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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica de nanoparticulas magnéticas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende nanoparticulas magnéticas para la
orientacion magnética de farmacos. La invencion se refiere ademas a la utilizacion de dicha composicion
farmacéutica como medicamento y concretamente para la utilizacién en el tratamiento del cancer mediante la
orientaciéon magnética de farmacos utilizando un campo magnético externo. La presente invencion se refiere ademas
a un método para preparar dicha composicién farmacéutica.

Antecedentes de la técnica

La terapia de las enfermedades depende en gran medida de la selectividad de un agente terapéutico y, por lo tanto,
es un equilibrio entre la eficacia y la toxicidad de cada agente terapéutico. Lo anterior se refiere concretamente a
terapias que utilizan agentes terapéuticos que necesitan administrarse en areas regionales y locales de un sujeto y
todavia mas en el caso de que el agente presente una toxicidad elevada, tal como los quimioterapéuticos.

Por lo tanto, en el caso de una enfermedad regional o local existe una necesidad de administrar agentes
terapéuticos y/o de imagen de manera selectiva en las areas de enfermedad regionales o locales. De esta manera,
dicha administracion selectiva puede reducir la dosis sistémica de un agente terapéutico con el fin de reducir o evitar
efectos secundarios. Por lo tanto, se requieren sistemas de portador de farmaco que resulten adecuados para
administrar selectivamente un agente terapéutico en un tejido diana de un sujeto. También se requieren agentes de
imagen para identificar una enfermedad local y para controlar el éxito de una terapia local, permitiendo de esta
manera reducir adicionalmente la dosis de un agente terapéutico. De acuerdo con lo anterior, existe una demanda
de reduccion de los efectos secundarios causados por la terapia sistémica, incrementando simultaneamente la
eficacia de la terapia al aprovechar un sistema portador de farmaco adecuado para la terapia regional o local,
preferentemente acompafada del seguimiento del inicio y progreso de la terapia.

Se han descrito diversas composiciones de nanoparticulas magnéticas para la terapia y seguimiento dirigido.
Ademas, se han descrito diferentes recubrimientos biocompatibles para las nanoparticulas magnéticas, incluyendo
biopolimeros tales como dextrano y almidon, recubrimientos de resina, tales como poliestireno y polietilenglicol
(PEG), asi como recubrimientos inorganicos, tales como oro, silice o alumina. Ademas, se han descrito
composiciones de nanoparticulas que se utilizan para portar un farmaco y que presentan recubrimientos biopolimero
que pueden unirse a determinados farmacos mediante unién covalente o unién iénica mediante grupos funcionales
idnicos del biopolimero.

Sin embargo, las composiciones de nanoparticulas de la técnica anterior presentan determinadas desventajas. Por
ejemplo, las composiciones conocidas pueden requerir una sintesis laboriosa, son caros o se encuentran limitados a
un campo de aplicacion especifico. En el caso de que actuen como portador de un farmaco o agente de imagen, las
nanoparticulas de la técnica anterior pueden presentar recubrimientos que no satisfacen las elevadas exigencias,
por ejemplo de estabilidad, capacidad de carga y esterilidad. En la actualidad no se dispone de ninguna composicion
de nanoparticulas recubiertas que pueda utilizarse convenientemente para diversos campos de aplicacion sin
laboriosas modificaciones individualizadas, que satisfaga simultdneamente las elevadas exigencias respecto a
caracteristicas tales como la estabilidad, la capacidad de carga y la esterilidad de la composicion.

El documento n® US 2010/303730 (A1) se refiere a un método de preparacion de nanoparticulas que contienen
hierro que incluye poner en contacto un precursor que contiene hierro con un agente reductor a una temperatura
inferior a 200°C y permitir que la mezcla reaccione formando nanoparticulas de magnetita. Las nanoparticulas
pueden modificarse en superficie con surfactantes y/o agentes de terminaciéon de cadena, tales como PEG y acido
oleico, y formar dispersiones estables en medios no acuosos.

