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DESCRIPCION
Particulas de superficie modificada y métodos para la administracion dirigida de farmacos
ANTECEDENTES
Campo de la Invencion

En general, la invencion se refiere a composiciones que comprenden particulas revestidas y a métodos para
producir y utilizar dichas composiciones para la administracién dirigida de farmacos.

Breve Descripcion de Tecnologia Relacionada

Las nanoparticulas (incluyendo las nanoesferas) y las microparticulas (incluyendo las microesferas), denomindas
aqui colectivamente como “particulas”, son particulas sélidas o semisdlidas con un didmetro de entre
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 10.000 nm (10 micras). Estas particulas se pueden formar a partir de
diversos materiales, incluyendo proteinas, polimeros sintéticos, polisacaridos, &cidos nucleicos, moléculas pequefias
y sus combinaciones, y han sido utilizadas en muy diversas aplicaciones diferentes, principalmente para la
separacion, el diagnostico y la administraciéon de farmacos.

Se ha encontrado que las composiciones que comprenden este tipo de particulas son Utiles para la administracion
de farmacos. Por ejemplo, la Publicacion de Patente US n° 2006/0073199 describe que particulas que comprenden
un principio activo pueden ser formuladas como suspensiones acuosas, y pueden estabilizarse contra la agregacion
y el crecimiento de las particulas por la disposicion de revestimientos de agentes tensioactivos sobre o alrededor de
las particulas.

Otros antecedentes relacionados incluyen Thiele y col., "Competitive adsorption of serum proteins at microparticles
affects phagocytosis by dendritic cells", Biomaterials 24 (2003), 1409-1418.

Existe una necesidad continua de desarrollar composiciones que comprendan particulas y métodos para producirlas
y utilizarlas, en particular para administrar farmacos de interés.

SUMARIO

Un aspecto de la invencion se refiere a una suspension que contiene particulas de superficie modificada que
comprenden un nucleo de particula y un revestimiento asociado al nucleo de particula tal como se define en la
reivindicacion 1. El ndcleo de particula comprende un agente terapéutico (por ejemplo una molécula organica
pequefia 0 una biomacromolécula). El revestimiento comprende una opsonina, por ejemplo un anticuerpo que tiene
un isotipo de IgG o una proteina de complemento como C3b y C5. También se pueden utilizar otras proteinas
conocidas que actdan como opsoninas. En general, las particulas de superficie modificada de acuerdo con la
presente invencion tienen un tamafio medio de entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para mejorar la absorcion celular de un principio activo tal como
se define en la reivindicacion 9. El método comprende poner en contacto las células con las particulas de superficie
modificada bajo condiciones suficientes para mejorar la absorcion celular de las particulas de superficie modificada.
Las particulas comprenden un nicleo de particula y un revestimiento asociado al nucleo de particula,
comprendiendo el niicleo de particula un principio activo, comprendiendo el revestimiento una opsonina (por ejemplo
un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de complemento tal como C3b o C5), y teniendo la particula
de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de particulas de superficie modificada para la produccion de un
medicamento para tratar a un paciente con una enfermedad o afeccion inflamatoria, que consiste en administrar a
dicho paciente mudltiples particulas de superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie
modificada un ndcleo de particula y un revestimiento asociado al nucleo de particula, comprendiendo el nucleo de
particula un principio activo (por ejemplo un agente antiinflamatorio), comprendiendo el revestimiento una opsonina
(por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de complemento tal como C3b o C5), teniendo
la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000
nm, y siendo dicha administracion eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o patologias asociados a dicha
enfermedad o afeccion inflamatoria.

Otro aspecto de la invenciéon se refiere al uso de particulas de superficie modificada en la produccion de un
medicamento para tratar a un paciente con una enfermedad o afeccién proliferativa, que consiste en administrar a
dicho paciente mudltiples particulas de superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie
modificada un ndcleo de particula y un revestimiento asociado al nucleo de particula, comprendiendo el nucleo de
particula un principio activo (por ejemplo un antiproliferativo tal como un agente antineoplasico), comprendiendo el
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revestimiento una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de 1gG o una proteina de complemento
tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio entre aproximadamente 1 nmy
aproximadamente 2.000 nm, y siendo dicha administracién eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o
patologias asociados a dicha enfermedad o afeccién proliferativa.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de particulas de superficie modificada en la producciéon de un
medicamento para tratar a un paciente con una enfermedad o afeccion infecciosa, que consiste en administrar a
dicho paciente mudltiples particulas de superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie
modificada un nucleo de particula y un revestimiento asociado al nicleo de particula, comprendiendo el nacleo de
particula un principio activo (por ejemplo un agente antiinfeccioso), comprendiendo el revestimiento una opsonina
(por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de complemento tal como C3b o C5), teniendo
la particula de superficie modificada un tamafio medio entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm, y
siendo dicha administracion eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o patologias asociados a dicha
enfermedad o afeccion infecciosa.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de particulas de superficie modificada en la produccién de un
medicamento para tratar a un paciente con una enfermedad o afecciébn neurodegenerativa, que consiste en
administrar a dicho paciente multiples particulas de superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de
superficie modificada un ndcleo de particula y un revestimiento asociado al nucleo de particula, comprendiendo el
ndcleo de particula un principio activo (por ejemplo un agente antineurodegenerativo), comprendiendo el
revestimiento una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de 1gG o una proteina de complemento
tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1
nm y aproximadamente 2.000 nm, y siendo dicha administracion eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o
patologias asociados a dicha enfermedad o afeccion neurodegenerativa.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1: grafico que muestra los perfiles de elucién de diversas nanoparticulas (NP) de 6xido de hierro
superparamagnético (OHSP) en una columna de Sepharose 4B-CL. La figura muestra NP OHSP
conjugadas con IgG (IgG-OHSP) después de incubacién de IgG con OHSP oxidado (circulos
rellenos), 19G incubada con OHSP no oxidado (cuadrados rellenos); y OHSP oxidado bloqueado
mediante la adicién de un exceso de grupos amina (circulos vacios).

FIG. 2: grafico que muestra medidas del tamafio (en nandmetros) y del indice de polidispersidad de 1gG-
OHSP en diferentes momentos después de la conjugacion, almacenado a 4°C.

FIG. 3: grafico que muestra la absorciéon de OHSP e IgG-OHSP por monocitos después de diversos
periodos de tiempo, de acuerdo con la evaluacién en un ensayo de ferrocina colorimétrico.

FIG. 4: grafico que muestra la absorciéon de OHSP e IgG-OHSP por monocitos después de diversos
periodos de tiempo, de acuerdo con la evaluacién mediante medicién de la relajacion (R2) por
IRM.

FIG. 5: graficos que muestran la absorcion de OHSP e IgG-OHSP por monocitos y macrofagos bajo

diversas condiciones. (A) es un grafico de la absorcién por monocitos de particulas de OHSP de
diversos tamafios (62 nm, 122 nm, 266 nm y 394 nm) unidas a dextrano de 100 kDa y de
particulas de OHSP de 130-170 nm unidas a dextrano de 10 kDa. (B) es un gréfico de la absorcién
por monocitos de particulas de IgG-OHSP preparadas utilizando soluciones que tienen diferentes
concentraciones de IgG. (C) es un grafico de absorcién por monocitos de OHSP nativo incubado
con IgG libre. (D) es un gréfico de absorcion por monocitos de particulas de IgG-OHSP a 4°C y a
37°C. (E) es un gréfico de absorcién por monocitos y macréfagos derivados de monocitos (MDM)
de particulas de IgG-OHSP. (F) es un gréafico de absorcién por monocitos de particulas de 1gG-
OHSP coincubadas con un exceso de IgG libre. (G) es un grafico de absorcion por monocitos de
particulas de OHSP conjugadas con seroalbimina humana (ASH). (H) es un grafico que muestra
la carga superficial de particula (potencial zeta) y el tamafio de particula en el caso de particulas
de OHSP nativo, oxidado, conjugado con IgG y conjugado con ASH.

FIG. 6: graficos que muestran la cuantificacion de particulas de OHSP in vivo e IgG-OHSP utilizando IRM
de representacion de T, de ciclo de fase CPMG. (A) es un grafico que muestra el cambio de
relaxividad (Rz = 1/T») en el bazo después de una inyeccion de 12,5 pg de OHSP o IgG-OHSP en
la vena caudal de ratones (n = 6). (B) es un grafico que muestra el cambio de relaxividad (Rz =
1/T>) en el bazo después de una inyeccién de 62,5 pg de OHSP o IgG-OHSP en la vena caudal de
ratones (n = 5). (C) es un grafico que muestra el cambio de relaxividad (Rz = 1/T2) en el higado
después de una inyeccién de 12,5 ug de OHSP o IgG-OHSP en la vena caudal de ratones (n = 6).
(D) es un gréfico que muestra el cambio de relaxividad (R = 1/T) en el higado después de una
inyeccion de 62,5 ug de OHSP o IgG-OHSP en la vena caudal de ratones (n = 6). (E) es un grafico
gue muestra el cambio de relaxividad (R2 = 1/T>) en el rifién después de una inyeccion de 12,5 ug
de OHSP o0 IgG-OHSP en la vena caudal de ratones (n = 6). (F) es un gréafico que muestra el
cambio de relaxividad (Rz = 1/T») en el rifién después de una inyeccion de 62,5 pg de OHSP o IgG-
OHSP en la vena caudal de ratones (n = 5).
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FIG. 7: gréafico que muestra el potencial zeta de particulas de paclitaxel revestidas con IgG en diferentes
proporciones de IgG con respecto al paclitaxel.

FIG. 8: grafico que muestra el potencial zeta de particulas de ritonavir revestidas con IgG en diferentes
proporciones de 1gG con respecto al ritonavir.

FIG. 9: grafico que muestra la absorciéon de particulas de paclitaxel no revestidas marcadas con Verde

Oregodn (no revestidas), particulas de paclitaxel revestidas con IgG marcadas con Verde Oregén
(IgG) y particulas de paclitaxel revestidas con protamina marcadas con Verde Oregén (protamina).
FIG. 10: grafico que muestra la absorcién de particulas de paclitaxel no revestidas (no revestidas),
particulas de paclitaxel revestidas con IgG marcadas con Verde Oregén (IgG) y particulas de
paclitaxel revestidas con protamina marcadas con Verde Oregén (protamina).
FIG. 11: graficos que muestran la absorcion de particulas de paclitaxel no revestidas marcadas con Verde
Oregodn (no revestidas) y particulas de paclitaxel revestidas con IgG marcadas con Verde Oregon

(19G).
DESCRIPCION DETALLADA

La invencion reivindicada se puede poner en practica de muchas formas diferentes. Las realizaciones preferentes,
tal como se dan a conocer aqui, han de ser consideradas como ejemplos de los principios de la invencion
reivindicada y, por consiguiente, no se pretende limitar los aspectos generales de la invencion reivindicada a las
realizaciones ilustradas.

La presente invencion utiliza una particula de superficie modificada que comprende un nucleo de particula y un
revestimiento asociado al nucleo de particula. El nicleo de particula comprende un principio activo, el revestimiento
comprende una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de complemento tal
como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1 nmy
aproximadamente 2.000 nm. En algunas realizaciones se pueden utilizar particulas con revestimientos que
comprenden proteinas de complemento en combinacidon con sustancias que pueden atenuar los efectos de la
liberacion de histamina, que puede ser inducida mediante proteinas de complemento activadas.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona métodos para mejorar la absorcion de un principio activo por
células fagociticas o no fagociticas mediante la exposicién de las células a una particula de superficie modificada
gue comprende un nicleo de particula y un revestimiento asociado al nicleo de particula. El ndcleo de particula
comprende un principio activo, el revestimiento comprende una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un
isotipo de IgG o una proteina de complemento tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un
tamafio medio de entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm. Se observa una absorcién mejorada
del principio activo por las células en comparacién con células puestas en contacto con particulas que no tienen un
revestimiento que incluye una opsonina.

En otro aspecto, la invencion también proporciona métodos para suministrar una particula de superficie modificada a
un tejido diana de un paciente mamifero a través de transporte celular. Tal como se utilizan aqui, los conceptos
"tejido diana" o "tejido destino" se refiere al tejido particular del mamifero a tratar. Ejemplos de tejidos diana incluyen,
de forma no exclusiva, cerebro y otras partes del sistema nervioso central, sistema linfatico, higado y cualquier sitio
de infeccion, inflamacién o tumor.

Por ejemplo, en un aspecto estan previstas composiciones destinadas a ser utilizadas en el tratamiento de un
paciente con una enfermedad o afeccién inflamatoria, que consiste en administrar a dicho paciente mudltiples
particulas de superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie modificada un nucleo de particula
y un revestimiento asociado al nicleo de particula, incluyendo el nicleo de particula un principio activo, incluyendo
el revestimiento una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de
complemento tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm, y siendo dicha administracion eficaz para aliviar, tratar y/o
prevenir sintomas o patologias asociados a dicha enfermedad o afeccion inflamatoria. En un aspecto, el principio
activo es un agente antiinflamatorio.

En otro aspecto estan previstas composiciones destinadas a ser utilizadas en el tratamiento de un paciente con una
enfermedad o afeccidon neurodegenerativa, que consiste en administrar a dicho paciente mdiltiples particulas de
superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie modificada un nucleo de particula y un
revestimiento asociado al nucleo de particula, incluyendo el nicleo de particula un principio activo, incluyendo el
revestimiento una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de complemento
tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1
nm y aproximadamente 2.000 nm, y siendo dicha administracion eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o
patologias asociados a dicha enfermedad o afeccién neurodegenerativa. En un aspecto, el principio activo es un
agente antineurodegenerativo.
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En un aspecto mas estan previstas composiciones destinadas a ser utilizadas en el tratamiento de un paciente con
una enfermedad o afeccion proliferativa, que consiste en administrar a dicho paciente multiples particulas de
superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie modificada un nicleo de particula y un
revestimiento asociado al nucleo de particula, incluyendo el nicleo de particula un principio activo, incluyendo el
revestimiento una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG o una proteina de complemento
tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1
nm y aproximadamente 2.000 nm, y siendo dicha administracién eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o
patologias asociados a dicha enfermedad o afeccién proliferativa. En un aspecto, el principio activo es un agente
antiproliferativo tal como un agente antineoplasico.

En otro aspecto mas estan previstas composiciones destinadas a ser utilizadas en el tratamiento de un paciente con
una enfermedad o afeccién infecciosa, que consiste en administrar a dicho paciente multiples particulas de
superficie modificada, comprendiendo dichas particulas de superficie modificada un ndcleo de particula y un
revestimiento asociado al nucleo de particula, incluyendo el nicleo de particula un principio activo, incluyendo el
revestimiento una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de 1gG o una proteina de complemento
tal como C3b o C5), teniendo la particula de superficie modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1
nm y aproximadamente 2.000 nm, y siendo dicha administracion eficaz para aliviar, tratar y/o prevenir sintomas o
patologias asociados a dicha enfermedad o afeccién infecciosa. En un aspecto, el principio activo es un agente
antiinfeccioso tal como un agente angifingico, antiviral, antibacteriano o antiparasitario.

Asi, los métodos de administracién dados a conocer aqui prevén la administracion de una cantidad terapéuticamente
eficaz de dichas particulas de superficie modificada. Tal como se utliza aqui, el concepto "cantidad
terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de particulas de superficie revestida suficiente para aliviar,
mejorar, eliminar, tratar y/o prevenir sintomas o patologias asociados a una enfermedad o afeccion consideradas
para el tratamiento de acuerdo con los métodos de tratamiento aqui descritos.

Tal como se utiliza aqui, el término "opsonina” se refiere a proteinas o péptidos que se unen a particulas o células,
aumentando asi la susceptibilidad de dicha particula o célula a la fagocitosis. Tal como se emplea aqui dicho
término, los fragmentos de opsoninas conocidas que tienen una actividad bioldgica comparable a la de la opsonina
correspondiente de longitud completa son considerados como opsoninas. Por ejemplo, los fragmentos de IgG
normalmente incluyen un fragmento suficiente para unirse a un fagocito. Dichos fragmentos también pueden incluir
fracciones suficientemente hidr6fobas para asociarse de forma no covalente a una superficie de particula hidrofoba.
Fragmentos de IgG adecuados incluyen, por ejemplo, fragmentos de IgG-Fab y fragmentos de IgG-Fc. Del mismo
modo, tal como se utiliza aqui dicho término, los compuestos miméticos de opsonina también se consideran
opsoninas. Tal como se utiliza aqui, el concepto "compuestos miméticos de opsonina” se refiere a compuestos
(incluyendo péptidos) que tienen una actividad bioldgica comparable a la de una opsonina o que imitan la actividad
de la opsonina. El experto medio en la materia puede determinar facilmente si una fraccién es un compuesto
mimético de opsonina a la vista de la actividad biolégica conocida de la opsonina.

La siguiente descripcién de las particulas de superficie modificada es aplicable normalmente a todas las
realizaciones aqui descritas. El principio activo de la particula de superficie modificada puede ser soluble en agua o
poco soluble en agua. El principio activo puede ser un agente terapéutico o un agente diagndstico. Los principios
activos utilizados de acuerdo con las composiciones y métodos aqui descritos presentan las actividades
farmacéuticas asociadas normalmente con dichos principios activos, aunque los principios activos sean absorbidos y
a continuacion suministrados por células fagociticas o no fagociticas.

