de
carbono fuera un electrodo positivo y el conducto de acero inoxidable fuera un electrodo negativo y el voltaje se
ajusté para mantener una corriente eléctrica de voltaje constante de 5 mA y se aplicé la electricidad durante 10
minutos. Como la estructura de endoprotesis y el conducto de acero inoxidable se produjeron a partir del mismo
material y tenian la misma conductividad, la estructura de endoprétesis pudo ser uniformemente electrificada.
Después de completar la electrificacion, la estructura de la endoprétesis se retiré del conducto de acero inoxidable y
se seco.

Ejemplo experimental 8
Efecto supresor de restenosis en un modelo de estenosis en el sitio de dilatacion de primate

Usando la endoprétesis de elucion de nanoparticulas con contenido de pioglitazona obtenida en el ejemplo 2, se
ensayo el efecto supresor de restenosis en un modelo de estenosis en el sitio de dilatacion en primate.

(1) Animal experimental

Se adquirieron monos cynomolgus (Macaca fascicularis) de la entidad Primate Corporation y se usaron. A los
monos se les permitié beber agua y fueron criados con una dieta normal hasta el comienzo del ensayo.
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(2) Dieta

Se proporciond una dieta con elevado contenido de grasas (que contenia 0,5% de colesterol) al comienzo del
ensayo para la anatomia.

(3) Método de evaluacion

Al cabo de 1 mes desde el comienzo del ensayo, la endoprotesis de elucion de nanoparticulas con contenido de
pioglitazona obtenida en el ejemplo 2, una endoprétesis de elucién de nanoparticulas con contenido de FITC y una
endoprotesis de metal expuesto se colocaron en las arterias iliacas izquierda y derecha. A los 28 dias desde la
aplicacion de la endoprotesis, la arteria en la que se habia ajustado la endoprétesis se lavo y se fij6 con solucion
salina tamponada con fosfato y formalina tamponada neutra a través del corazén y se aislé. Se prepard una seccién
de resina, se tifi6 con hematoxilina-eosina y se evalué el area neointima.

(4) Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 6

Tabla 6
Grupo de endoprotesis de  Grupo de endoprotesis de  Grupo de endoprotesis de
metal expuesto elucién de nanoparticulas  elucion de nanoparticulas
con contenido de FITC con contenido de
pioglitazona
Area neointima (mm®?) 2,6+0,3 2,30,2 1, 7+0,1%+

* P < 0,05 frente a grupo de endoproétesis de metal expuesto
+ P < 0,05 frente a grupo de endoprétesis de elucion de nanoparticulas con contenido de FITC

A partir de esto se encontré que una endoprotesis de elucién de nanoparticulas con contenido de pioglitazona
suprime significativamente la formacion neointima después de la aplicacién de endoprétesis y suprime la restenosis.

Ejemplo experimental 9

Efecto favorecedor de la angiogénesis de nanoparticulas con contenido de pioglitazona en un modelo de isquemia
de patas traseras de raton

Usando las nanoparticulas con contenido de pioglitazona obtenidas en el ejemplo 1, se ensayo el efecto favorecedor
de la angiogénesis en un modelo de isquemia de patas traseras de raton.

(1) Animal experimental

Se adquirieron y se usaron ratones de tipo salvaje machos (C57PL/6J) de la entidad CLEA Japan, Inc. Se permitio
gue los ratones bebieran agua y consumieran alimentos y se criaron con una dieta normal hasta el final del ensayo.

(2) Preparacion del modelo de isquemia de patas traseras

Un ratén de tipo salvaje de 8 semanas de edad fue profundamente anestesiado con pentobarbital y se expuso la
arteria/vena femoral izquierda. La arteria y la vena femoral superficial (desde por debajo de la arteria y vena femoral
profunda hasta la arteria y vena popliteal) fueron ligadas con hilo de seda 6-0 y cortadas para proporcionar un
modelo de isquemia.

(3) Método de administracion y dosis

Después de la preparacion del modelo de isquemia de patas traseras, los animales experimentales se dividieron en
2 grupos de (1) grupo testigo de disolvente y (2) grupo de nanoparticulas con contenido de pioglitazona.
Inmediatamente después de la preparacién del modelo, un disolvente o una suspensidn obtenida poniendo en
suspensién nanoparticulas con contenido de pioglitazona en un disolvente (0,9 mg/100 pl como nanoparticulas,
0,027 mg/100 ul como concentracion de pioglitazona) fueron inyectados cada uno en 100 pl en el masculo del muslo
izquierdo (correspondiente a una dosis de 1,125 mg/kg). Como el disolvente se usé soluciéon salina tamponada con
fosfato. Después de la administracion, la piel fue suturada.

(4) Método de evaluacion

En el dia 21 después de la isquemia, el flujo de sangre de la pata isquémica (pata izquierda) y la pata no isquémica
(pata derecha) fue evaluado usando un analizador de imagenes de perfusion Doppler de laser (LDPI) (Moor
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Instruments). La relacién de flujo de sangre de las patas traseras se determind como una relacién de la sefial de
LDPI de la pata isquémica respecto a la pata no isquémica.

(5) Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
Grupo testigo de disolvente Grupo de nanoparticulas con
contenido de pioglitazona
Relacion de flujo de sangre de las 0,5290+0,1367 0,7303+0,1651*

patas traseras (pata isquémica/pata
no isquémica)

* P< 0,05 frente a grupo testigo

Aunque la eficacia de la administracion oral continua en 7 semanas (dosis total 147 mg/kg) de pioglitazona de
concentracion elevada (3 mg/kg) ha sido reconocida (véase la publicacion Biomedicine & Pharmacotherapy 62
(2008) 46-52), se encontro a partir de lo que antecede que la administracion de nanoparticulas que contienen una
cantidad extremadamente pequefia 1/130 de pioglitazona favorece significativamente la angiogénesis
presumiblemente debido a un efecto de mejora de la funcién endotelial.

Esta solicitud esta basada en las solicitudes n® 2007-322409 y 2008-125071 presentadas en Japoén.

18



10

ES 2392375713

REIVINDICACIONES

1. Una nanoparticula que comprende pioglitazona o una sal de la misma y un polimero biocompatible, en que el
polimero biocompatible es un copolimero de acido lactico-acido glicélico.

2. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en la que el contenido de pioglitazona o sal de la misma es 0,1 a 10% en
peso como pioglitazona.

3. La nanoparticula de la reivindicacion 1, para ser usada en la profilaxis o tratamiento de enfermedades
arteriosclerdticas.

4. La nanoparticula para ser usada segun la reivindicacion 3, que es usada para una administracion parenteral.

5. Una preparacion farmacéutica que comprende la nanoparticula de la reivindicacion 1, para ser usada en la
profilaxis o el tratamiento de enfermedades arterioscleréticas.

6. Una preparacion farmacéutica para ser usada segun la reivindicacion 5, que comprende la nanoparticula de la
reivindicacion 1, para una administracion parenteral para la profilaxis o el tratamiento de enfermedades
arterioscleroticas.

7. Una endoprotesis, que porta la nanoparticula de la reivindicacion 1.
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