R. Zboril et al. ("One-step solid state synthesis of capped y-Fe,O3; nanocrystallites”, Nanotechnology, vol. 19, n° 9,
05.02.2008) describen la sintesis de estado solido de maghemita soluble en la reaccién con un acido alifatico, tal
como acido palmitico, &cido laurico u oleilamina, conduciendo a que el producto resulte soluble en muchos solventes
organicos o dispersables en solventes organofilicos.

El documento n® WO 2010/134087 (A1) se refiere a una formulacion acuosa de nanoparticulas magnéticas
dispersables en la que las nanoparticulas estan compuestas de un nucleo de 6xido de hierro recubierto con el lipido
polimérico de cadena larga monooleato de glicerilo, que proporciona dispersibilidad acuosa sin utilizacion de
surfactante.
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El documento n° EP 0971692 (A2) se refiere a magnetosomas especificos que consisten de un monocristal de 6xido
de hierro magnético magnetita y una membrana de fosfolipico que circunda dicho cristal.

T.K. Jain et al. (Biomaterials, Volumen 29, numero 29, octubre 2008, paginas 4012 a 4021) describe nanoparticulas
magnéticas recubiertas con acido oleico de 6xido de hierro y estabilizadas con plurénico para la administracién de
farmaco y propiedades de obtencién de imagenes de resonancia magnética.

El documento n°® WO 02/43708 (A2) se refiere a particulas magnéticas que comprenden una sustancia magnética
combinada con una sustancia terapéutica. Las particulas estan recubiertas con polimeros de almidén modificados
con grupo fosfato y se une mitoxantrona a los grupos fosfato mediante interaccién iénica reversible. Las particulas
se utilizan para la magnetoterapia regional de enfermedades mediante la aplicacién intraarterial.

C. Alexiou et al. (European Biophysics Journal, mayo de 2006, volumen 35, nimero 5, paginas 446 a 450) describen
la orientacion magnética de farmacos utilizando nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con derivados de
almidén con grupso fosfato que se unen a mitoxantrona como quimioterapéutico.

S. Lyer et al. ("Visualisation of tumour regression after local chemotherapy with magnetic nanoparticles -A pilot
study", ANTICANCER RESEARCH, vol. 30, n® 5, paginas 1553 a 1557) se refieren a la visualizacion de la
vascularizacién y tamafio tumoral mediante DYNA-CT, que proporciona informacion aplicable a la orientacion
magnética de farmacos.

B. Mishra et al. (Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, volumen 6, nimero 1, paginas 9 a 24) revisa
nanoportadores coloidales con respecto a aspectos de formulacion, tipos y orientacién especifica de sitio de
farmacos utilizando diversas formas de nanoportadores coloidales con especial relacion con el campo de la
oncologia. Los enfoques nanotecnoldgicos especializados, como los puntos cuanticos, dendrimeros, integrinas,
anticuerpos monoclonales, que han sido investigados ampliamente para la administracion dirigida de agentes
terapéuticos y diagnésticos, también se comentan. M. V. Avdeev ("Structure and in Vitro Biological Testing of Water-
Based Ferrofluids Stabilized by Monocarboxylic Acids", Langmuir 26(11):8503-8509, 2010) describe ferrofluidos de
base acuosa con estabilizacion estérica de doble capa con los acidos laurico y miristico.

J. Giri et al. ("Synthesis and characterizations of water-based ferrofluids of substituted ferrites [Fe1.xBxFe204, B=Mn,
Co (x=0-1)] for biomedical applications", JOURNAL OF MAGNETISM AND MAGNETIC MATERIALS, vol. 320, n° 5,
paginas 724 a 730, 2008) describen ferrofluidos que presentan nanoparticulas magnéticas recubiertas con acido
laurico.

R. Regmi et al. (J. Appl. Phys 106:113902, 2009) describen nanoparticulas magnéticas de Fe3;O4 que presentan
diametros de aproximadamente 12 nm, que se recubrieron con tres surfactantes acidos grasos diferentes: acido
oleico, acido laurico y acido miristico, que se disolvieron en ciclohexano para estudios de la magnetohidrodinamica.