El principio activo se puede seleccionar de entre diversos compuestos farmacéuticos conocidos, por ejemplo, de
forma no exclusiva: analgésicos, anestésicos, analépticos, agentes adrenérgicos, agentes de bloqueo adrenérgico,
adrenoliticos, adrenocorticoides, adrenomiméticos, agentes anticolinérgicos, anticolesterinasas, anticonvulsivos,
agentes alquilantes, alcaloides, inhibidores alostéricos, esteroides anabdlicos, anorexigénicos, antiacidos,
antidiarreicos, antidotos, antifolatos, antipiréticos, antirreumaticos, agentes psicoterapéuticos, agentes de blogueo
neural, antiinflamatorios, antihelminticos, anticoagulantes, antidepresivos, antiepilépticos, antiinfecciosos (por
ejemplo antifingicos, antivirales tales como agentes antirretrovirales, y antibiéticos), antihistaminas, agentes
antimuscarinicos, agentes antimicobacterianos, antineoplasicos, agentes antiprotozoicos, sedantes ansioliticos,
agentes de bloqueo de beta-adrenoceptores, corticosteroides, antitusivos, dopaminérgicos, hemostaticos, agentes
hematoldgicos, hipnéticos, agentes inmunoldgicos, muscarinicos, parasimpaticomiméticos, prostaglandinas,
radiofarmacéuticos, sedantes, estimulantes, simpaticomiméticos, vitaminas, xantinas, factores de crecimiento,
hormonas y agentes antiprionicos.

Ejemplos de agentes antineoplasicos incluyen, de forma no exclusiva, paclitaxel, compuestos derivados de
paclitaxel, alcaloides, antimetabolitos, inhibidores enzimaticos, agentes alquilantes y combinaciones de los mismos.

El principio activo también puede ser un inhibidor de la proteasa, como un inhibidor de la proteasa de VIH. Ejemplos
de inhibidores de la proteasa incluyen, de forma no exclusiva, indinavir, ritonavir, saquinavir, nelfinavir y
combinaciones de los mismos.
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El principio activo puede ser un nucledsido inhibidor de la transcriptasa inversa. Ejemplos de nucleésidos inhibidores
de la transcriptasa inversa incluyen, de forma no exclusiva, cidovudina, didanosina, estavudina, zalcitabina,
lamivudina y combinaciones de las mismas.

El principio activo puede ser un inhibidor no nucledsido de la transcriptasa inversa. Ejemplos de inhibidores no
nucledsidos de la transcriptasa inversa incluyen, de forma no exclusiva, efavirenz, nevirapina, delaviradina y
combinaciones de los mismos.

Ejemplos de agentes antiinflamatorios incluyen, de forma no exclusiva, farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
inhibidores de ciclooxigenasa (COX) no selectivos, inhibidores de COX-1, inhibidores de COX-2, inhibidores de
lipoxigenasa, corticosteroides, antioxidantes, inhibidores del factor de necrosis tumoral (FNT) y combinaciones de los
mismos. Ejemplos de inhibidores de COX-2 incluyen, de forma no exclusiva, celecobix, rofecoxib, valdecoxib,
parecoxib, lumiracoxib, etoricoxib y combinaciones de los mismos.

En Martindale, The Extra Pharmacopoeia, 31 Edicion, The Pharmaceutical Press, Londres, 1996, que se incorpora
aqui por referencia y se considera como parte de este documento, se puede encontrar una descripcion de los tipos
de agentes terapéuticos. Los agentes terapéuticos enumerados son comerciales y/o se pueden preparar mediante
técnicas conocidas.

En una realizacion especifica, el principio activo es un compuesto poco soluble en agua. El concepto "poco soluble
en agua" indica una solubilidad del compuesto en agua inferior a aproximadamente 10 mg/ml, preferentemente
inferior a aproximadamente 1 mg/ml. Los compuestos poco solubles en agua son particularmente adecuados para
preparaciones en suspension acuosa, dado que existen alternativas limitadas para formular estos compuestos en
medios acuosos. Ventajosamente, las opsoninas como la IgG, que proporcionan los revestimientos de acuerdo con
la invencion, se pueden adsorber en la superficie de las particulas que comprenden estos principios activos poco
solubles en agua, formando un revestimiento esencialmente uniforme sobre las mismas. Por ejemplo, las fracciones
de cola hidréfobas de opsoninas tales como la IgG se pueden asociar con regiones hidrofobas sobre la superficie de
la particula. Ademas, las opsoninas como la IgG estan cargadas positivamente cuando el pH esta por debajo del
punto isoeléctrico de la opsonina y, por consiguiente, una fuerte interaccién electrostatica entre la opsonina y la
particula hidréfoba (que puede estar cargada negativamente) puede estabilizar el revestimiento que comprende la
proteina de opsonina. En un aspecto preferente, el compuesto del principio activo poco soluble en agua es un
compuesto organico que tiene un peso molecular inferior a 2.500 gramos/mol, inferior a 2.000 gramos/mol y, en
general, inferior a 1.000 gramos/mol, por ejemplo de entre 200 gramos/mol y 900 gramos/mol. A veces, estos
compuestos organicos se denominan "moléculas pequefias”.

Alternativamente, la invencion se puede poner en practica con compuestos solubles en agua. Estos principios
activos solubles en agua pueden estar inmovilizados en una matriz soporte sélida (por ejemplo, un copolimero de
polilactato-poliglicolato, albumina, almidén), o encapsulados en una vesicula circundante esencialmente
impermeable al principio activo. Dicha vesicula de encapsulamiento puede consistir en un revestimiento polimérico,
como poliacrilato. Ademas, las particulas pequefias preparadas a partir de estos compuestos solubles en agua se
pueden modificar para mejorar la estabilidad quimica y controlar las propiedades farmacocinéticas de los
compuestos mediante el control de la liberacién de los compuestos desde las particulas. Ejemplos de compuestos
solubles en agua incluyen, de forma no exclusiva, compuestos organicos simples, proteinas, péptidos, nucleodtidos,
oligonucledtidos y carbohidratos.

La siguiente descripcion de las particulas también es aplicable a todas las realizaciones dadas a conocer aqui. Las
particulas pueden ser amorfas, semicristalinas, cristalinas o una combinacion de estos tipos de particula segun se
determina mediante métodos analiticos adecuados, como calorimetria diferencial de barrido (differential scanning
calorimetry - DSC) o difraccién de rayos X. Antes de la administracion, las particulas se pueden homogeneizar por
un proceso de homogeneizacion. Las particulas también se pueden homogeneizar mediante un proceso de
microprecipitacion/homogeneizacion.

Generalmente, las particulas revestidas tienen un tamafio medio efectivo de entre aproximadamente 1 nm y
aproximadamente 2 um (o 2.000 nandémetros) tal como se mide por métodos de dispersién dinamica de luz (por
ejemplo espectroscopia de fotocorrelacion, difraccion laser, dispersion de luz laser de angulo pequefio (low-angle
laser light scattering - LALLS), dispersion de luz laser de angulo medio (medium-angle laser light scattering -
MALLS), métodos de ocultacién de luz (método Coulter, por ejemplo), reologia, o microscopia (Optica o electronica).
El tamafio de particula efectivo medio preferente depende de factores tales como la via de administracion prevista,
la formulacion, la solubilidad, la toxicidad y la biodisponibilidad del compuesto. Otros tamafios de particula
adecuados incluyen, de forma no exclusiva, entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 1 pm, entre
aproximadamente 50 nm y aproximadamente 500 nm, y/o entre aproximadamente 100 nm y aproximadamente 250
nm.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2447 465 T3

Preparacién del ndcleo de particula

Los procesos para preparar las particulas utilizadas en la presente invencion se pueden poner en practica a través
de numerosas técnicas. A continuacion se ofrece una descripcion representativa, pero no exhaustiva, de técnicas
para la preparacion de particulas.

I. Técnicas de aportacién de energia para formar dispersiones de particulas pequefias

En general, el método para preparar dispersiones de particulas pequefias utilizando técnicas de aportacion de
energia incluye el paso de adicionar el principio activo o el compuesto farmacéuticamente activo, que a veces
también se designa farmaco, en forma masa, a un vehiculo adecuado, como agua o una solucién acuosa, que
generalmente contiene uno o mas de los agentes tensioactivos mencionados mas abajo u otro liquido en el que el
compuesto farmacéutico no es esencialmente soluble, formando una primera suspension, que se denomina
presuspension. Luego se aporta energia a la presuspension para formar una dispersion de particulas que es
fisicamente més estable que la presuspensién. La energia se afiade mediante molienda mecénica (por ejemplo
molienda con perlas, molienda con bolas, molienda con martillos, molienda con energia de fluido, molienda con
chorro o molienda en humedo). Estas técnicas se dan a conocer en la Patente US n° 5.145.684, que se incorpora
aqui por referencia y se considera como parte de este documento.

Las técnicas de aportacién de energia también incluyen someter la presuspension a condiciones de alta cizalladura,
incluyendo fuerzas de cavitacion, cizalladura o impacto utilizando un microfluidizador. La presente invencién también
tiene en cuenta la aportacion de energia a la presuspension utilizando un homogeneizador de ranura de émbolo u
homogeneizador de flujo en contracorriente tales como los descritos en la Patente US n° 5.091.188, que se
incorpora aqui por referencia y se considera como parte de este documento. Los homogeneizadores de ranura de
émbolo son comerciales, por ejemplo con los nombres de producto EMULSIFLEX™ (Avestin) y FRENCH® Pressure
Cell (Thermo Spectronic). Microfluidizadores adecuados estan disponibles de Microfluidics Corp.

El peso de aportar energia también se puede llevar a cabo utilizando técnicas de sonicacion. El paso de sonicacion
se puede llevar a cabo con cualquier dispositivo de sonicacion adecuado. Dispositivos adecuados incluyen Branson
modelo S-450A y Cole-Parmer modelo 500/750 vatios. Estos dispositivos son bien conocidos en la industria.
Normalmente, el dispositivo de sonicacién tiene una bocina o sonda de sonicaciébn que se inserta en la
presuspension para emitir energia sonica en la solucién. En una forma preferente de la invencién, el dispositivo de
sonicacion se utiliza a una frecuencia entre aproximadamente 1 kHz y aproximadamente 90 kHz y de forma
especialmente preferente entre aproximadamente 20 kHz y aproximadamente 40 kHz, o cualquier intervalo o
combinacion de intervalos dentro de éstos. Los tamafios de las sondas pueden variar y preferentemente tienen
diferentes tamafios, como 1/2 pulgada o 1/4 pulgada, o similares.

La dispersion de particulas pequefias se puede esterilizar antes de la administracion. La esterilizacion se puede
llevar a cabo mediante esterilizacion en caliente, irradiacion gamma, filtracion (directamente como una dispersion
con tamafios de particula por debajo de 200 nm, o mediante filtracién estéril de las soluciones utilizadas en el
proceso de precipitacion, antes de formar la dispersion sélida), y mediante aplicacion de una alta presion (superior a
2.000 atmosferas), o mediante una combinacién de alta presion y temperatura elevada.

Il. Métodos para preparar dispersiones de particulas con tamafios submicronicos

También se pueden preparar dispersiones de particulas pequefias mediante técnicas de precipitacion. A
continuacion se describen ejemplos de técnicas de precipitacion.

Métodos de microprecipitacion. En la Patente US n° 5.780.062, que se incorpora aqui por referencia y se considera
como parte de este documento, se da a conocer un ejemplo de método de microprecipitacion. La patente ‘062
describe un proceso de precipitacion de compuestos organicos que incluye: (i) disolver el compuesto organico en un
primer disolvente miscible con agua; (ii) preparar una solucion de polimero y un material anfifilico en un segundo
disolvente acuoso donde el compuesto organico es esencialmente insoluble, formandose un complejo
polimero/material anfifilico; y (iii) mezclar las soluciones de los pasos (i) y (ii) para provocar la precipitacién de un
agregado del compuesto organico y el complejo de polimero/material anfifilico.

En las Patentes US n° 6.607.784, 7.037.528, 6.,869.617, 6.884.436, que se incorporan aqui por referencia y se
consideran como parte de este documento, se dan a conocer otros procesos de precipitacion adecuados. Los
procesos aqui descritos incluyen los pasos de: (1) disolver un compuesto organico en un primer disolvente organico
miscible con agua para crear una primera solucidn; (2) mezclar la primera solucién con un segundo disolvente o con
agua para precipitar el compuesto organico con el fin de crear una presuspension; y (3) aportar energia a la
presuspension en forma de mezclado de alta cizalladura o calor para obtener una dispersion de particulas
pequefias. Opcionalmente, el primer disolvente organico se retira de la mezcla por cualquier medio adecuado, por
ejemplo métodos de centrifugacién o filtracion. Ademas, la fase continua de la dispersién se puede sustituir
opcionalmente por otra fase continua retirando la primera fase continua utilizando métodos tales como centrifugacion
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y filtracién, y afiadiendo una segunda fase continua y a continuacion redispersando el material sélido en la segunda
fase continua. También se pueden afiadir al primer disolvente organico o a la segunda solucién acuosa uno o0 mas
de los agentes tensioactivos opcionales indicados mas abajo.

Métodos de precipitacion en emulsién. En la publicacion de Patente US n° 2005/0037083, que se incorpora aqui por
referencia y se considera como parte de este documento, se describe una técnica de precipitacién en emulsion
adecuada. En este método, el proceso incluye los pasos de: (1) preparar un sistema multifase que tiene una fase
organica y una fase acuosa, incluyendo la fase organica un compuesto farmacéuticamente activo; y (2) someter el
sistema a sonicacion para evaporar una parte de la fase organica con el fin de provocar la precipitacion del
compuesto en la fase acuosa formando una dispersién de particulas pequefas. El paso de preparacion de un
sistema multifase incluye los pasos de: (1) mezclar un disolvente inmiscible con agua con el compuesto
farmacéuticamente activo para definir una solucion organica; (2) preparar una soluciéon de base acuosa con uno o
mas compuestos tensioactivos; y (3) mezclar la solucién organica con la solucién acuosa para formar el sistema
multifase. El paso de mezcla de la fase organica y la fase acuosa puede incluir el uso de homogeneizadores de
ranura de émbolo, molinos coloidales, equipos de agitacion de alta velocidad, equipos de extrusion, equipos de
agitacion o sacudida manual, microfluidizadores u otros equipos o técnicas para crear condiciones de alta
cizalladura. La emulsion bruta tendra gotas de aceite en el agua con un tamafio aproximadamente inferior a 1 pm de
didmetro. La emulsién bruta se somete a sonicacion para definir una microemulsion y finalmente obtener una
dispersion de particulas pequefias.

En la Patente US n° 6.835.396, que se incorpora aqui por referencia y se considera como parte de este documento,
se da a conocer otro método para preparar una dispersion de particulas pequefias. Este proceso incluye los pasos
de: (1) preparar una dispersion bruta de un sistema multifase que tiene una fase organica y una fase acuosa,
incluyendo la fase organica un compuesto farmacéutico; (2) aportar energia a la dispersion bruta para formar una
dispersion fina; (3) congelar la dispersion fina; y (4) liofilizar la dispersion fina para obtener particulas pequefias del
compuesto farmacéutico. Las particulas pequefias se pueden esterilizar mediante las técnicas indicadas mas abajo,
0 se pueden reconstituir en un medio acuoso y esterilizar.

El paso de preparar un sistema multifase incluye los pasos de: (1) mezclar un disolvente inmiscible con agua con el
compuesto farmacéuticamente eficaz para definir una solucion orgénica; (2) preparar una solucion de base acuosa
con uno 0 mas compuestos tensioactivos; y (3) mezclar la soluciéon organica con la solucion acuosa para formar el
sistema multifase. El paso de mezcla de la fase organica y la fase acuosa incluye el uso de homogeneizadores de
ranura de émbolo, molinos coloidales, equipos de agitacion de alta velocidad, equipos de extrusion, equipos de
agitacion o sacudida manual, microfluidizadores u otros equipos o técnicas para crear condiciones de alta
cizalladura.

Precipitacion disolvente-antidisolvente. Las dispersiones de particulas pequefias también se pueden preparar
utilizando la técnica de precipitacion disolvente-antidisolvente dada a conocer por Fessi y col. en la Patente US n°
5.118.528 y por Leclef y col. en la Patente US n° 5.100.591, que se incorporan aqui por referencia y se consideran
como parte de este documento. Los dos procesos incluyen los pasos de: (1) preparar una fase liquida de una
sustancia biolégicamente activa en un disolvente o una mezcla de disolventes a la que se le pueden afadir uno o
mas agentes tensioactivos; (2) preparar una segunda fase liquida de un no-disolvente o una mezcla de no-
disolventes, siendo el no-disolvente miscible con el disolvente o la mezcla de disolventes para la sustancia; (3) juntar
las soluciones (1) y (2) con agitacion; y (4) retirar los disolventes no deseados para producir una dispersién de
particulas pequefias. Estos métodos se diferencian de los arriba descritos bajo la seccién "Métodos de
Microprecipitacién" en que no prevén un Ultimo paso de aportacion de energia a la suspensién en forma de un
mezclado por alta cizalladura o calor.