P. Pradhan et al. (Journal of Magnetism and Magnetic Materials, Vol. 311, niumero 1, paginas 282 a 287, 2007)
describe la citocompatibilidad in vitro e interacciones celulares de nanoparticulas de magnetita recubiertas con acido
laurico y dextrano, que fueron evaluadas con dos lineas celulares diferentes (carcinoma de fibroblastos de raton y
cervical humano). Las nanoparticulas de magnetita recubiertas con acido laurico eran menos citocompatibles que las
nanoparticulas de magnetita recubiertas con dextrano y la incorporacién celular de las nanoparticulas magnéticas
recubiertas con acido laurico era superior a la de las nanoparticulas de magnetita recubiertas con dextrano.

R. Tietze et al. (J. Biomed. Biotechnol., vol. 50, n°® 11-12, 1 de enero de 2010, paginas 705 a 709) describe un
método analitico (HPLC-UV) para detectar mitoxantrona pura o unida a ferrofluido en una matriz compleja incluso en
cantidades residuales con el fin de llevar a cabo estudios de distribucion biolégica.

Descripcion resumida de la invencion

La presente invencion se ha llevado a cabo a la luz de las circunstancias anteriormente indicadas y un objetivo de la
presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica econdmica, facilmente accesible y eficiente que
comprende nanoparticulas recubiertas, que se utiliz como portador para farmacos de una manera sencilla. La
composicion farmacéutica presente el beneficio de que puede modificarse facilmente y de manera altamente
eficiente con un agente terapéutico bajo condiciones estandarizadas de manera que resulte adecuada para la
terapia mediante la orientacién magnética. Un objetivo adicional de la presente invencién es proporcionar un método
para preparar dicha composicion farmacéutica.

Los objetivos de la presente invencion se alcanzan mediante los items siguientes referentes a la materia objeto de la
invencion e incluyendo modificaciones particularmente eficientes:
1. Composicién farmacéutica para la orientacion magnética, comprendiendo la composicién nanoparticulas
magnéticas, un medio de dispersion acuoso que presenta un contenido de sélidos de entre 8 y 25 mg/ml,

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2483124 T3

comprendiendo las particulas un nucleo de particula magnética y un recubrimiento que comprende un acido
graso, en el que el acido graso es acido laurico y en el que los nucleos de las particulas se recubren con 25 a 45
partes en peso del acido graso respecto a 100 partes en peso del nucleo de la particula, en el que el nucleo de
las particulas es un 6xido de hierro, preferentemente Fe;O3/Fe304 monodominio y multidominio y en el que las
particulas magnéticas comprenden ademas mitoxantrona, que se adhiere directamente sobre la superficie de los
nucleos de las particulas y/o en el interior de un agregado de los nucleos de particula mediante interaccion
electrostatica.

2. Composicion farmacéutica segun el item 1, en la que los nucleos de las particulas se recubren con 25 a 35
partes en peso del acido graso respecto a 100 partes en peso de nucleo de particula.

3. Composicién farmacéutica segun el item 1 6 2, en la que las particulas magnéticas presentan un potencial
zeta en un medio de dispersion acuoso de entre -15 y -45 mV, preferentemente de entre -20 y -35 mV.

4. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 1 a 3, en la que las particulas se cargan con
mitoxantrona, por lo menos con 0,1 partes en peso, preferentemente por lo menos 1 parte en peso,
particularmente preferentemente por lo menos 2 partes en peso, respecto a 100 partes en peso de nucleo de
particula.

5. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 1 a 4, en la que las particulas magnéticas presentan
un tamafio de particula inferior a 220 nm, preferentemente inferior a 180 nm, medido mediante dispersion
hidrodinamica de laser en un estado monodispersado o multidispersado en un medio acuoso.

6. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 1 a 5 para la utilizacion como medicamento.

7. Composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 1 a 5, para la utilizacién en el tratamiento del cancer
mediante la orientacién magnética de farmacos utilizando un campo magnético externo.

8. Composicion farmacéutica para la utilizcion segun el item 7, en la que la composicion se administra
intraarterialmente en una cantidad terapéuticamente eficaz.