Precipitacion por inversion de fases. Las dispersiones de particulas pequefias se pueden formar utilizando una
precipitacion por inversion de fases tal como se da a conocer en las Patentes US n® 6.235.224, 6.143.211 y
6.616.869, que en cada caso se incorporan aqui por referencia y se consideran como parte de este documento. La
inversion de fases es un concepto utilizado para describir los fenémenos fisicos por los que un polimero disuelto en
un sistema disolvente en fase continua se invierte en una red macromolecular sélida donde el polimero es la fase
continua. Un método para inducir la inversion de fases consiste en la adicion de un no-disolvente a la fase continua.
El polimero experimenta una transicion de una fase simple a una mezcla de dos fases inestable: fracciones ricas en
polimeros y pobres en polimeros. Unas pequefias gotas micelares de no-disolvente en la fase rica en polimeros
sirven como sitios de nucleacién y quedan revestidas por el polimero. La patente ‘224 muestra que la inversion de
fases de soluciones poliméricas bajo determinadas condiciones puede provocar una formacion espontanea de
microparticulas discretas, incluyendo nanoparticulas. La patente ‘224 da a conocer la disolucion o dispersiéon de un
polimero en un disolvente. En el disolvente también se disuelve o dispersa un agente farmacéutico. Para que el paso
de siembra de cristal sea eficaz en este proceso, es deseable que el agente se disuelva en el disolvente. El
polimero, el agente y el disolvente juntos forman una mezcla que tiene una fase continua, en la que el disolvente es
la fase continua. Después, la mezcla se introduce en un exceso al menos diez veces mayor de un no-disolvente
miscible para provocar la formacion espontanea de las microparticulas microencapsuladas del agente con un
tamafo de particula medio entre 10 nm y 10 um. En el tamafio de particula influye la relacién volumen disolvente:no-
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disolvente, la concentracion de polimero, la viscosidad de la solucién polimero-disolvente, el peso molecular del
polimero y las caracteristicas de la pareja disolvente - no-disolvente.

Precipitaciéon por cambio de pH. Las dispersiones de particulas pequefias se pueden formar mediante técnicas de
precipitacion por cambio de pH. Esta técnicas incluyen normalmente un paso de disolver un farmaco en una solucion
a un pH en el que el farmaco es soluble, seguido de un paso de cambio del pH hasta un punto en el que el farmaco
ya no es soluble. El pH puede ser acido o basico, dependiendo del compuesto farmacéutico en particular. Después,
la solucién se neutraliza para formar una dispersion de particulas pequefias. En la Patente US n° 5.665.331, que se
incorpora aqui por referencia y se considera como parte de este documento, se da a conocer un proceso adecuado
de precipitacién por cambio de pH. El proceso incluye el paso de disolver el agente farmacéutico junto con un
modificador del crecimiento cristalino (crystal growth modifier - CGM) y neutralizando después la solucion con un
acido en presencia de uno o mas agentes tensioactivos modificadores superficiales adecuados para formar una
dispersién de particulas pequefias del agente farmacéutico. El paso de precipitacion puede ir seguido de pasos de
depuracién de la dispersion por diafiltracion y después del ajuste de la concentracién de la dispersion a un nivel
deseado.

En las Patentes US n° 5.716.642, 5.662.883, 5.560.932 y 4.608.278, que se incorporan aqui por referencia y se
consideran como parte de este documento, se dan a conocer otros ejemplos de métodos de precipitacion por
cambio del pH.

Método de precipitacion por infusion. En las Patentes US n° 4.997.454 y 4.826.689, que se incorporan aqui por
referencia y se consideran como parte de este documento, se dan a conocer técnicas adecuadas de precipitacion
por infusion. En primer lugar, un compuesto solido adecuado se disuelve en un disolvente organico adecuado para
formar una mezcla disolvente. Después, un no-disolvente de precipitacién miscible con el disolvente organico se
introduce por infusién en la mezcla disolvente a una temperatura entre aproximadamente -10°C y aproximadamente
100°C y a una velocidad de infusion entre aproximadamente 0,01 ml por minuto y aproximadamente 1.000 ml por
minuto por un volumen de 50 ml, para producir una suspensién de particulas sélidas precipitadas no agregadas del
compuesto con un diametro medio esencialmente uniforme inferior a 10 pm. Es preferible una agitacién (por ejemplo
por sacuda) de la solucion incorporada por infusion con el no-disolvente de precipitacion. El no-disolvente puede
contener un agente tensioactivo para estabilizar las particulas contra la agregacion. Después, las particulas se
separan del disolvente. Los pardmetros de temperatura, relacion entre no-disolvente y disolvente, velocidad de
infusion, velocidad de agitacion y volumen se pueden variar de acuerdo con la invencion dependiendo del
compuesto solido y del tamafio de particula deseado. El tamafio de particula es proporcional a la relacion de los
volumenes de no-disolvente:disolvente y la temperatura de infusion y es inversamente proporcional a la velocidad de
infusion y la velocidad de agitacion. El no-disolvente de precipitacion puede ser acuoso o no acuoso, dependiendo
de la solubilidad relativa del compuesto y del vehiculo de suspension deseado.

Precipitacion por cambio de temperatura: Pueden emplearse técnicas de precipitacion por cambio de temperatura
también para formar dispersiones de particulas pequefias. Esta técnica se describe en la Patente US n° 5.188.837,
gue se incorpora aqui por referencia y se considera como parte de este documento. En una realizacién de la
invencion se preparan lipoesferas mediante los pasos de: (1) fundir o disolver una sustancia, como un farmaco a
administrar, en un vehiculo fundido para formar un liquido de la sustancia a administrar; (2) afiadir un fosfolipido
junto con un medio acuoso a la sustancia o vehiculo fundido a una temperatura superior a la temperatura de fusion
de la sustancia o vehiculo; (3) mezclar la suspensién a una temperatura superior a la temperatura de fusion del
vehiculo hasta obtener una preparacion fina homogénea; y después (4) enfriar rdpidamente la preparacién a
temperatura ambiente o por debajo de ésta.

Precipitacion por evaporacion de disolvente. En la Patente US n° 4.973.465, que se incorpora aqui por referencia y
se considera como parte de este documento, se dan a conocer técnicas de precipitacion por evaporacion de
disolvente. La patente ‘465 da a conocer métodos para preparar microcristales, que incluyen los pasos de: (1)
preparar una solucién de una composicion farmacéutica y un fosfolipido disuelto en un disolvente organico comun o
una combinacion de disolventes; (2) evaporar el o los disolventes; y (3) suspender la pelicula obtenida por
evaporacion del o de los disolventes en una solucién acuosa mediante agitacion vigorosa para formar una dispersion
de particulas pequefas. El disolvente se puede eliminar evaporando una cantidad suficiente del mismo para
provocar una precipitacion del compuesto. El disolvente también se puede retirar mediante otras técnicas bien
conocidas, como aplicacion de vacio a la solucién o soplado de nitrégeno por encima de la misma.

Precipitacion por reaccién. La precipitaciéon por reaccion incluye los pasos de disolver el compuesto farmacéutico y
opcionalmente otros excipientes en un disolvente adecuado para formar una solucion. El compuesto se puede afiadir
en una cantidad correspondiente al punto de saturacion del compuesto en el disolvente o por debajo de dicho punto
de saturacion. El compuesto o cualquiera de los excipientes precipitan en la solucidon por reaccién con un agente
quimico o mediante modificacién en respuesta a la aportacion de energia tal como calor o luz UV o similares, de
modo que el compuesto modificado tiene menor solubilidad en el disolvente y precipita en la solucién, formando una
dispersion de particulas pequefas. La precipitacion del excipiente proporciona una matriz sélida en la que se
absorbe el farmaco.
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Precipitacion por fluido comprimido. En el documento WO 97/14407 de Johnston, que se incorpora aqui por
referencia y se considera como parte de este documento, se da a conocer una técnica adecuada para la
precipitacion mediante fluido comprimido. El método incluye los pasos de disolver un farmaco insoluble en agua en
un disolvente para formar una solucion. Después, la solucion se pulveriza en un fluido comprimido, que puede ser un
gas, un liquido o un fluido supercritico. La adicién del fluido comprimido a una solucién de un soluto en un disolvente
hace que el soluto llegue o se acerque a un estado supersaturado y precipite en forma de particulas finas. En este
caso, el fluido comprimido actia como un antidisolvente que reduce la densidad de energia cohesiva del disolvente
en el que esta disuelto el farmaco.

Alternativamente, el farmaco se puede disolver en el fluido comprimido, que después se pulveriza en una fase
acuosa. La rapida expansion del fluido comprimido reduce el poder disolvente del fluido, lo que a su vez hace que el
soluto precipite en forma de particulas pequefias en la fase acuosa. En este caso, el fluido comprimido actia como
disolvente.

Con el fin de estabilizar las particulas contra la agregacion, en esta técnica se incluye un modificador superficial, tal
como un agente tensioactivo.

Pulverizacién en fluidos criogénicos. Williams y col., en la Publicacién de Patente n°® 2004/0022861, que se incorpora
aqui por referencia y se considera como parte de este documento, describen una técnica adecuada para la
precipitacion por fluido comprimido. EI método proporciona un sistema y un método para la produccion de particulas
pequefias donde el ingrediente activo se mezcla con agua, uno o mas disolventes o una combinacion de éstos, y la
mezcla resultante se pulveriza en la superficie de un fluido criogénico o por debajo de ésta. De este modo se
preparan particulas congeladas. También se pueden afiadir materiales para encapsular las particulas sélidas, con lo
que se generan particulas congeladas donde el agente de encapsulacién rodea el principio activo.

Precipitacion de nanoesferas/microesferas de proteina. Las particulas utilizadas en esta invencion también se
pueden producir a partir de un proceso que incluye la mezcla o disolucion de macromoléculas, como proteinas, con
un polimero soluble en agua. Este proceso se da a conocer en las Patentes US n°® 5.849.884, 5.981.719, 6.090.925,
6.268.053, 6.458.387 y en la Publicacién de Patente US n® 2004/0043077, que se incorporan aqui por referencia y
se consideran como parte de este documento. En una realizacion de la invencion se preparan particulas mezclando
una macromolécula en solucién con un polimero o una mezcla de polimeros en solucion a un pH cercano al punto
isoeléctrico de la macromolécula. La mezcla se incuba en presencia de una fuente de energia, como calor, radiacion
0 ionizacién, durante un tiempo determinado. Las particulas resultantes se pueden retirar de cualquier componente
no incorporado presente en la solucion mediante métodos de separacion fisicos.

También existen otras numerosas metodologias adecuadas para preparar dispersiones de particulas pequefas que
pueden ser utilizadas de acuerdo con la invencién.

Ill. Métodos adicionales para preparar dispersiones de particulas de composiciones farmacéuticas

Los siguientes procesos adicionales para preparar particulas de composiciones farmacéuticas (es decir, principio
activo o compuesto organico) se pueden dividir en cuatro categorias generales. Todas las categorias de procesos
comparten los pasos de: (1) disolver un compuesto organico en un primer disolvente miscible con agua para crear
una primera solucién; (2) mezclar la primera solucion con un segundo disolvente acuoso para precipitar el
compuesto organico con el fin de crear una presuspension; y (3) aportar energia a la presuspension en forma de un
mezclado de alta cizalladura o calor, 0 una combinacion de ambos, para obtener una forma estable del compuesto
organico con los intervalos de tamafios arriba definidos. Los pasos de mezcla y el de aportacion de energia se
pueden llevar a cabo en pasos consecutivos o de forma simultanea.

Las categorias de procesos se diferencian en funcion de las propiedades fisicas del compuesto organico
determinadas mediante estudios de difraccién de rayos X, estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC) u
otro estudio adecuado realizado antes y después del paso de aportacion de energia. En la primera categoria de
procesos, antes del paso de aportacion de energia, el compuesto organico de la presuspension adopta una
configuracién amorfa, una forma semicristalina o una forma liquida superenfriada y tiene un tamafio de particula
efectivo medio. Después del paso de aportaciéon de energia, el compuesto organico esta en una forma cristalina que
tiene un tamafio de particula efectivo medio esencialmente igual o menor que el de la presuspension.

En una segunda categoria de procesos, antes del paso de aportacién de energia el compuesto organico se
encuentra en forma cristalina y tiene un tamafio de particula efectivo medio. Después del paso de aportacion de
energia, el compuesto organico se encuentra en una forma cristalina que tiene esencialmente el mismo tamafo de
particula efectivo medio que antes del paso de aportacion de energia, pero después del paso de aportacion de
energia los cristales son menos propensos a la agregacion o a la formacién de cristales grandes.

La menor tendencia del compuesto organico a agregarse o a formar cristales grandes se observa mediante
dispersién dinamica de luz laser y microscopia éptica.
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En la tercera categoria de procesos, antes del paso de aportacion de energia, el compuesto organico se encuentra
en forma cristalina friable y tiene un tamafio de particula efectivo medio. El término "friable" significa que las
particulas son fragiles y se desmenuzan facilmente en particulas mas pequefias. Después del paso de aportacion de
energia, el compuesto organico se encuentra en una forma cristalina con un tamafio de particula efectivo medio
inferior al de los cristales de la presuspension. Si se toman las medidas necesarias para poner el compuesto
organico en una forma cristalina friable, el paso de aportaciéon de energia subsiguiente se puede llevar a cabo mas
rapida y eficazmente que en caso de un compuesto organico con una morfologia cristalina menos friable.

En la cuarta categoria de procesos, la primera solucién y el segundo disolvente se someten simultaneamente al
paso de aportacion de energia. Por ello no se han medido las propiedades fisicas del compuesto organico antes y
después del paso de aportacion de energia.

El paso de aportacion de energia se puede llevar a cabo de cualquier modo en el que la presuspensién o la primera
solucién y el segundo disolvente se exponen a cavitacion, cizalladura o fuerzas de impacto. En una forma, el paso
de aportacion de energia es un paso de templado. El "templado” se define en esta invencidon como el proceso de
convertir una materia que es termodindmicamente inestable en una forma mas estable mediante una aplicacion
individual o reiterada de energia (calor directo o tensidon mecénica), seguida de relajacion térmica. Esta reduccion de
la energia se puede lograr mediante conversion de la forma soélida de una estructura de red cristalina menos
ordenada a una mas ordenada. Alternativamente, esta estabilizacion se puede llevar a cabo mediante una
reordenacion de las moléculas del agente tensioactivo en la interfaz sélido-liquido.

Mas abajo se muestran estas cuatro categorias de procesos por separado. No obstante, se ha de entender que las
condiciones de proceso, como la seleccién de agentes tensioactivos o de sus combinaciones, la cantidad de agente
tensioactivo utilizado, la temperatura de reaccion, la tasa de mezcla de soluciones, la velocidad de precipitacion y
similares, se pueden seleccionar para permitir que cualquier farmaco sea procesado bajo cualquiera de las
categorias tratadas a continuacion.

La primera categoria de procesos, al igual que la segunda, tercera y cuarta categoria de procesos, se puede dividir
ademéas en dos subcategorias: los Métodos Ay B.

El primer disolvente de acuerdo con los siguientes procesos es un disolvente 0 una mezcla de disolventes donde el
compuesto organico de interés es relativamente soluble y que es miscible con el segundo disolvente. Dichos
disolventes incluyen, de forma no exclusiva, compuestos préticos miscibles con agua en los que un atomo de
hidrogeno de la molécula esta unido a un atomo electronegativo, como oxigeno, nitrégeno u otro elemento de los
Grupos VA, VIA y VII A de la Tabla Periddica de los Elementos. Ejemplos de estos disolventes incluyen, de forma no
exclusiva, alcoholes, aminas (primarias o secundarias), oximas, acidos hidroxamicos, acidos carboxilicos, acidos
sulfénicos, acidos fosfonicos, acidos fosfdricos, amidas y ureas.

Otros ejemplos de primer disolvente también incluyen disolventes organicos aproticos. Algunos de estos disolventes
aproticos pueden formar enlaces de hidrogeno con el agua, pero sélo pueden actuar como aceptores de protones
porque carecen de grupos donadores de protones efectivos. Un tipo de disolvente aproético es un disolvente aprotico
dipolar de acuerdo con la definicién de la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC Compendium of
Chemical Terminology, 22 Edicion, 1997): un disolvente con una permitividad relativa (o constante dieléctrica)
comparativamente alta, superior a aproximadamente 15, y un momento dipolar permanente considerable, que no
puede donar 4&tomos de hidrogeno adecuadamente labiles para formar enlaces de hidrégeno fuertes, por ejemplo
sulféxido de dimetilo.

Los disolventes aproticos dipolares se pueden seleccionar de entre el grupo consistente en amidas (completamente
sustituidas, con nitrégeno sin atomos de hidrégeno unidos), ureas (completamente sustituidas, sin atomos de
hidrégeno unidos al nitrdgeno), éteres, éteres ciclicos, nitrilos, cetonas, sulfonas, sulfoxidos, fosfatos completamente
sustituidos, ésteres fosfonato, fosforamidas, compuestos nitro y similares. Los compuestos sulféxido de dimetilo
(DMSO), N-metil-2-pirrolidinona (NMP), 2-pirrolidinona, 1,3-dimetilimidazolidinona (DMI), dimetilacetamida (DMA),
dimetilformamida (DMF), dioxano, acetona, tetrahidrofurano (THF), tetrametilensulfona (sulfolano), acetonitrilo y
hexametilfosforamida (HMPA), nitrometano, entre otros, son miembros de esta clase.