9. Composicién farmacéutica para la utilizacién segun el item 7 6 8, en la que el posicionamiento y la
vascularizacién del tejido diana y el posicionamiento para acceder al sistema arterial se determinan a partir de
imagenes angiograficas, opcionalmente mediante Dyna-CT.

10. Composicion farmacéutica para la utilizacion segun cualquiera de los items 7 a 9, en la que la cantidad de la
composicion farmacéutica que debe administrarse se ajusta mediante el seguimiento en linea del tejido diana y/o
en la que la composicién se administra de una vez o mediante la administracion repetida, preferentemente tras el
seguimiento angiografico y basado en MRT.

11. Composicién farmacéutica para la utilizacion segun cualquiera de los items 7 a 10, en la que la composicion
farmacéutica se guia al tejido diana y se acumula en el mismo mediante la aplicacién de un gradiente de campo
magnético externo, preferentemente que presenta una densidad de flujo magnético elevada, de entre 0,5y 1,5 T,
y un gradiente de campo magnético de entre 10 y 90 T/m.

12. Composicién farmacéutica para la utilizacion segun cualquiera de los items 7 a 11, en la que el campo
magnético es un campo magnético multidireccional que es espacialmente variable, preferentemente mediante
diferentes zapatas de los polos.

13. Método para preparar una composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 1 a 12, comprendiendo el
método por o menos las etapas siguientes:

- producir nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro a modo de dichos nucleos de particula,

- recubrir dichos nucleos de particula con &cido laurico por lo menos una vez, y

- cargar mitoxantrona sobre la superficie de los nucleos de particula y/o en el interior de un
agregado de los nucleos de particula mediante interaccion electrostatica.

14. Método para preparar una composicion farmacéutica segun el item 13, en el que las nanoparticulas son
particulas de 6xido de hierro que se precipitan en una solucién acuosa que contiene sales de hierro (Il) y de
hierro (lll) mediante la adicién de una base.

15. Método para preparar una composicion farmacéutica segun el item 14, en el que las sales de hierro (Il) y de
hierro (Ill) son cloruros o sulfatos de hierro, preferentemente en una proporcién molar de 2:3.
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16. Método para preparar una composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 13 a 15, en el que los
nucleos de nanoparticula magnética se recubren con acido laurico a una temperatura elevada, de 60°C o mas,
preferentemente de 90°C o mas, preferentemente en una suspension acuosa.

17. Método para preparar una composicion farmacéutica segun el item 16, en el que la temperatura elevada se
mantiene constante durante un tiempo predeterminado, seguido de un enfriamiento lento.

18. Método para preparar una composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 13 a 17, en el que el
método comprende ademas una etapa de autoclavado de la composicion.

19. Método para preparar una composicion farmacéutica segun cualquiera de los items 13 a 18, en el que el
método comprende ademas la etapa de separar las nanoparticulas de manera que se eliminen las particulas y/o
aglomerados de particulas con un tamafio de 220 nm o mas, preferentemente de 180 nm o mas.

Descripcion de los dibujos

La fig. 1 es una ilustracion esquematica de un ejemplo de sintesis de composicion de nanoparticulas que incluye
la funcionalizacion con un agente, por ejemplo mitoxantrona (MTO).

La fig. 2 es un diagrama que muestra el tamafio de particula y distribuciéon de tamafios de particula medida
mediante dispersion hidrodinamica de laser de una composicion de nanoparticulas de 6xido de hierro segun la
invencién que se encuentra recubierta con acido graso y cargada con el citostatico mitoxantrona.

La fig. 2a se refiere a la muestra no filtrada y la fig. 2b se refiere a las muestras filtradas con un filiro de 0,8 um y
un filtro de 0,22 ym.

La fig. 3 es una fotografia de TEM de una composicién de nanoparticulas de éxido de hierro segun la invencion
que se encuentra recubierta con un acido graso y cargada con el citostatico mitoxantrona.

La fig. 4 ilustra una medicion de XPS que verifica que el agente terapéutico (mitoxantrona) se encuentra unido
directamente a la superficie de los nucleos de particula mediante un atomo de nitrégeno mediante interaccion
electrostatica.