También se pueden elegir disolventes generalmente inmiscibles con agua, pero de suficiente solubilidad en agua en
volumenes pequefios (menos del 10%) como para actuar como un primer disolvente miscible con agua a estos
voliumenes reducidos. Como ejemplos se incluyen hidrocarburos aromaticos, alquenos, alcanos y compuestos
aromaticos halogenados, haloalquenos y haloalcanos. Los compuestos aromaticos incluyen, de forma no exclusiva,
benceno (sustituido o no sustituido) y arenos monociclicos o policiclicos. Ejemplos de bencenos sustituidos incluyen,
de forma no exclusiva, xilenos (orto, meta o para) y tolueno. Ejemplos de alcanos incluyen, de forma no exclusiva,
hexano, neopentano, heptano, isooctano y ciclohexano. Ejemplos de compuestos aromaticos halogenados incluyen,
de forma no exclusiva, clorobenceno, bromobenceno y clorotolueno. Ejemplos de haloalcanos y haloalquenos
incluyen, de forma no exclusiva, tricloroetano, cloruro de metileno, dicloruro de etileno (EDC) y similares.
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Otros ejemplos especificos de disolventes adecuados para su uso como primer disolvente incluyen, de forma no
exclusiva, N-metil-2-pirrolidinona (también denominada N-metil-2-pirrolidona), 2-pirrolidinona (también denominada
2-pirrolidona), 1,3-dimetil-2-imidazolidinona (DMI), sulféxido de dimetilo, dimetilacetamida, acido acético, acido
lactico, metanol, etanol, isopropanol, 3-pentanol, n-propanol, alcohol bencilico, glicerol, butilenglicol (butanodiol),
etilenglicol, propilenglicol, monoglicéridos monoacilados y diacetilados (como caprilato de glicerilo), dimetil
isosorbida, acetona, dimetilsulfona, dimetilformamida, 1,4-dioxano, tetrametilensulfona (sulfolano), acetonitrilo,
nitrometano, tetrametilurea, hexametilfosforamida (HMPA), tetrahidrofurano (THF), dioxano, dietil éter, tec-butil metil
éter (TBME), hidrocarburos aromaticos, alcanos, compuestos aromaticos halogenados, haloalcanos, xileno, tolueno,
benceno, benceno sustituido, acetato de etilo, acetato de metilo, acetato de butilo, clorobenceno, bromobenceno,
clorotolueno, tricloroetano, cloruro de metileno, dicloruro de etileno (EDC), hexano, neopentano, heptano, isooctano,
ciclohexano, polietilenglicol (PEG, por ejemplo PEG-4, PEG-8, PEG-9, PEG-12, PEG-14, PEG-16, PEG-120, PEG-
75, PEG-150), polietilenglicol ésteres (por ejemplo PEG-4 dilaurato, PEG-20 dilaurato, PEG-6 isoestearato, PEG-8
palmitoestearato, PEG-150 palmitoestearato), polietilenglicol sorbitanos (como PEG-20 isoestearato de sorbitano),
polietilenglicol monoalquil éteres (por ejemplo PEG-3 dimetil éter, PEG-4 dimetil éter), polipropilenglicol (PPG),
alginato de polipropileno, PPG-10 butanodiol, PPG-10 éter de metilglucosa, PPG-20 éter de metilglucosa, PPG-15
estearil éter, dicaprilato/dicaprato de propilenglicol, laurato de propilenglicol, y glicofurol (alcohol tetrahidrofurfurilico
polietilenglicol éter). Un primer disolvente preferente es N-metil-2-pirrolidinona. Otro primer disolvente preferente es
acido lactico.

El segundo disolvente es un disolvente acuoso. Este disolvente acuoso puede ser agua. Este disolvente también
puede contener tampones, sales, agente(s) tensioactivo(s), polimeros solubles en agua y combinaciones de estos
excipientes.

Método A. En el Método A, el compuesto organico (“principio activo" o "farmaco") se disuelve primero en el primer
disolvente para producir una primera solucion. El compuesto organico se puede afiadir en una cantidad entre
aproximadamente un 0,1% p/v) y aproximadamente un 50% (p/v) dependiendo de la solubilidad del compuesto
organico en el primer disolvente. Puede ser necesario calentar el concentrado de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 100°C para asegurar la disolucion total del compuesto en el primer disolvente.

Un segundo disolvente acuoso esta provisto de uno o méas modificadores superficiales opcionales, tales como un
agente tensioactivo anionico, un agente tensioactivo catiénico, un agente tensioactivo zwitteriénico, un agente
tensioactivo no iénico o una molécula con actividad superficial biolégica afiadidos al mismo. Agentes tensioactivos
anionicos adecuados incluyen, de forma no exclusiva, sulfonatos de alquilo, fosfatos de alquilo, fosfonatos de alquilo,
laurato de potasio, estearato de trietanolamina, lautilsulfato de sodio, dodecilsulfato de sodio, polioxietilen-sulfatos de
alquilo, alginato de sodio, sulfosuccinato de dioctil-sodio, fosfatidilglicerol, fosfatidilinosina, fosfatidilinositol,
difosfatidilglicerol, fosfatidilserina, acido fosfatidico y sus sales, carboximetilcelulosa sodica, acido coélico y otros
acidos biliares (por ejemplo &cido colico, acido desoxicolico, &acido glicocodlico, acido taurocélico, acido
glicodesoxicolico) y sales de los mismos (por ejemplo desoxicolato de sodio, etc.)

Los agentes tensioactivos zwitteriGnicos son eléctricamente neutros pero poseen cargas positivas y negativas dentro
de la misma molécula. Los agentes tensioactivos zwitteriénicos adecuados incluyen, de forma no exclusiva,
fosfolipidos zwitteriénicos. Los fosfolipidos adecuados incluyen fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, diacil-glicero-
fosfoetanolamina (como dimiristoil-glicero-fosfoetanolamina (DMPE), dipalmitoil-glicero-fosfoetanolamina (DPPE),
diestearoil-glicero-fosfoetanolamina (DSPE) y dioleoil-glicero-fosfoetanolamina (DOPE)). En esta invencion se
pueden utilizar mezclas de fosfolipidos que incluyen fosfolipidos anidnicos y zwitteridnicos. Estas mezclas incluyen,
de forma no exclusiva, lisofosfolipidos, fosfolipido de huevo o soja o cualquier combinacién de éstos. El fosfolipido,
ya sea anionico, zwitterionico o una mezcla de fosfolipidos, puede estar salificado o no salificado, hidrogenado o
parcialmente hidrogenado, o ser natural, semisintético o sintético. En la presente invencion, el fosfolipido también se
puede conjugar con un polimero soluble en agua o hidréfilo para dirigir especificamente el suministro a macrofagos.
No obstante, también se pueden utilizar fosfolipidos conjugados para dirigirse a otras células o tejidos en otras
aplicaciones. Un polimero preferente es polietilenglicol (PEG), que también es conocido como
monometoxipolietilenglicol (MPEG). Los pesos moleculares del PEG pueden variar, por ejemplo entre 200 y 50.000.
Ciertos PEG de uso comun que estan disponibles comercialmente incluyen PEG 350, PEG 550, PEG 750, PEG
1000, PEG 2000, PEG 3000, y PEG 5000. El fosfolipido o el conjugado de PEG-fosfolipido también puede incorporar
un grupo funcional que se puede unir de forma covalente a un ligando, incluyendo, de forma no exclusiva, proteinas,
péptidos, carbohidratos, glicoproteinas, anticuerpos o agentes farmacéuticamente activos. Estos grupos funcionales
se pueden conjugar con los ligandos, por ejemplo mediante formacion de enlaces amida, formacién de disulfuro o
tioéter, o union biotina/estreptavidina. Ejemplos de grupos funcionales de union a ligandos incluyen, de forma no
exclusiva, hexanolamina, dodecanilamina, 1,12-dodecanodicarboxilato, tioetanol, 4-(p-maleimidofenil)butiramida
(MPB), 4-(p-maleimidometil)ciclohexanocarboxamida (MCC), 3-(2-piridiltio)propionato (PDP), succinato, glutarato,
dodecanoato y biotina.

Los agentes tensioactivos catidnicos adecuados incluyen, de forma no exclusiva, compuestos amonio cuaternarios,

como cloruro de benzalconio, bromuro de cetiltrimetilamonio, quitosanos, cloruro de laurildimetilbencilamonio,
clorhidratos de acilcarnitina, bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB), dioleioltrimetilamonio-propano (DOTAP),
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dimiristoiltrimetilamonio-propano (DMTAP), dimetilaminoetanocarbamoil-colesterol (DC-col), 1,2-diacilglicero-3-(O-
alquil)fosfocolina, O-alquilfosfatidilcolina, haluros de alquilpiridinio, o alquilaminas de cadena larga, por ejemplo n-
octilamina y oleilamina.

Los agentes tensioactivos no ionicos adecuados incluyen gliceril ésteres, polioietilen ésteres de alcohol graso
(MACROGOL™ y BRIJ™), polioxietilen-sorbitano ésteres de &cido graso (polisorbatos), polioxoetilen ésteres de
acido graso (MYRJ™), ésteres de sorbitano (SPAN™), monoestearato de glicerol, polietilenglicoles,
polipropilenglicoles, alcohol cetilico, alcohol cetoestearilico, alcohol estearilico, alcoholes aril alquil poliéter,
copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno (poloxameros), poloxaminas, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidoxipropilmetilcelulosa, celulosa no cristalina, polisacaridos, incluyendo almidén y derivados
de almidén como hidroxietilalmidén (HES), alcohol polivinilico y polivinilpirrolidona. En una forma preferente, el
agente tensioactivo no iénico es un copolimero de polioxietileno y polioxipropileno, preferiblemente un copolimero en
bloque de propilenglicol y etilenglicol. Estos polimeros se venden bajo el nombre comercial POLOXAMER, también
denominado a veces PLURONIC®, por varios proveedores, incluyendo Spectrum Chemical y Ruger. Entre los
ésteres de 4cido graso de polioxietileno se incluyen aquellos de cadena alquilo cortas. Un ejemplo de agente
tensioactivo de este tipo es SOLUTOL® HS 15, polioxietilen-660-hidroxiestearato, producido por BASF
Aktiengesellschaft.

Las moléculas bioldgicas tensioactivas incluyen moléculas tales como albimina, caseina, hirudina u otras proteinas
apropiadas. Por ejemplo, también se pueden utilizar proteinas con dominios hidréfilos o hidréfobos. También estan
incluidos materiales biolégicos tensioactivos de polisacarido, que consisten, de forma no exclusiva, en almidones,
heparinas y quitosanos. Otros agentes tensioactivos adecuados incluyen cualquier aminoacido, tal como leucina,
alanina, valina, isoleucina, lisina, acido aspartico, acido glutAmico, metionina, fenilalanina, o cualquier derivado de
estos aminoacidos, por ejemplo derivados amida o éster y polipéptidos formados a partir de estos aminoéacidos.

También puede ser deseable afiadir un agente regulador del pH al segundo disolvente. Agentes reguladores del pH
adecuados incluyen, de forma no exclusiva, acido clorhidrico, acido sulfarico, acido fosforico, acidos
monocarboxilicos (por ejemplo &cido acético y acido lactico), acidos dicarboxilicos (por ejemplo &cido succinico),
acidos tricarboxilicos (por ejemplo &cido citrico), THAM (tris(hidroximetil)Jaminometano), meglumina (N-
metilglucosamina), hidréxido de sodio, y aminoacidos tales como glicina, arginina, lisina, alanina, histidina y leucina.
El segundo disolvente deberia tener un pH dentro del intervalo entre aproximadamente 3 y aproximadamente 11. El
medio acuoso puede incluir adicionalmente un agente regulador de la presién osmética, tal como, de forma no
exclusiva, glicerina, un monosacarido como dextrosa, un disacérido como sacarosa, un trisacarido como rafinosa, y
alcoholes de azucar tales como manitol, xilitol y sorbitol.

Para las formas de dosificacion orales se pueden utilizar uno 0 mas de los siguientes excipientes: gelatina, caseina;
lecitina (fosfatidas), goma acacia, colesterol, tragacanto, &cido esteéarico, cloruro de benzalconio, estearato de calcio,
monestearato de glicerilo, alcohol cetoestearilico, cera emulsionante de cetomacrogol, ésteres sorbitano, alquil
éteres de polioxietileno, por ejemplo éteres de macrogol como cetomacrogol 1000, derivados de aceite de ricino-
polioxietileno, sorbitan ésteres de acido graso de polioxietileno, por ejemplo TWEEN™  comerciales,
polietilenglicoles, estearatos de polioxietileno, dioxido de silicio coloidal, fosfatos, dodecilsulfato de sodio,
carboximetilcelulosa de calcio, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa no cristalina, silicato de magnesio-aluminio, trietanolamina, alcohol
polivinilico (PVA) y polivinilpirrolidona (PVP). La mayor parte de estos excipientes se describe detalladamente en el
Handbook of Pharmaceutical Excipients, publicado conjuntamente por la American Pharmaceutical Association y
The Pharmaceutical Society of Great Britain, Pharmaceutical Press, 1986. Los modificadores superficiales son
comerciales y/o se pueden preparar mediante técnicas conocidas. También se pueden utilizar combinaciones de dos
0 mas modificadores superficiales.

En una forma preferente, el método para preparar particulas pequefias de compuesto organico incluye los pasos
afadir la primera solucion al segundo disolvente. La velocidad de adicion depende del tamafio del lote y de la
cinética de precipitacion del compuesto organico. Normalmente, para un proceso de laboratorio a pequefia escala
(preparacion de 1 litro), la velocidad de adicion oscila entre aproximadamente 0,05 cc por minuto y
aproximadamente 10 cc por minuto. Durante la adicién, las soluciones deben estar bajo agitacion constante.
Mediante microscopia éptica se ha observado que se forman particulas amorfas, sélidos semicristalinos o un liquido
superenfriado para crear una presuspension. El método también incluye el paso de someter la presuspension a una
etapa de aportacion de energia para pasar las particulas amorfas, el liquido superenfriado o el sélido semicristalino a
un estado sélido cristalino mas estable. Las particulas resultantes tendran un tamafio de particula efectivo medio
medido por métodos de dispersion luminosa dinamica (por ejemplo espectroscopia de fotocorrelacion, difraccion
laser, dispersion de luz laser de angulo bajo (LALLS), dispersion de luz laser de angulo medio (MALLS), métodos de
oscurecimiento de luz (por ejemplo método de Coulter), reologia, o microscopia (éptica o electrénica) dentro de los
margenes arriba indicados. En la cuarta categoria de procesos, la primera solucion y el segundo disolvente se
combinan realizando simultaneamente el paso de aportacion de energia.
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La etapa de aportar energia implica la aportaciéon de energia por sonicacion, homogeneizacion, homogeneizacion
por flujo en contracorriente, microfluidizaciéon u otros métodos para producir fuerzas de impacto, cizalladura o
cavitaciéon. La muestra se puede enfriar o calentar durante esta etapa. En una forma, la etapa de aportacion de
energia se lleva a cabo en un homogeneizador de ranura de émbolo tal como el vendido por Avestin Inc. bajo la
denominacién de producto EmulsiFlex-C160. En otra forma, el paso de aportaciéon de energia se lleva a cabo por
ultrasonicacion utilizando un procesador ultrasénico, tal como Vibra-Cell Ultrasonic Processor (600 W), fabricado por
Sonics and Materials, Inc. En otra forma mas, el paso de aportacién de energia se lleva a cabo empleando un
aparato de emulsién tal como se describe en la Patente US n°® 5.720.551, que se incorpora aqui por referencia y se
considera como parte de este documento.

Dependiendo de la velocidad de aportacién de energia, puede ser deseable ajustar la temperatura de la muestra
procesada en el intervalo de aproximadamente -30°C a 30°C. Alternativamente, para conseguir el cambio de fase
deseado en el sélido procesado, también puede ser necesario calentar la presuspensién a una temperatura de entre
aproximadamente 30°C y aproximadamente 100°C durante el paso de aportacion de energia.

Método B. El Método B se diferencia del Método A en los aspectos indicados a continuacion. La primera diferencia
es que se aflade un agente tensioactivo o una combinacién de agentes tensioactivos a la primera solucion. Los
agentes tensioactivos se pueden seleccionar entre los agentes tensioactivos aniénicos, no ionicos y cationicos, y
modificadores bioldgicos con actividad superficial arriba indicados.

Ejemplo Comparativo del Método A y el Método B y la Patente US n° 5.780.062. La Patente US n° 5.780.062
proporciona un proceso para preparar particulas pequefias de un compuesto organico disolviendo primero el
compuesto en un primer disolvente adecuado miscible con agua. Se prepara una segunda solucién disolviendo un
polimero y un anfifilo en un disolvente acuoso. Después, la primera solucién se afiade a la segunda solucién para
formar un precipitado que consiste en el compuesto organico y un complejo polimero-anfifilo. La Patente ‘062 no da
a conocer la utilizacién del paso de aportacién de energia de este proceso en los Métodos A y B. La falta de
estabilidad se evidencia tipicamente por una rapida formacion de agregados y un crecimiento de las particulas. En
algunos casos, las particulas amorfas recristalizan en cristales grandes. La aportacion de energia a la presuspension
del modo arriba descrito produce tipicamente particulas que muestran menores tasas de formacion de agregados y
crecimiento de particula y ausencia de recristalizacion durante el almacenamiento del producto.

Los Métodos Ay B se distinguen ademas del proceso de la Patente ‘062 por la ausencia de un paso de formacion de
complejo polimero-anfifilo antes de la precipitacion. En el Método A no se puede formar ninglin complejo de este
tipo, ya que no se afiade ningln polimero a la fase diluyente (acuosa). En el método B, el agente tensioactivo, que
también puede actuar como anfifilo, o el polimero, se disuelve con el compuesto orgéanico en el primer disolvente.
Esto impide la formacion de complejos anfifilo-polimero antes de la precipitacion. En la Patente ‘062, la precipitacion
con éxito de particulas pequefias se basa en la formacion de un complejo anfifilo-polimero antes de la precipitacion.
La Patente ‘062 indica que el complejo anfifilo-polimero forma agregados en la segunda solucién acuosa. La Patente
‘062 explica que el compuesto organico hidréfobo interacciona con el complejo anfifilo-polimero, reduciendo asi la
solubilidad de estos agregados y provocando la precipitacion. En el presente proceso se ha demostrado que la
inclusién del agente tensioactivo o el polimero en el primer disolvente (Método B) conduce, tras la adicion
subsiguiente al segundo disolvente, a la formacion de un material particulado mas uniforme y fino que el producido
mediante el proceso resumido en la Patente ‘062.

Revestimiento de las particulas

Los procesos para revestir las particulas preparadas mediante la presente invencidon se pueden poner en practica
mediante diversas técnicas conocidas por los especialistas. El revestimiento se puede asociar a la particula
mediante varias asociaciones, incluyendo asociaciones covalentes y/o no covalentes (por ejemplo unién covalente,
interaccion ionica, interaccion electrostatica, interaccion dipolo-dipolo, enlaces de hidrégeno, fuerzas de van der
Waal’s, interacciones hidréfobo/dominio hidréfobo, reticulacion y/u otras interacciones).

Por ejemplo, los revestimientos por union no covalente se pueden preparar mezclando multiples particulas con una
solucion que incluye una opsonina tal como inmunoglobulina (IgG) o una proteina de complemento tal como C3b o
C5. La solucion se puede mezclar bajo condiciones de alta cizalladura utilizando, por ejemplo, un microfluidizador,
un homogeneizador de ranura de émbolo, un homogeneizador por flujo en contracorriente o un procesador
ultrasénico. Para confirmar que el revestimiento se adsorbe con éxito en las particulas, se puede determinar el
potencial eléctrico superficial de éstas midiendo el potencial zeta antes y después del proceso de revestimiento.
También se pueden emplear otros métodos conocidos para medir la adsorcion de revestimientos, por ejemplo la
opsonina se puede modificar con un marcador fluorescente, detectandose la absorcion de la opsonina marcada con
fluorescencia mediante microscopia de fluorescencia. También se pueden utilizar métodos ELISA u otros sistemas
de deteccién basados en anticuerpos para detectar la opsonina. Ventajosamente, los revestimientos de opsonina
pueden ser adsorbidos facilmente en la superficie de las particulas, es especial en las particulas que incluyen
principios activos poco solubles en agua, tal como se explica mas arriba.
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El revestimiento también se puede asociar de forma covalente al nlcleo de la particula. Los revestimientos unidos
de forma covalente se pueden preparar, por ejemplo, mezclando multiples particulas, incluyendo dichas particulas
un grupo funcional reactivo con una solucién que incluye una opsonina. Los grupos funcionales reactivos incluyen
grupos funcionales electréfilos que pueden reaccionar, por ejemplo, con los aminoacidos de la opsonina que
contienen amino, hidroxilo y/o tiol. Grupos funcionales reactivos adecuados incluyen, por ejemplo, aldehidos, ésteres
de N-hidroxi-succinimida y maleimidas. Los enlaces covalentes inestables formados mediante las anteriores
reacciones se pueden estabilizar mediante otros pasos de reaccion. Por ejemplo, la reaccion de una amina con un
aldehido forma una imina hidroliticamente inestable que se puede estabilizar por reduccién del enlace imina
utilizando un agente reductor tal como borohidruro de sodio o cianoborohidruro de sodio.

En otro aspecto, el revestimiento puede incluir una opsonina unida de forma covalente con otra molécula del
revestimiento, tal como un polisacarido. Normalmente, la particula que comprende un principio activo se reviste
primero con un polisacarido y el polisacarido se somete después a reaccion con la opsonina, por ejemplo utilizando
los métodos de unién covalente recién descritos. Pueden utilizarse el polisacarido u otra molécula adecuada
conjugada con la opsonina para modificar las propiedades del revestimiento, por ejemplo para mejorar la afinidad de
uniéon del revestimiento al nucleo de la particula. Polisacéridos adecuados incluyen, de forma no exclusiva,
dextranos, glucanos, celulosas, almidones, glicégeno, fructanos, quitinas y heparinas. En general, los polisacéridos
tienen un peso molecular entre aproximadamente 5.000 dalton y aproximadamente 250.000 dalton, por ejemplo
entre aproximadamente 8.000 dalton y aproximadamente 200.000 dalton y/o entre aproximadamente 10.000 dalton y
aproximadamente 150.000 dalton, pero también se pueden utilizar polisacaridos de peso molecular superior o
inferior.

El revestimiento también puede incluir un agente tensioactivo individual o una combinacion de agentes tensioactivos.
El agente tensioactivo se puede seleccionar de entre diversos agentes tensioactivos aniénicos, cationicos,
zwitteridnicos, no idnicos y modificadores bioldgicos con actividad superficial. Los agentes tensioactivos adecuados
incluyen aquellos agentes tensioactivos indicados mas arriba. Ejemplos de agentes tensioactivos incluyen, de forma
no exclusiva, poloxadmeros, fosfolipidos, fosfolipidos conjugados con polietilenglicol, y polisorbatos. Ejemplos de
combinaciones de agentes tensioactivos incluyen, de forma no exclusiva, poloxameros y fosfolipidos, poloxameros y
fosfolipidos conjugados con polietilenglicol, y poloxameros y polisorbatos. Alternativamente, el revestimiento puede
estar esencialmente libre de tensioactivos (por ejemplo, menos de un 2 por ciento en peso de agente tensioactivo,
menos de un 1 por ciento en peso de agente tensioactivo, o menos de un 0,5 por ciento en peso de agente
tensioactivo).

Absorcién celular de particulas revestidas

Una realizacion de la presente invencién se refiere a un método para mejorar la absorcién celular de un principio
activo, que consiste en poner en contacto mdltiples particulas de superficie modificada, comprendiendo dichas
particulas un nucleo de particula y un revestimiento asociado al nucleo de particula. Las células pueden ser células
fagociticas, células débilmente fagociticas o células no fagociticas. El nicleo de la particula comprende un principio
activo, el revestimiento comprende una opsonina (por ejemplo un anticuerpo que tiene un isotipo de 1gG o una
proteina de complemento tal como C3b o C5), y la particula de superficie modificada con un tamafio medio entre
aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm. De este modo se mejora la absorcion del principio activo por
las células en comparacion con la absorcion del principio activo cuando se utilizan particulas que no comprenden el
revestimiento arriba mencionado.

La absorcion por las células permite que el principio activo a suministrar se dirija a tejidos que requieren tratamiento,
ya que los diversos tipos de células capaces de una mayor absorcion de las particulas revestidas de acuerdo con la
invencion también se desplazan a tejidos enfermos o inflamados. Por ejemplo, los neutréfilos predominan al principio
en infecciones o inflamaciones, seguidos de fagocitos derivados de monocitos que abandonan la vasculatura
sanguinea y penetran en el tejido infectado. Los macréfagos fijos (histiocitos) abundan en el higado, sistema
nervioso, pulmones, ganglios linfaticos, médula ésea y otros tejidos diversos. Los tejidos mas afectados por
patégenos bacterianos, viricos o fungicos y que estan inflamados pueden ser fijados como objetivo para el
suministro de células cargadas de farmaco (granulocitos, por ejemplo), que tienen propensién a dirigirse a dichos
sitios de inflamacion por quimiotaxia. Por consiguiente, favoreciendo la absorcién por las células, éstas liberan el
agente farmacéutico en la region donde es terapéuticamente mas necesario. En consecuencia, las células cargadas
con particulas revestidas facilitan el suministro de dicho agente a un tejido diana para el tratamiento de una
enfermedad o afeccion. Estas enfermedades y afecciones incluyen, de forma no exclusiva, enfermedades o
afecciones infecciosas, enfermedades o afecciones inflamatorias, enfermedades o afecciones neurodegenerativas y
enfermedades o afecciones proliferativas.

Existen numerosos tipos de células fagociticas capaces de absorber particulas revestidas. Estas células incluyen, de
forma no limitativa, macréfagos, monocitos, granulocitos, agranulocitos y neutréfilos. La presente invencién también
incluye células débilmente fagociticas y células no fagociticas. Por consiguiente, otros tipos de células incluyen, de
forma no exclusiva, linfocitos T, linfocitos B, células nulas, células asesinas naturales, linfocitos, eritrocitos, células
musculares, células de médula 6sea, citoblastos, células 6seas, células vasculares, células de tejidos de 6rganos,
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células neuronales, basdfilos, eosindfilos, células dendriticas y células endoteliales. También se pueden utilizar otras
células para suministrar los compuestos farmacéuticamente activos a un sujeto. En la presente invencion se puede
utilizar cualquier tipo de célula, siempre que ésta sea capaz de absorber la particula. La absorcion de las particulas
por las células puede incluir fagocitosis u otros medios de endocitosis, 0 unién/adsorcion de la particula sobre la
superficie de las células. Las particulas asociadas con la superficie celular también pueden ser absorbidas por las
células por pinocitosis, que es una invaginacion de la membrana celular para formar una cépsula intracelular
alrededor de la particula. En la pinocitosis ("célula que bebe"), la particula tragada es relativamente pequefia (por
ejemplo 20 nm) (Watts y col., Endocytosis: what goes in and how?, Journal of Cell Science, 1992, volumen 103(1),
paginas 1-8). La pinocitosis se produce continuamente en casi todas las células eucarioticas.

Tal como se explica aqui, las particulas incluyen ventajosamente un revestimiento que facilita la absorcion celular.
En particular, el revestimiento puede facilitar la absorcién por células tales como monocitos, macréfagos y linfocitos
T, que son capaces de desplazarse mediante mecanismos conocidos, como quimiotaxia, a un sitio de inflamacion,
infeccion y/o tumor y de este modo suministrar las particulas a un tejido diana particular.

En un aspecto de la invencion, el contacto de las células con la particula de superficie modificada (para formar
células cargadas con el principio activo) se lleva a cabo ex vivo (es decir, fuera de un individuo mamifero).
Alternativa o adicionalmente, el contacto de las células con la particula de superficie modificada se puede llevar a
cabo in vivo (es decir, dentro de un individuo mamifero). Durante el paso de contacto se utiliza una cantidad eficaz
de particulas de superficie modificada para tratar una enfermedad o afeccién. Los especialistas entenderan que una
cantidad determinada de las particulas puede ser absorbida por un tipo de células que no se desplaza a un tejido
diana de interés, o no es liberado por la célula en el tejido diana de interés. Por consiguiente, los especialistas
entenderan que la cantidad de particulas administradas se pueden optimizar mediante protocolos rutinarios, siempre
que dichas cantidades estén dentro de los protocolos de administracion establecidos.

Para la administracion ex vivo, las células se pueden aislar de un individuo mamifero utilizando un separador celular
o dispositivo de aféresis. Por ejemplo, para aislar diversas células se puede utilizar el separador celular CS-3000™
(Fenwal Inc., Lake Zurich, lIl.) o el separador celular ISOLEX™ (Baxter Healthcare Corp., Deerfield, Ill). Para obtener
células utiles en la presente invencion se pueden emplear otros métodos conocidos por los especialistas en la
técnica del aislamiento ex vivo. Estos métodos incluyen, de forma no exclusiva, aféresis de sangre periférica,
movilizacién de células de médula dsea mediante, por ejemplo, G-CSF, M-CSF, o GM-CSF, o extraccion directa de
células medulares por puncion espinal, esternal, lumbar o de la cresta iliaca. Las células ex-vivo se pueden
mantener en un medio de cultivo celular u otro sistema aislante conocido por los especialistas en la técnica.
Ejemplos de estos medios son: Solucion de Alserver, Medio de Ames, Medio Basal de Eagle, medio de cultivo de
células de CHO (Ovario de Hamster Chino), Medio de Click, Medio de Eagle Modificado segun Dulbecco, solucion
salina tamponada con fosfato, dextrosa o sacarosa tamponadas con fosfato, Solucién Salina Equilibrada de Earle,
Medio de Terapia Genética 3, Solucidn Salina Equilibrada de Gey, Medio Esencial Minimo de Glasgow, Soluciones
Salinas Equilibradas de Hanks, Medio de Hibridoma, Medio de Dulbecco Maodificado segun Iscove, Tampo6n de
Krebs-Henseleit con azucares, Medio de Leibovitz (L-15), Medio M16, Medio de McCoy, MCDB, MDBK (Rifion
Bovino de Madin-Darby), MDCK (Rifién Canino de Madin-Darby), Medio 199, NCTC, Medio de Ham (por ejemplo
Mezcla Nutriente F-10), Medio de Ham Modificado segin Coon, RPMI, y otros tales como los citados en
Biochemicals & Reagents for Life Science Research, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Mo., USA). El objetivo del cultivo
asi descrito puede ser el simple almacenamiento sin pérdida de células o la proliferacion o el desarrollo celular
mediante la adicion apropiada de factores de crecimiento, citoquinas y nutrientes para fomentar el desarrollo celular.
Este desarrollo reduciria al minimo la cantidad de veces que tendria que prepararse un paciente para la toma de
muestras celulares.

Una vez aisladas, las células se pueden poner en contacto con las particulas revestidas e incubadas durante un
corto periodo de tiempo para permitir la absorcion de las particulas por las células. Las concentraciones de
particulas utilizadas en el procedimiento ex vivo variaran debido a diversos factores, incluyendo, de forma no
exclusiva, el tipo de células utilizadas, la concentracion de células, el agente activo empleado, el tamafio de las
dispersiones de particulas pequefias, la enfermedad a tratar, etc. No obstante, en general, los materiales celulares
aislados se ponen en contacto con aproximadamente 1 a aproximadamente 300 mg/ml de particulas de la presente
invencién. Durante el contacto de las particulas con las células, las particulas estan en una concentracion mayor que
la solubilidad de saturacion termodindmica, permitiendo asi que las particulas permanezcan en forma particulada
durante la absorcién y el suministro al individuo mamifero. Las células se pueden incubar con las particulas durante
hasta 24 horas 0 méas para permitir una absorcion suficiente de las particulas de farmaco por las células.

Para llevar a cabo la absorcion de particulas de principio activo por células ex vivo se puede emplear cualquier
método, con la condicién de que éste no destruya o inutilice de otro modo las células para su administracion a un
sujeto. Por ejemplo se puede utilizar un suministro de la particula especifico a un sitio a través de una molécula de
biorreconocimiento. Véase, por ejemplo, la Publicacion de Patente US n°® 2003/0092069, incorporada aqui por
referencia, que da a conocer la transferencia de genes en células o tejidos especificos a través de una nanoparticula
hueca. Otros métodos de carga de las células ex vivo incluyen electroporaciéon, sonoporacion y otros medios
mecanicos que alteran la membrana celular (por ejemplo sonicacion) y permiten la insercion de particulas solidas en
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las células. Zarnitsyn y col. (Zarnitsyn y col., Physical parameters influencing optimization of ultrasound-mediated
DNA transfection, Ultrasound Med. Biol., 2004, volumen 30(4), paginas 527-538) utilizaron ultrasonidos con éxito
para alterar transitoriamente membranas celulares y facilitar asi la carga de ADN en células viables. Los expertos en
la técnica conocen otros procedimientos mecanicos, que se incluyen como parte de esta descripcion. También se
conocen métodos quimicos para desestabilizar transitoriamente membranas celulares. Ciertos reactivos de
transfeccion contienen agentes tensioactivos e incluyen 293FECTIN™ Transfection Reagent y LIPOFECTAMINE™,
ambos productos de Invitrogen Corporation (Carlsbad, Calif.). Otro ejemplo de agente tensioactivo para transferir
ADN a las células es el reactivo SAINT™ de Synvolux Therapeutics B. V. L. J. (Groningen, Holanda), que se basa
en un agente tensioactivo de piridinio.

La siguiente descripcién de particulas también es aplicable a todas las realizaciones aqui descritas. El procedimiento
de carga celular se puede utilizar en el caso de los farmacos ligeramente solubles siempre que las células puedan
absorber las particulas de principio activo revestidas a mayor velocidad que el proceso de disolucién competidor.
Las particulas deben tener un tamafo apropiado para permitir que las células absorban las particulas revestidas y
las suministren al tejido diana antes de la disolucion completa de la particula. Dado que las células que, de forma
conocida, se desplazan al tejido diana de interés pueden absorber las particulas, las células liberan el principio
activo finalmente en las inmediaciones del tejido diana. Ademas, la concentracion de la composicion de principio
activo se debe mantener por encima de la solubilidad de saturacion de la composicién, de modo que la particula
pueda permanecer en estado cristalino durante la absorcion.

La siguiente descripcion de particulas también es aplicable a todas las realizaciones aqui descritas. La
administracion de la particula de superficie modificada se puede llevar a cabo por diversas técnicas conocidas de
administracion de particulas. La administracién incluye la administracion de la particula de superficie modificada a un
individuo mamifero. Métodos adecuados para la administracion de la particula de superficie modificada incluyen, de
forma no exclusiva, la administracion de la particula via intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutanea,
intradérmica, intraarticular, intratecal, epidural, intracerebral, bucal, rectal, topica, transdérmica, oral, intranasal, a
través de las vias pulmonares, intraperitoneal y/o intraoftadlmica. El paso de administracion puede consistir en una
inyeccion de bolo, infusion intermitente o infusion continua. Los clinicos cualificados pueden determinar la cantidad
de particulas de superficie modificada y el método de administracion. Diversos factores influiran en la cantidad y el
método de administracion, incluyendo, de forma no exclusiva, el tipo de células utilizadas (para métodos de
administracion ex vivo), el sexo, peso y edad del individuo a tratar, el tipo y la madurez de la enfermedad o afeccion
a tratar, el principio activo a administrar, etc. En general, el principio activo se puede administrar en dosis entre 1 pg
de compuesto/kg de peso corporal y 1.000 mg/kg, entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg, entre 0,1 mg/kg y 50 mg/kg, y entre
1y 20 mg/kg, administrados en dosis diarias 0 en dosis equivalentes a intervalos mas largos o cortos, por ejemplo
cada dos dias, dos veces por semana, una vez por semana, o dos o tres veces al dia.