La fig. 5 ilutra las curvas de mediciéon DRIFT obtenidas de nanoparticulas en bruto (5a), nanoparticulas
recubiertas con acido laurico (5b) y nanoparticulas recubiertas con acido graso y funcionalizadas con
mitoxantrona (5c¢). Las mediciones de DRIFT verifican que el acido graso se encuentra unido covalentemente al
nucleo de las particulas.

La fig. 6 ilustra esquematicamente una nanoparticula (6a) segun la invencion, que comprende un nucleo de
particula (6b) con un momento magnético (6e) que presenta un recubrimiento que comprende un acido graso
(6¢) y en el que un agente terapéutico (6d, por ejemplo mitoxantrona) se encuentra adherido a la superficie del
nucleo de la particula magnética mediante interaccion electrostatica (6f).

La fig. 7 ilustra esquematicamente el concepto de orientacion magnética de farmaco que aprovecha las
nanoparticulas (6a) segun la invencién. La composicion de nanoparticulas (6a) se administra en el tejido tumoral
(7a) del paciente (7f) por una arteria (7b). La composicion se guia al tejido tumoral (7a) y se acumula en el mismo
mediante un campo de gradiente magnético (7€) generado a partir de la zapata de polo magnético (7c) de un
iman (7d).

La fig. 8 ilustra una acumulacién de la composicién de nanoparticulas segun la invencién en diferentes
segmentos de arteria de un modelo de arteria bajo la aplicacién de un gradiente magnético de 16 T/m en la
zapata de un polo. La fig. 8a ilustra una medicion de magnetorelaxometria (MRX) (SQUID) de la cantidad de
particulas de 6xido de hierro. La fig. 8b ilustra una medicion de HPLC del agente terapéutico mitoxantrona unido
a las particulas.

La fig. 9 ilustra la distribucion bioldgica de la MTO (fig. 9A) y del éxido de hierro (fig. 9B) en el higado y en los
rinones en un modelo animal tras la aplicacion intravenosa. La fig. 9A (diagrama izquierdo) se refiere a una
aplicacién intravenosa (i.v.) de MTO pura (2,4 a 2,9 mg de MTO pura, n=6) seguida mediante HPLC; la fig. 9A
(diagrama derecho) se refiere a una aplicacion i.v. de MTO unida a las nanoparticulas segun la invenciéon que
contenian 0,26 a 0,28 mg de MTO (n=5) seguidas mediante HPLC; la fig. 9B se refiere al seguimiento
correspondiente mediante mediciones MRX (SQUID) de la cantidad de hierro Fe3O4 en el tejido tras la aplicacion
i.v. de suspensiones de nanoparticulas que contenian 0,26 a 0,28 mg de MTO y 7,5 a 8 mg de 6xido de hierro,
respectivamente (n=5).

La fig. 10 se refiere a imagenes angiograficas que ilustran la aparicion y progresion de la remision tumoral tras la
orientacion magnética intraarterial (OMI) de farmaco segun la invencién, en la que la evaluacion se lleva a cabo
mediante tecnologia de obtencién de imagenes Dyna-CT. Figs. 11A y C: Dyna-CT antes de la OMI. Figs. 11B y
D: 7 semanas (animal A, fig. 11B) y 5 semanas (animal B, fig. D) tras la OMI. Las flechas (i) indican el tejido
tumoral. Las flechas (ii) indican la arteria femoral con (figs. 11A 'y C) y sin (figs. 11B y D) vasos tumorales.

Descripcion detallada de la invencion

Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica para la orientacion
magnética segun la reivindicacion 1, en la que la composicion comprende nanoparticulas magnéticas, que
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comprende un nucleo de particula magnético de 6xido de hierro y un recubrimiento que comprende el acido graso
acido laurico.