Los presentes métodos permiten tratar diversas enfermedades o afecciones, incluyendo, de forma no exclusiva,
enfermedades o afecciones infecciosas, enfermedades o afecciones inflamatorias, enfermedades o afecciones
neurodegenerativas y enfermedades o afecciones proliferativas. A este respecto, los presentes métodos pueden
aliviar los sintomas de dichas enfermedades o afecciones.

Tal como se utiliza aqui, el concepto "enfermedades o afecciones infecciosas" se refiere a una enfermedad
provocada por microorganismos patégenos, como bacterias, virus, parasitos u hongos. Las enfermedades o
afecciones infecciosas en las que se pueden utilizar de forma beneficiosa los métodos dados a conocer incluyen, de
forma no exclusiva, infecciones virales (incluyendo infecciones retrovirales), como dengue, infecciones por
enerovirus, VIH, hepatitis B, hepatitis C y gripe; infecciones fungicas; infecciones parasiticas, como tripanosomiasis
africana y malaria; e infecciones bacterianas, como célera, meningitis y tuberculosis.

Tal como se utiliza aqui, el concepto "enfermedad o afeccion inflamatoria” se refiere a una enfermedad caracterizada
por enrojecimiento, calor, hinchamiento y dolor (es decir, inflamacién), que tipicamente implica lesién o destruccion
tisular. Las enfermedades o afecciones inflamatorias estan asociadas en particular con la afluencia de leucocitos y/o
la quimiotaxia de leucocitos. Las enfermedades inflamatorias pueden ser el resultado de una infeccion por
organismos patégenos o virus y de eventos no infecciosos, incluyendo, de forma no exclusiva, traumatismo o
reperfusion después de infarto de miocardio o ictus, respuestas inmunoldgicas a antigenos extrafios y respuestas
autoinmunes. Por consiguiente, las enfermedades inflamatorias que pueden ser tratadas con los métodos y
compuestos de la invencion incluyen enfermedades asociadas con reacciones del sistema de defensa especifico,
enfermedades asociadas con reacciones del sistema de defensa no especifico y enfermedades asociadas con la
activacion celular inflamatoria.

Tal como se utiliza aqui, el concepto "sistema de defensa especifico” se refiere al componente del sistema
inmunolégico que reacciona a la presencia de antigenos especificos. Ejemplos de enfermedades inflamatorias
resultantes de una respuesta del sistema de defensa especifico incluyen, de forma no exclusiva, la respuesta clasica
a antigenos extrafos, enfermedades autoinmunes y respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado mediadas por
células B y/o células T (es decir, lifocitos B y/o linfocitos T). Las enfermedades inflamatorias crénicas, el rechazo de
tejido solido y érganos trasplantados, incluyendo, de forma no exclusiva, trasplantes de rifion y médula 6sea, y la
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enfermedad del injerto contra el huésped (EICH) son otros ejemplos de enfermedades inflamatorias resultantes de
una respuesta del sistema de defensa especifico.

Tal como se utiliza aqui, el concepto "sistema de defensa no especifico” se refiere a enfermedades inflamatorias
mediadas por leucocitos que no tienen capacidad de memoria inmunolégica (por ejemplo granulocitos, incluyendo,
de forma no exclusiva, neutréfilos, eosinéfilos y basofilos, mastocitos, monocitos, macréfagos). Ejemplos de
enfermedades inflamatorias resultantes, al menos en parte, de una reaccion del sistema de defensa no especifico
incluyen, de forma no exclusiva, sindrome de dificultad respiratoria (aguda) del adulto (adult respiratory distress
syndrome - ARDS), sindromes de lesion organica mdltiple, dafios por reperfusion, glomerulonefritis aguda, artritis
reactivas, dermatitis con componente inflamatorio agudo, meningitis purulenta aguda, otras enfermedades
inflamatorias del sistema nervioso central, incluyendo, de forma no exclusiva, ictus, lesién térmica, enfermedad
intestinal inflamatoria, sindromes asociados con transfusion de granulocitos y toxicidad inducida por citoquinas.

Los métodos terapéuticos de la invencion incluyen métodos para mejorar condiciones asociadas a la activacion
celular inflamatoria. El concepto "actividad celular inflamatoria” se refiere a la inducciébn mediante un estimulo
(incluyendo, de forma no exclusiva, citoquinas, antigenos y auto-anticuerpos) de una respuesta celular proliferativa,
la produccion de mediadores solubles (incluyendo, de forma no exclusiva, citoquinas, radicales oxigeno, enzimas,
prostanoides y aminas vasoactivas), o la expresion superficial celular de nuevos mediadores o cantidades mayores
de mediadores (incluyendo, de forma no exclusiva, antigenos de histocompatibilidad principales y moléculas de
adhesion celular) en células inflamatorias (incluyendo, de forma no exclusiva, monocitos, macréfagos, linfocitos T,
linfocitos B, granulocitos (leucocitos polimorfonucleares incluyendo neutréfilos, basofilos y eosindfilos), mastocitos,
células dendriticas, células de Langerhans y células endoteliales). Los especialistas en la técnica entenderan que la
activacion de uno de estos fenotipos o de una combinacion de los mismos en dichas células puede contribuir a la
iniciacion, perpetuacion o exacerbaciéon de una enfermedad inflamatoria.

Otras enfermedades o afecciones que pueden ser tratadas con éxito incluyen enfermedades o afecciones
caracterizadas por inflamacién o infeccion, incluyendo, de forma no exclusiva, artritis reumatoide, enfermedad de
Grave, miastenia gravis, tiroiditis, diabetes, enfermedad intestinal inflamatoria, ooforitis autoinmune, lupus
eritomatoso sistémico y sindrome de Sjégren.

Ejemplos de enfermedades o afecciones neurodegenerativas que pueden ser tratadas con éxito incluyen, de forma
no exclusiva, la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, encefalomielitis, encefalitis
(incluyendo encefalitis por VIH), enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica (también conocida como
enfermedad de Lou Gehrig), demencia frontotemporal, enfermedades prionicas, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y
adenoleucodistrofia. Otras enfermedades o afecciones neurodegenerativas que pueden ser tratadas con éxito
incluyen la enfermedad de Pick, degeneracién lobar frontotemporal, afasia progresiva y demencia semantica. Las
enfermedades pridnicas, también conocidas como encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), incluyen la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, la nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el sindrome de
Gerstmann-Straussler, el insomnio familiar fatal y el kuru. Las enfermedades o afecciones neurodegenerativas
también pueden consistir en la enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, ataxia telangiectasia, enfermedad
de Batten (también conocida como enfermedad de Spielmayer-Vogt-Sjogren-Batten), enfermedad de Canavan,
sindrome de Cockayne, degeneracion corticobasal, demencia asociada a VIH, enfermedad de Kennedy, enfermedad
de Krabbe, demencia por cuerpos de Lewy, enfermedad de Machado (ataxia espinocerebelar de tipo 3), atrofia
multisistémica, neuroborreliosis, enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, esclerosis lateral primaria, enfermedad de
Refsum, enfermedad de Sandhoff, enfermedad de Schilder, esquizofrenia, ataxia espinocerebelar, atrofia muscular
espinal, enfermedad de Steele-Richardson-Olszewski y tabes dorsalis.

Las enfermedades o afecciones proliferativas en las que se pueden emplear ventajosamente los métodos dados a
conocer incluyen, de forma no exclusiva, cancer de colon, cancer de rifion, cancer de pulmén de células no
pequefias, cancer de pulmén de células pequefias, cancer cervical, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de
cerebro, sarcoma, melanoma, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica
cronica, leucemia mieloide cronica, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma y gioblastoma. Las tiroiditis
incluyen la tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis subcutdnea (también conocida como tiroiditis de Quervain), tiroiditis
silente (también conocida como tiroiditis indolora), tiroiditis posparto, tiroiditis inducida por farmacos, tiroiditis
inducida por radiacion y tiroiditis supurativa aguda.

La descripcion se puede entender mejor con referencia a los siguientes ejemplos, que no estan concebidos para ser
limitativos, sino que muestran ejemplos de realizaciones de acuerdo con la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1 (Ejemplo de Referencia)
Preparacion de particulas de 6xido de hierro superparamagnético (OHSP) con revestimiento de IgG
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Se adquirieron peryodato de sodio, cianoborohidruro de sodio, neocuproina, acetato de amonio, acido ascérbico y
permanganato de potasio de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Los fragmentos de IgG F(ab’); murina y humana se
adquirieron en Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA. La IgG2a de rata anti-MsCD16/CD32
(FcgRIlI/FcgRIl) (2.4G2), la IgG2a de rata anti-trinitrofenol (TNP) isotipo control, la 1gG1 anti-Hu CD16 (FcgRIIl)
(3G8), la IgG1 anti-Hu CD32 (FcgRIl) (3D3) y la IgG1 anti-TNP (107.3) se adquirieron en BD Biosciences, San Jose,
CA. La IgG1 anti-Hu CD64 (FcgRl) (10.1) se adquirié en eBioscience, San Diego, CA. El succninidimil éster de acido
carboxilico Alexa Fluor® 488 y la hidroxilamina Alexa Fluor® 488 se adquirieron de Invitrogen. ElI Ferumoxides
(Feridex IV®, Bayer Healthcare Pharmaceuticals, Wayne, NJ) es una particula de o&xido de hierro
superparamagnético (OHSP) con un tamafio hidrodindmico medio de 150 nm y una concentracién de hierro de 11,2
mg/ml.

Las nanoparticulas (NP) de OHSP se concentraron utilizando una unidad de filtro centrifugo Microcon YM-30
(Millipore, Billerica, MA) y se dializaron contra tampén de acetato (0,1M, pH 5,5) durante una noche a 4°C. El
dextrano T-10 que rodea el nicleo de hierro del OHSP se oxidé por reaccion con metaperyodato de sodio 10 mM en
oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente. Para eliminar el reactivo en exceso, los OHSP oxidados se
dializaron contra una soluciéon tampon de fosfatos (phosphate-buffered saline - PBS) durante una noche a 4°C.
Después se afadido 1IgG humana (Baxter Heathcare Corporation, Westlake Village, CA) o 1gG murina (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) a la suspension de NP oxidadas en PBS con cianocarbohidruro de sodio 50
mM en NaOH 1M a concentraciones finales de 2 mg/ml de IgG y 10 mg/ml de OHSP. La incubacion se llev a cabo
durante una noche bajo agitacion suave a temperatura ambiente y la reaccion se extinguié mediante adicion de Tris-
HCl 50 mM. La IgG libre se separ6 de las NP utilizando una columna Sepharose CL-4B. La cromatografia en
Sepharose CL-4B de las reacciones conjugadas de NP mostré que las NP se eluyeron entre 20 mly 25 ml y la IgG
libre entre 45 mly 60 ml (FIG. 1).

El tamafio de particula se midi6 mediante dispersion dinamica de la luz. La presencia de IgG unida de forma
covalente a NP y la cantidad de IgG libre se estimaron utilizando en ensayo de &cido microbicinconinico (BCA)
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL). El rendimiento de acoplamiento se estimé en aproximadamente un 50%.

En preparaciones paralelas, la hidroxilamina Alexa Fluor® 488 y fragmentos de IgG de raton y de IgG F(ab’), de
raton y humana se sometieron a reaccion con OHSP aldehido a temperatura ambiente en tampdn PBS para obtener
reactivos de control para estudios de bloqueo de Fc y para sintetizar preparaciones de OHSP combinadas de
fluorescencia y conjugadas con anticuerpos. Para las nanoformulaciones fluorescentes, se conjug6 succinidimil éster
de &cido carboxilico Alexa Fluor® 488 con IgG OHSP en tampdn de carbonato-bicarbonato durante 2 horas. El
colorante libre se separ6 de los conjugados utilizando columnas PD-10.

La estabilidad del IgG-OHSP se estudié a 4°C en momentos seleccionados durante un periodo de un mes por
mediciones del tamafio e indice de polidispersidad (FIG. 2). Inmediatamente después de la conjugacion, los 1gG-
OHSP tenian un tamafio de 175 nm y un indice de polidispersidad de aproximadamente 0,2. Durante las dos
primeras semanas no se observo ningln cambio significativo en el didmetro hidrodindmico y en la distribucion de
tamafios. Sin embargo, 30 dias después de la conjugacion, los IgG-OHSP aumentaron hasta 270 nm y el indice de
polidispersidad a aproximadamente 0,3, lo que sugeria una agregacion de NP limitada.

Ejemplo 2 (Ejemplo de Referencia)
Aislamiento y cultivo de monocitos, macréfagos derivados de monocitos (MDM) y macrdfagos derivados de
meédula espinal (MME)

Los monocitos humanos se obtuvieron por leucoféresis de donantes seronegativos de VIH-1 y hepatitis y se
purificaron mediante elutriaciéon centrifuga en contracorriente. Se prepararon citospinas con tincién de Wright y la
pureza celular se ensayd mediante inmunomarcacién con anti-CD68 (clon KP-1). Para generar macrofagos
derivados de monocitos (MDM), se cultivaron monocitos elutriados durante un tiempo de hasta siete dias en una
concentracion de 2-10° células/ml a 37°C en atmésfera humidificada en medio Eagles modificado segun Dulbecco
(MEMD) complementado con un 10% de suero humano comun inactivado por calor, 1% de glutamina, 50 pg/ml de
gentamicina, 10 pg/ml de ciprofloxacina y 1.000 U/ml de factor de estimulacién de colonia de macrofagos (FECM)
humano recombinante, un regalo generoso de Wyeth Inc., Cambridge, MA. Como donantes de macréfagos
derivados de médula espinal (MME) se utilizaron ratones BALB/c macho (Charles River Laboratory, Inc., MA) de 4-5
semanas de edad. Se extirp6 el fémur, se expulsé la médula espinal y las células se disociaron en suspensiones
celulares simples y se cultivaron durante 10 dias complementadas con 1.000 unidades/ml de FECM (Wyeth, Inc.).
Los MME cultivados demostraron ser un 98% CD11b+ mediante analisis de flujo citométrico utilizando un citometro
de flujo FACS Calibur (BD Biosciences).

Ejemplo 3 (Ejemplo de Referencia)

Absorcién de OHSP revestido por monocitos y macréfagos

Los monocitos o MDM humanos se transfirieron a portaobjetos de camara Lab-Tek Il de 8 pocillos (0,5 -10°
células/pocillo). Después se afiadieron OHSP en una concentracion final de hierro de 0,5 mg/ml y se incubaron
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durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados, las células se fijaron con un 4% de paraformaldehido durante 30
minutos a temperatura ambiente. Para los estudios de bloqueo de Fc se afiadié un fragmento de IgG Fc humana o
anticuerpos de receptor anti-Fc (clones 3G8, 3D3 y 10.1) (10 pg/ml) a cultivos de MDM, incubados a 37°C durante
20 minutos, seguido por incubacion de OHSP, IgG-OHSP o F(ab');-OHSP hasta una concentracion final de hierro de
0,5 mg/ml durante 0,5, 1, 2 y 4 horas. Como controles se utilizaron células con medio solo y con control de isotipo
anti-TNP, 107.3. En el caso de los MME, el procedimiento fue idéntico al de las células humanas, pero como
bloqueadores de Fc se utilizaron un fragmento de IgG Fc de raton e IgG FcgRIll/FcgRIl. Después de 2 lavados con
PBS, las células se observaron por microscopia de fluorescencia.

El contenido de hierro se estimé mediante ferrocina (véase mas abajo). La presencia de hierro se observé mediante
tinciéon con azul de Prusia con un 5% de ferrocianuro de potasio y un 5% de acido clorhidrico. Después de tres
lavados, las células se sometieron a contratincion con rojo solido nuclear. Se observé una alta acumulacioén de hierro
con IgG-OHSP, mientras que la absorcién de OHSP nativo por monocitos humanos era limitada. La viabilidad de
monocitos y MDM se estimdé mediante un ensayo vivo/muerto (Axxora, LLC, San Diego, CA). Los monocitos
marcados con hierro se incubaron con una mezcla de 0,5 uM de homodimero-1 de etidio con 1 uM de calceina AM a
37°C bajo atmosfera humidificada durante 25 minutos. Las células se lavaron tres veces, se fijaron con un 4% de
paraformaldehido durante 30 minutos a temperatura ambiente y se observaron mediante microscopia fluorescente.
La acumulacién de calceina-AM y la disociacion por estearasa citosélica marcan las células vivas de color verde y el
homodimero-1 de etidio marca los nicleos de células muertas de color rojo. La viabilidad de monocitos humanos era
normalmente mayor del 90%. La viabilidad celular se confirmé mediante exclusion de azul triptan, en la que se
incubaron monocitos humanos marcados con hierro con azul triptan durante 15 minutos y se lavaron tres veces. La
mayor parte de los monocitos marcados con hierro excluyeron el azul triptan, confirmando la que la internalizacion
de 1gG-OHSP no inducia ningun efecto toxico. Como control se utilizaron células no marcadas y monocitos humanos
que fueron destruidos utilizando una soluciéon de metanol al 70%.

Para estudiar la localizacion de OHSP en monocitos humanos se utilizé microscopia electrénica por transmision
(MET). Para la MET se cultivaron monocitos humanos y MDM sobre cubreobjetos Thermanox revestidos con poli-d-
lisina (Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY), se incubaron con OHSP durante 1 hora a 37°C y se lavaron tres
veces con solucién tampon de fosfatos. Se fijaron en 2% glutaraldehido, 2% paraformaldehido, 0,5% acroleina en
tampon de fosfatos de Sorensen 0,1M, pH 7,2, y se fijaron posteriormente en 1% tetr6xido de osmio en agua durante
30 minutos. Después del lavado, los monocitos humanos se deshidrataron durante 5 minutos en cada paso en una
serie graduada de soluciones de etanol y se infiltraron con medio de inserciéon de araldite pasandolos a través de
una serie graduada de soluciones de etanol/araldite. Los cubreobjetos se insertaron con el lado del cultivo boca
abajo sobre discos de araldite lisos, se dispusieron en un horno a 65°C durante una noche para la polimerizacion y
se retiraron sumergiéndolos en nitrégeno liquido. Las colonias de monocitos y MDM se recortaron y se montaron en
face para seccion ultrafina. Las secciones se dispusieron sobre rejillas de cobre de 200 mesh vy las rejillas se tifieron
con 1% acetato de uranilo y citrato de plomo de Reynold. Las células se examinaron con un Philips LS410 TEM
operado a 80 kV. En la periferia nuclear de monocitos humanos se observé una acumulacion de cromatina. El 1I9G-
OHSP se absorbié en células dentro de vesiculas endociticas con un tamafio que llega a 0,7-1 pum. La distribucién
de 1gG-OHSP era intracitoplasmatica, con localizacion preferente de NP en pequefias arrugas de membrana. En las
formulaciones de 1IgG-OHSP se incrementaron tanto la cantidad como el tamafio de las vesiculas cargadas con
hierro.

El contenido de hierro se estimé utilizando un ensayo de ferrocina colorimétrico. Para este ensayo se cultivaron lotes
duplicados de monocitos humanos y MDM en placas de 24 pocillos (1-106 células/pocillo). Los OHSP se incubaron
en una concentracion final de 0,5 mg/ml durante 0,5, 1, 2, 4 y 8 horas, a 4°C y 37°C. Las células marcadas con
hierro se lavaron tres veces con PBS y se sometieron a lisis con NaOH 50 mM durante 1 hora a temperatura
ambiente sobre un agitador. Se mezclaron partes alicuotas de lisados celulares a volimenes iguales con acido
clorhidrico 10 mM (HCI) para disolver los OHSP. Se afiadi6 un reactivo de liberacion de hierro, una mezcla de HCI
1,4AM y 4,5% (p/v) KMnO4 en agua destilada a los lisados y las mezclas se incubaron durante 2 horas a 60°C. Los
reactivos de ensayo de ferrocina se prepararon en agua destilada a partir de ferrocina 6 mM, acetato de amonio
2,5M, acido ascorbico 1M y neocuproina 6,5 mM predisuelta en metanol. Las muestras se transfirieron a una placa
de 96 pocillos y se leyeron a 540 nm. Se prepararon patrones de hierro bajo las mismas condiciones de reaccién
utilizando una solucién madre de hierro a 0,2 mg/ml (Ricca Chemical Company, Arlington, TX). Los valores de
concentracion de hierro se normalizaron a concentraciones de proteinas de acuerdo con la determinacién mediante
el ensayo micro BCA (Pierce Biotechnology).

La union covalente de IgG humana acelerd la absorcion de OHSP de acuerdo con la determinaciéon por ensayos
colorimétricos (FIG. 3). Después de 1 hora, el contenido de hierro de las células, ~0,2 pg hierro/ug proteina, alcanzé
la mitad el valor maximo. En comparacion con el IgG-OHSP, la internalizacion de OHSP en funcién del tiempo fue
lineal hasta las 8 horas de incubacion, pasando de ~0,03 a 0,06 pg hierro/ug de proteina entre 4 y 8 horas. En la
mayoria de los casos investigados, el contenido de NP era practicamente un orden de magnitud superior al de las
células tratadas con NP no revestidas.
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También se llevaron a cabo mediciones de relajacién de T, de monocitos humanos marcados con hierro, mediante
analisis de IRM de muestras por triplicado en cada momento de analisis. La IRM se utiliz para detectar el marcado
de monocitos y asegurar que el procedimiento de acoplamiento no alteraba las propiedades magnéticas de las NP.
Se prepararon objetos de prueba de células marcadas con OHSP como 100 pl de 0,5-10° células/ml suspendidos en
100 pl de 2% agarosa en tubos de plastico de 200 pl. De acuerdo con los resultados del ensayo de ferrocina
colorimétrica, la absorciéon de hierro mejor6é drasticamente cuando los monocitos humanos se expusieron a IgG-
OHSP (FIG. 4). Los niveles maximos de OHSP se alcanzaron después de 4 horas de incubacién. A pesar el paso de
oxidacion se conservaron las propiedades de relajacion del IgG-OHSP.

Ejemplo 4 (Ejemplo de Referencia)
Absorcién celular de particulas

Para analizar el efecto del tamafio y el revestimiento de dextrano en la absorcion celular, OHSP revestidos con 100
kDa dextrano con tamafios entre 62 y 394 nm se incubaron con monocitos humanos durante 1 hora a 37°C (FIG.
5A). En el caso de las NP mas grandes con el mismo peso molecular de dextrano se detect6 una mayor absorcion
de hierro. Los OHSP revestidos con 10 kDa dextrano (Feridex®) se absorbieron en monocitos en un nivel mayor que
otras NP revestidas con 100 kDa dextrano. Después de 1 hora de oxidacion, el OHSP se conjugoé con diferentes
concentraciones de 1gG (0,5, 1, 2 y 4 mg/ml) y cada complejo de IgG-OHSP conjugado se incub6 con monocitos
humanos durante 0,5y 1 hora a 37°C. La absorcién celular de IlgG-OHSP preparado a diferentes concentraciones de
IgG no fue drasticamente diferente después de la incubacién con monocitos durante 0,5 y 1 hora (FIG. 5B). Estos
resultados sugerian que la superficie celular estaba saturada con OHSP o que la internalizacién no dependia de la
densidad del ligando. La unidn no covalente de IgG no indujo ningun incremento de la absorcién en estos
experimentos especificos (FIG. 5C). No obstante, la barrera estérica generada por el dextrano que rodea el nucleo
de hierro de NP podria haber impedido la adsorcion de 1gG. La absorcion de IgG-OHSP se inhibié parcialmente
cuando la incubacion se llevé a cabo a 4°C (FIG. 5D). A continuaciéon se compard la absorcion de IgG-OHSP por
monocitos y MDM y se comprobd que era practicamente igual en ambos tipos de células (FIG. 5E). Los resultados
respaldan la idea de que entre ambos tipos de células estaban operativos unos mecanismos de absorcién de hierro
similares. Con el fin de estudiar el mecanismo de internalizacion, un IgG-OHSP y un IgG libre, a una concentracién
de 1 mg/ml, se coincubaron con monocitos humanos (FIG. 5F). Después del bloqueo de receptores de Fc de
monocitos con
IgG libre no se detectd ninguna diferencia significativa. Estos resultados sugerian un mecanismo independiente de
los receptores de Fc para la entrada celular de IgG-OHSP. Para comprobar esta posibilidad, se uni6 seroalbdimina
humana (ASH) de forma covalente a OHSP utilizando el procedimiento de oxidacion/reduccion idéntico al de la
conjugacion de 1gG. De modo similar a la IgG, la ASH aumentd significativamente la absorcion de OHSP (FIG. 5G).
También se llevaron a cabo estudios de bloqueo con el fin de confirmar la idea de que la absorcion de particulas era
independiente del receptor de Fc. Un analisis de regresion la absorcion de hierro intracelular de IgG-OHSP y F(ab")2-
OHSP por MDM durante 4 horas de cocultivo no mostré ninguna diferencia en la cinética de absorcién (P = 0,271),
indicando que la presencia de la porcion de IgG Fc no proporcionaba ninguna ventaja significativa para la cinética de
absorcion de IgG-OHSP. Del mismo modo, tampoco habia ninguna diferencia perceptible en la cinética de absorcion
de IgG-OHSP mediante el tratamiento de MDM con fragmentos de Fc humano, anticuerpos de receptor-y anti-Fc
(CD16/CD32/CD64) o anticuerpo de control de isotipo en comparacion con MDM no tratado (P = 0,624).
Adicionalmente, los resultados con MDM humanos se validaron en MME de ratdén, no observandose ninguna
diferencia en la cinética de absorcion de IgG-OHSP de ratéon por MME tratados con fragmentos de Fc de raton,
receptor-y anti-ratén Fc de rata (CD16/CD32), o anticuerpo de control de isotipo de rata en comparaciéon con MME
no tratados (P = 0,988). Estos resultados confirmaron la hipétesis de que la internalizacion de IgG-OHSP no estaba
mediada por los receptores de Fc. Aunque la internalizacion de ASH-OHSP era similar a la de la IgG-OHSP, el
contenido de hierro en monocitos humanos era mayor en monocitos incubados con IgG-OHSP que en monocitos
incubados con ASH-OHSP. Esto se podia deber al hecho de que la propia ASH modificaba el OHSP. Para analizar
esta Ultima posibilidad se llevaron a cabo mediciones de las propiedades fisico-quimicas de OHSP, incluyendo el
potencial zeta y el tamafio, de las nanoparticulas en tampén HEPES a pH 7,4. Las modificaciones con ASH del
OHSP no influian en su tamafio (FIG. 5H). Ademas, el potencial zeta de NP no cambi6 significativamente después
de la union de ligando; por consiguiente, el OHSP sigui6 con carga negativa.

Ejemplo 5 (Ejemplo de Referencia)
Formacién de imagenes de distribucion en el tejido de OHSP e IgG-OHSP en ratones mediante IRM

Para todos los experimentos se utilizaron ratones BALB/c macho (Charles River Laboratory, Inc., Wilmington, MA)
de 5-8 semanas de edad. Los animales se alojaron en jaulas de microaislamiento estériles y se mantuvieron de
acuerdo con las directrices éticas para el cuidado de animales de laboratorio del University of Nebraska Medical
Center y los National Institutes of Health. A los ratones se les inyectd6 OHSP u IgG-OHSP en dosis de 12,5 ug/0,2
mi/ratén o 62,5 pug/0,2 ml/ratén via intravenosa a través de la vena caudal. La dosis recomendada para un humano
adulto o adolescente es de 560 pg/kg. Para los andlisis in vivo se utilizaron dos grupos de ratones con 3-5 animales
por grupo. Antes de la inyeccion, continuamente durante 4 horas después de la inyeccién, y de nuevo a las 24 horas,
se formaron imagenes de grupos tratados con OHSP e IgG-OHSP. Los ratones recibieron la inyeccién en un plazo
de 24 horas después de la preparacion de OHSP conjugado.
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La acumulacién de particulas de OHSP en el tejido provoca un aumento de la relajacion spin-spin magnética (R2) del
agua tisular, que depende del campo. Las mediciones de la relajacion spin-spin utilizando dos sistemas 7T IRM
(sistemas Bruker 21 cm Biospec/16 cm Pharmascan ejecutando Paravision 4.0) demostraron en objetos de prueba
de células marcadas con OHSP que la relajacion esta relacionada directamente con la densidad celular. Las
mediciones de relajacion permiten un seguimiento de la absorcion celular y han sido utilizadas para seguir la
migracion de células al higado, rifion y bazo después de la inyeccion. Se realizaron exploraciones por IRM de mapeo
de T, de ciclo de fase CPMG multieco multiseccion de alta resolucion de cuerpo de ratén utilizando una bobina de
volumen de jaula de péajaros de 25 mm que cubre una region desde el cuello hasta las caderas con parametros de
adquisicion de tiempo de eco (TE) = 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ms, tiempo de repeticién (TR) = 4650 ms, namero
de promedios (NA) = 4, campo de visiéon = 40 x 40 mm con una resolucion de 256 x 128 (tamafio véxel = 156 x 312
pm), reconstruccién a 256 x 256, 50 secciones contiguas intercaladas de 1 mm de espesor, tiempo de adquisicion
total = 39 minutos. La intensidad de sefial se normaliz6 a un patrén externo para tener en cuenta la desviacion de la
sefial con el tiempo. La acumulacion de OHSP se determiné mediante cambios en R» (1/T») dentro de regiones de
interés seleccionadas. Después de la inyeccién de OHSP o IgG-OHSP se tomaron mapas de T». cada 40 minutos
durante 4 horas y a las 24 horas. Las intensidades de las regiones de interés en el bazo, higado y rifién de los
nameros pares de ecos (reenfocados con precision en trenes de eco de ciclo de fase CPMG) se ajustaron a una
caida exponencial con un minimo para corresponder al nivel de ruido medido en las imagenes. La calidad de los
datos se controlé mediante la determinacién T, de patrones externos en cada grupo de imagenes.

Los cambios de relajacion (R2 = 1/T») se midieron en el bazo (FIG. 6A y 7B), el higado (FIG. 6C y 6D) y el rifion (FIG.
6E y 6F) después de la inyeccion de OHSP o IgG-OHSP en la vena caudal del raton. Las inyecciones de 12,5 pg
(FIG. 6A, 6C y 6E) (n = 6) y 62,5 pug (FIG. 6B, 6D y 6F) (n =5) muestran una mayor absorciébn en monocitos
circulantes con revestimiento de 1gG en la concentracion inferior mediante 0,5 horas después de la inyeccion y en
momentos posteriores (p < 0,05, mediciones ANOVA repetidas bilaterales para el efecto del tiempo y el tipo de
OHSP en el bazo y el higado). En el caso de la dosis superior, 62,5 ug, no se observd en ningln momento ninguna
diferencia en la absorcion de PHSP en comparacion con IgG-OHSP.

Ejemplo 6 (Ejemplo de Referencia)
Evaluaciones Histolégicas

Cuatro y 24 horas después de la administracion de OHSP o IgG-OHSP se recogieron los bazos e higados.
Inmediatamente después de la IRM se fijaron tejidos por perfusion con un 4% de paraformaldehido, se fijaron
posteriormente durante 24 horas, se insertaron en parafina y se cortaron en secciones de 5 um de espesor para el
analisis histolégico. Para la tincién con azul de Prusia, las secciones montadas en portaobjetos se desparafinaron,
rehidrataron y sometieron a reaccién durante 30 minutos en un 2% de ferrocianuro de potasio y un 3,7% de acido
clorhidrico para visualizar las particulas de hierro férrico mediante azul de Prusia. Las secciones tefiidas se lavaron y
se sometieron a contratincién con rojo solido nuclear para obtener las distribuciones celulares histoldgicas. Las
imagenes se obtuvieron con una camara digital Optronics (Buffalo Grove, IL) con software MagnaFire 2.0 (Goleta,
CA) y se procesaron mediante software Adobe® Photoshop 7.0. En las imagenes de 0,5 horas y 24 horas se
observé una pérdida de sefial de la acumulacién de OHSP.

Se observo la absorcion de OHSP en monocitos de sangre circulante y macréfagos tisulares mediante analisis de
especimenes de tejido del bazo y el higado de animales a los que se les habian inyectado nanoformulaciones de
IgG-OHSP hidroxilamina Alexa Fluor® 488 después de los analisis por IRM.

Ejemplo 7
Preparacién de particulas de paclitaxel con revestimiento de 1gG

Se prepararon particulas de paclitaxel cristalinas precipitando el farmaco a partir de un disolvente organico miscible
con agua en una solucién acuosa que contiene agentes tensioactivos, seguido por un paso de homegeneizacion
utilizando un homogeneizador de ranura de émbolo. Los agentes tensioactivos, que se utilizaron para evitar la
agregacion de particulas, se emplearon en diversas combinaciones para generar formulaciones de
nanosuspensiones PTX-1, PTX-2 y PTX-3. Todas las nanosuspensiones de paclitaxel se tamponaron a pH 7,8-7,9
utilizando tampon fosfato 10 mM. El tamafio medio de las particulas de paclitaxel estaba en el intervalo de 150-300
nm, medido por dispersién de luz laser (Horiba LA-920, indice de refraccion relativa = 116A001l). El potencial zeta
de las particulas de paclitaxel se midié utilizando tamp6n HEPES 10 mM pH 7,4 como diluyente (Malvern Nano ZS).
La Tabla 1 muestra los valores de potencial zeta de las suspensiones de paclitaxel antes del revestimiento de 1gG.
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Tabla 1
Formulacion Componentes Potencial zeta nanosuspensiones
de paclitaxel (PTX), pH 7,4 (mV)
PTX-1 Poloxamero 188 desoxicolato -30,5
PTX-2 Poloxamero 188 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-[fosfo- -40,3
rac-(1-glicerol)] (DMPG)
PTX-3 Poloxamero 188, 1,2-diestearoil-sn-glicero-3- -22,7
fosfoetanolamina-metoxipolietilenglicol (DSPE-
MPEG2000)

Se prepararon particulas de paclitaxel con un revestimiento de IgG humana incubando nanosuspensiones de
paclitaxel con soluciones de IgG en diversas proporciones en peso de IgG:paclitaxel a temperatura ambiente. Las
soluciones de IgG se prepararon diluyendo un producto comercial (GAMMAGARD LIQUID 10%, Baxter Healthcare)
con un tampédn de glicina 0,25M pH 5 hasta unas concentraciones finales de 50, 25, 10, 5y 2,5 mg/ml de IgG. Para
confirmar que los cambios en el potencial zeta observados después de la incubacion con IgG se debian a la
adsorcion de IgG y no a la alta fuerza iénica de la solucién tampon de 1gG, también se llevaron a cabo incubaciones
en el tampon de glicina solo (sin 1gG).

La adsorcion de IgG se investigd midiendo el potencial zeta de las mezclas de IgG-nanosuspension. Las mediciones
se llevaron a cabo a pH 5y pH 7,4 utilizando tampones de glicina 10 mM y HEPES 10 mM, respectivamente, como
diluyentes. Para calcular los potenciales zeta a partir de las movilidades electroforéticas medidas se utiliz6 el modelo
Smoluchowsky.

La FIG. 7 muestra los resultados de los experimentos de adsorcién de las formulaciones de paclitaxel. Los datos
indican que, en las tres formulaciones, la presencia de IgG influye notablemente en el potencial zeta (las lineas s6lo
son lineas visuales). A pH 5, la IgG tiene una carga positiva neta (punto isoeléctrico = 6,9-7,3) mientras que las
particulas de farmaco tienen carga negativa. Las tres suspensiones muestran un potencial zeta cercano a cero
medido a pH 7,4, ligeramente por encima del punto isoeléctrico de la 1gG. A este pH, el potencial zeta sigue
presentando una diferencia significativa con respecto a los valores no revestidos, lo que indica que la IgG sigue
adsorbida sobre la superficie.

El efecto de la adsorcion de IgG en la estabilidad fisica de la suspensién se determind mediante observacion
microscopica con una ampliacion 400x. En algunas formulaciones de nanosuspension, la incubacién con IgG
condujo a una agregacion de las particulas de farmaco. En el caso de estas formulaciones se plantea la hipotesis de
que la adsorcion de 1gG conduce a niveles de carga superficial en las particulas que son insuficientes para producir
la estabilizacion electrostéatica de la suspension.

Ejemplo 8
Preparacion de particulas de ritonavir con revestimiento de IgG

Se prepararon particulas de ritonavir cristalinas mediante homogeneizacién de los cristales de farmaco en presencia
de una solucién acuosa que contenia DSPE-MPEG(2000) tamponada a pH 7,7 utilizando tampon fosfato 10 mM. El
tamafio de particula medio era de aproximadamente 0,5 micras, medido por dispersion de luz laser (Horiba LA-920,
indice de refraccion relativo = 120A010I). El potencial zeta de esta suspension era de -49,8 mV utilizando tampon
HEPES 1 mM, pH 7,4 como diluyente (Malvern Nano ZS, modelo Smoluchowsky).

Se prepararon particulas de ritonavir con un revestimiento de IgG humana incubando suspensiones de ritonavir con
soluciones de IgG. La relacién en peso IgG:ritonavir se vario diluyendo la solucién de 1gG con tampén de glicina tal
como se describe en el Ejemplo 7, o variando la relacion en volumen de la suspension de ritonavir con respecto a la
solucidn de 1gG sola (100 mg/ml).

Se llevaron a cabo mediciones del potencial zeta a pH 5y pH 7,4 utilizando tampones de glicina 1 mM y HEPES 1
mM, respectivamente, como diluyentes. Se midi6é el pH de las muestras diluidas en tampoén pH 7,4 para confirmar
que la adicién de la mezcla de suspension/IgG no cambia de modo apreciable el pH del tampdn. Se comprobé que
los datos de potencial zeta resultantes de los dos métodos de revestimiento con IgG concordaban bien (FIG. 8). La
agregacion de las particulas de ritonavir revestidas con IgG se evalu6 de acuerdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 7. No se observd ninguna agregacion mediante andlisis microscopico a ninguna de las relaciones en peso
IgG:ritonavir.

Ejemplo 9 (Ejemplo de Referencia)
Preparacién de particulas de indinavir con revestimiento de IgG

Se prepararon particulas de indinavir cristalinas mediante homogeneizacion de los cristales de farmaco en presencia
de una solucibn acuosa que contenia Poloxamero 188 y 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-metoxi-
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polietilenglicol (DSPE-MPEG2000) tamponada a pH 7,8 utilizando tamp6n HEPES 10 mM. El tamafio de particula
medio era de aproximadamente 0,9 micras, medido por dispersion de luz laser (Horiba LA-920, indice de refraccion
relativa = 108A000I).

Se prepararon particulas de indinavir con un revestimiento de IgG humana incubando una suspensién de indinavir
con GAMMAGARD LIQUID 10% solo (Baxter Healthcare). El procedimiento incluia la combinacién de 0,5 ml de
suspension de indinavir al 2,22% (p/v) (equivalente a 11,1 mg de farmaco) con 0,33 ml de la solucién de IgG al 10%
para obtener una proporcion en peso IgG:indinavir igual a 3:1.

Paralelamente se prepararon particulas de indinavir con un revestimiento de IgG murina mediante la incubacion de
una suspension de indinavir con IgG murina (Sigma). La 1gG murina liofilizada (10 mg) se reconstituyé con 1 ml de
solucion de cloruro de sodio al 0,9%. Después se afiadieron 0,15 ml de suspension de indinavir al vial para obtener
una proporcion en peso IgG:indinavir igual a 3:1. Un examen microscopico con una ampliacién 400x indicaba que las
particulas no se agregaban en presencia de la IgG humana ni de la IgG murina.

El potencial zeta se midié utilizando tampon HEPES 1 mM pH 7,4 como diluyente (Malvern Nano ZS, modelo
Smoluchowsky). La Tabla 2 muestra los resultados. La disminucion sustancial de la carga superficial negativa en el
caso de las suspensiones incubadas con las soluciones de IgG es indicativa de la adsorcién de 1gG en la superficie
de las particulas.

Tabla 2
Formulacion Potencial zeta de suspensién de
indinavir (IDV), pH 7,4 (mV)
Suspension IDV -45,4
Suspension IDV + 1gG humana -1,78
Suspension IDV + 1gG murina -6,96

Ejemplo 10 (Ejemplo de Referencia)
Preparacién de particulas de celecoxib con revestimiento de IgG

Se prepararon particulas de celecoxib cristalinas mediante precipitacion a partir de disolvente organico seguida de
homogeneizacion (CXB-2) o mediante homogeneizacion directa de los cristales de farmaco (CXB-1, CXB-3). Las
particulas se prepararon utilizando soluciones acuosas que contenian agentes tensioactivos tamponados a pH 7,5-
7,8 utilizando tampdn fosfato 10 mM. Se prepararon particulas de celecoxib con un revestimiento de 1IgG humana
preparado utilizando una solucién al 10% de IgG de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 7.

La Tabla 3 muestra los componentes de formulacion, las mediciones del tamafio de particula medio ponderado en
volumen y las mediciones del potencial zeta de las suspensiones de celecoxib. El tamafio de particula se midié por
dispersion de luz laser (Horiba LA-920, indice de refraccion relativa = 119A001I). El potencial zeta se midié utilizando
tampon HEPES 10 mM (CXB-1, CXB-2) o0 1 mM (CXB-3) pH 7,4 como diluyente (Malvern Nano ZS, modelo
Smoluchowsky). La disminucion de la carga superficial negativa en el caso de las suspensiones incubadas con las
soluciones de IgG es indicativa de la adsorcion de IgG en la superficie de las particulas.

Tabla 3
Formulacion Componentes Potencial zeta Potencial zeta Tamafio de
nanosusp. de nanosusp. de particula medio
celecoxib no celecoxib revestidas | (nm)
revestidas, pH 7,4 con lgG, pH 7,4
(mV) (mV)
CXB-1 Lipoide E80 1,2- -69,9 -0,663 1220

dimiristoil-sn-glicero-
3-[fosfo-rac-(1-
glicerol)] (DMPG)
CXB-2 Poloxamero 188, 1,2- -21,7 -4,87 315
diestearoil-sn-glicero-
3-fosfo-etanolamina-
metoxipolietilenglicol
(DSPE-MPEG2000)
CXB-3 Poloxamero 188 -20,6 -8,18 988
Polisorbato 80
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Ejemplo 11 (Ejemplo de Referencia)
Absorcién de particulas de paclitaxel revestidas con IgG

Se prepararon particulas de paclitaxel marcadas de forma fluorescente utilizando 0,5 g de paclitaxel y 400 pg de
paclitaxel marcado con verde Oreg6n (de Invitrogen). Las particulas de paclitaxel marcadas de forma fluorescente
(tamafio de particula aproximadamente 160 nm a 170 nm) se revistieron afadiendo 0,2 ml de una solucion
intravenosa de inmunoglobulina (IVIG) al 10% a 0,1 ml de una suspension de paclitaxel. Las particulas de paclitaxel
marcadas de forma fluorescente también se revistieron con protamina mediante la adiciéon de 0,8 ml de una solucion
de 25 mg/ml de protamina a 0,1 ml de una suspension de paclitaxel.

La FIG. 9 y la FIG. 10 muestran la cinética de absorcién de las nanosuspensiones de paclitaxel (los resultados se
muestran ambos como porcentajes de células positivas en paclitaxel después de la absorcién de nanosuspensiones
y MFI de particulas asociadas/internalizadas de células). El revestimiento de 1gG mejord la absorcion de particulas
en comparacion con particulas no tratadas.

La FIG. 11 muestra la absorcion por monocitos de hanosuspensiones de paclitaxel revestidas con IgG después de 1,

2 0 6 dias de cultivo. Los resultados indican que cuanto mas tiempo se cultivan las células, mas sensibles son a la
19G.
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REIVINDICACIONES

Suspensién que contiene una particula de superficie modificada, comprendiendo dicha particula de
superficie modificada un nudcleo de particula y un revestimiento asociado al nicleo de particula, siendo
adsorbido dicho revestimiento en una superficie del nicleo de la particula, comprendiendo el nucleo de la
particula un agente terapéutico, comprendiendo el revestimiento una opsonina, teniendo la particula de
superficie modificada un tamafio medio entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm, y
seleccionandose dicha opsonina entre proteinas o péptidos que se unen a particulas o células de modo que
aumenta la susceptibilidad de dichas particulas o células a la fagocitosis, donde el pH de la suspension es
inferior al punto isoeléctrico de la opsonina y donde el agente terapéutico es un compuesto poco soluble en
agua con una solubilidad en agua inferior a 10 mg/ml.

Suspensién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque la opsonina se
selecciona de entre el grupo consistente en un anticuerpo que tiene un isotipo de IgG, proteina de
complemento C3b y proteina de complemento C5.

Suspension segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el revestimiento
comprende un agente tensioactivo seleccionado de entre el grupo consistente en agentes tensioactivos
anionicos, agentes tensioactivos cationicos, agentes tensioactivos zwitteridnicos, agentes tensioactivos no
i6nicos, modificadores bioldgicos con actividad superficial y combinaciones de los mismos.

Suspension segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el agente terapéutico
se selecciona de entre el grupo consistente en analgésicos, anestésicos, analépticos, agentes
adrenérgicos, agentes de bloqueo adrenérgico, adrenoliticos, adrenocorticoides, adrenomiméticos, agentes
anticolinérgicos, anticolesterinasas, anticonvulsivos, agentes alquilantes, alcaloides, inhibidores alostéricos,
esteroides anabdlicos, anorexigénicos, antiacidos, antidiarreicos, antidotos, antifolatos, antipiréticos,
agentes antirreumaticos, agentes psicoterapéuticos, agentes de bloqueo neural, agentes antiinflamatorios,
antihelminticos, antibiéticos, anticoagulantes, antidepresivos, antiepilépticos, antifiingicos, antiinfecciosos,
antiparasitarios, antihistaminas, agentes antimuscarinicos, agentes antimicobacterianos, agentes
antineoplésicos, agentes antiprotozoicos, antivirales, sedantes ansioliticos, agentes de bloqueo de beta-
adrenoceptores, corticosteroides, antitusivos, dopaminérgicos, hemostaticos, agentes hematol4gicos,
hipnéticos, agentes inmunoldgicos, muscarinicos, parasimpaticomiméticos, prostaglandinas, inhibidores de
proteasa, radiofarmacéuticos, inhibidores nucldsidos de la transcriptasa inversa, inhibidores no nucledsidos
de la transcriptasa inversa, sedantes, estimulantes, simpaticomiméticos, vitaminas, xantinas, factores de
crecimiento, hormonas, agentes antipridnicos y combinaciones de los mismos.

Suspensioén segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el agente terapéutico
comprende un agente bioldgico seleccionado de entre el grupo consistente en proteinas, polipéptidos,
carbohidratos, polinucleétidos, acidos nucleicos, y complejos, conjugados y combinaciones de los mismos.

Suspension segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el agente terapéutico
tiene una solubilidad en agua inferior a 1 mg/ml.

Composicion farmacéutica que comprende una suspension segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

Suspensioén segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el agente terapéutico
es un compuesto farmacéutico.

Método para aumentar la absorcion celular de un principio activo, que comprende:

poner en contacto las células con particulas de superficie modificada bajo condiciones suficientes para
aumentar la absorcién celular de las particulas de superficie modificada, llevandose a cabo dicha puesta en
contacto ex vivo, comprendiendo dichas particulas de superficie modificada un ndcleo de particula y un
revestimiento asociado al nucleo de particula, siendo adsorbido dicho revestimiento en una superficie del
nucleo de la particula, comprendiendo el nucleo de la particula un principio activo e incluyendo el principio
activo un compuesto poco soluble en agua que tiene una solubilidad en agua inferior a 10 mg/ml,
comprendiendo el revestimiento una opsonina, siendo adsorbido dicho revestimiento en la superficie del
ndcleo de la particula mediante la puesta en contacto del nlcleo de la particula con una soluciéon acuosa
gue comprende opsonina, siendo el pH de la solucién inferior al punto isoeléctrico de la opsonina, teniendo
la particula de superficie modificada un tamafio medio entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente
2.000 nm, y seleccionandose dicha opsonina entre proteinas o péptidos que se unen a particulas o células
de modo que aumenta la susceptibilidad de dichas particulas o células a la fagocitosis.
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Utilizacion de particulas de superficie modificada en la produccion de un medicamento para el tratamiento
de enfermedades o afecciones infecciosas, enfermedades o afecciones inflamatorias, enfermedades o
afecciones neurodegenerativas o enfermedades o afecciones proliferativas, comprendiendo dichas
particulas de superficie modificada un nucleo de particula y un revestimiento asociado al ndcleo de
particula, siendo adsorbido dicho revestimiento en una superficie del nicleo de la particula, comprendiendo
el nacleo de la particula un agente terapéutico e incluyendo el agente terapéutico un compuesto poco
soluble en agua con una solubilidad en agua inferior a 10 mg/ml, comprendiendo el revestimiento una
opsonina, siendo adsorbido dicho revestimiento en la superficie del nicleo de la particula mediante la
puesta en contacto del nucleo de la particula con una solucién acuosa que comprende la opsonina, siendo
el pH de la solucidon inferior al punto isoeléctrico de la opsonina, teniendo la particula de superficie
modificada un tamafio medio entre aproximadamente 1 nm Yy aproximadamente 2.000 nm, vy
seleccionandose dicha opsonina entre proteinas o péptidos que se unen a particulas o células de modo que
aumenta la susceptibilidad de dichas particulas o células a la fagocitosis.

Utilizacion segun la reivindicacién 10, caracterizada porque las particulas de superficie modificada son
adecuadas para ser administradas via intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutdnea, intradérmica,
intraarticular, intratecal, epidural, intracerebral, bucal, rectal, topica, transdérmica, oral, intranasal, a través
de las vias pulmonares, intraperitoneal, intraoftdlmica o una combinacién de éstas.

Utilizacion segun las reivindicaciones 10-11, caracterizada porque el medicamento se utiliza para el
tratamiento de una enfermedad o afecciéon neurodegenerativa seleccionada de entre el grupo consistente
en la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, encefalomielitis, encefalitis,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, demencia frontotemporal, enfermedades
priénicas, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y adenoleucodistrofia.

Utilizacion segun las reivindicaciones 10-11, caracterizada porque el medicamento se utiliza para el
tratamiento de una enfermedad o afeccién inflamatoria seleccionada de entre el grupo consistente en artritis
reumatoide, enfermedad de Grave, miastenia gravis, tiroiditis, diabetes, enfermedad intestinal inflamatoria,
ooforitis autoinmune, lupus eritomatoso sistémico y sindrome de Sjoégren.

Utilizacion segun las reivindicaciones 10-11, caracterizada porque el medicamento se utiliza para el
tratamiento de una enfermedad o afeccion proliferativa seleccionada de entre el grupo consistente en
cancer de colon, cancer de rifién, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer de pulmén de células
pequefias, cancer cervical, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de cerebro, sarcoma, melanoma,
leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia
mieloide crénica, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma y gioblastoma.

Utilizacion segun las reivindicaciones 10-14, caracterizada porque el agente terapéutico es un compuesto
farmacéutico.

Utilizacion segun las reivindicaciones 10-15, caracterizada porque el agente terapéutico tiene una
solubilidad en agua inferior a 1 mg/ml.

Método para preparar una particula de superficie modificada que comprende un nicleo de particula y un
revestimiento que incluye una opsonina asociado al nacleo de particula, siendo adsorbido dicho
revestimiento en una superficie del nucleo de la particula, método que comprende:

poner en contacto el ndcleo de la particula con una solucién acuosa que comprende opsonina,
siendo el pH de la solucion inferior al punto isoeléctrico de la opsonina, comprendiendo el ndcleo
de la particula un agente terapéutico, comprendiendo el agente terapéutico un compuesto poco
soluble en agua con una solubilidad en agua inferior a 10 mg/ml, teniendo la particula de superficie
modificada un tamafio medio de entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 2.000 nm, y
seleccionandose dicha opsonina entre proteinas o péptidos que se unen a particulas o células de
modo que aumenta la susceptibilidad de dichas particulas o células a la fagocitosis.

Método segun la reivindicacion 17, caracterizado porque el agente terapéutico tiene una solubilidad en agua
inferior a 1 mg/ml.
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