Debido a que la composicion farmacéutica de la presente invencion comprende nanoparticulas magnéticas que
pueden guiarse a un area local predeterminada y acumularse en la misma de un sujeto mediante la aplicacién de un
campo magnético externo (orientacion magnética), no existe necesidad de maodificar individualmente las
nanoparticulas de la composicidon farmacéutica de la presente invencion con un medio selectivo de orientacion
celular para cada enfermedad que debe tratarse o captarse en imagenes. Por lo tanto, la composicion farmacéutica
segun la presente invencion permite aplicacion terapéutica porque la composicion farmacéutica cargada con el
agente terapéutico mitoxantrona puede administrarse en un area de tratamiento regional o local deseada debido a la
guia externa por un campo magnético.

La expresion "nanoparticula magnética" utilizada en la presente invencién no se encuentra limitada a uan
constitucion que comprende un unico nucleo de particula magnético sino que comprende también un aglomerado de
dichos nucleos de particula.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, las nanoparticulas magnéticas comprendidas en la composicion
farmacéutica de la presente invencion comprenden un recubrimiento sobre el nucleo de las particulas y sobre un
agregado de nucleos de particulas. Dicho recubrimiento resulta indispensable para las aplicaciones in vivo de las
nanoparticulas magnéticas debido a que estabiliza las nanoparticulas, evita la formaciéon de agregados de mayor
tamano, mejorando simultdneamente su biocompatibilidad.

Los presentes inventores han encontrado que concretamente un recubrimiento que comprende un acido graso no
s6lo estabiliza las nanoparticulas y evita la formacion de agregados de mayor tamafo sino que, ademas, dicho
recubrimiento garantiza ademas que un agente (un agente terapéutico, un agente de obtencion de imagenes o una
mezcla de los mismos) puede adherirse directamente a la superficie de los nucleos de particula y/o al interior de un
agregado de los nucleos de particula mediante interaccion electrostatica en un procedimiento sencillo en una
cantidad de carga elevada y de una manera muy estable. Por lo tanto, segun la invencién, no existe ninguna
necesidad de ningun recubrimiento biocompatible adicional sobre los nucleos de particula ademas del recubrimiento
que comprende el acido graso.

En la presente invencion, las moléculas de acido graso anteriormente indicadas se unen a los nucleos de las
particulas mediante unién covalente, tal como confirman las mediciones de DRIFT. Por lo tanto, esencialmente la
totalidad de las moléculas de acido graso se encuentra unida covalentemente a los nucleos de las particulas. Sin
embargo, también resulta posible que no todas las moléculas de acido graso se unan covalentemente al nucleo de
las particulas. En este caso, puede asociarse una parte menor de las moléculas de acido graso al nucleo de las
particulas de una manera no covalente. Las moléculas de acido graso que no se encuentran unidas covalentemente
al nucleo de las particulas también contribuyen a la estabilizacion de un estado disperso de la composicion
farmacéutica. Se considera que el acido graso asociado no covalentemente actia como dispersante que estabiliza el
estado de dispersion de la composicion farmacéutica. La cantidad de moléculas de &cido graso que no se encuentra
unida covalentemente a los nucleos de las particulas puede ser de hasta 40%, preferentemente no superior a 30%,
mas preferentemente no superior a 25%, respecto a la cantidad total de acido graso comprendida en el
recubrimiento.

En contraste con un recubrimiento de polimero, tal como un recubrimiento de resina, un recubrimiento de almidén o
un recubrimiento de dextrano, un recubrimiento que comprende un acido graso no cubre la totalidad de la superficie
del nucleo de la particula o la practica totalidad de la superficie del nlcleo de la particula, sino que, por el contrario,
garantiza que un agente pueda acceder a la superficie del nucleo de la particula y al interior de un agregado de
nucleos de particula. Por lo tanto, el recubrimiento de la presente invencién puede comprender opcionalmente otras
moléculas, compuestos y materiales, destinados a mejorar adicionalmente la estabilidad, propiedad, funcién o
especificidad. Puede ser una molécula que garantice o mejore la biocompatibilidad de la nanoparticula, o una
molécula que evite que la nanoparticula resulte atrapada por el sistema inmunoldgico. Sin embargo, dichos
constituyentes adicionales en el recubrimiento sélo son opcionalmente y pueden encontrarse presentes Unicamente
en una cantidad a condicion de que el agente terapéutico pueda adherirse directamente a la superficie del nicleo de
la particula y al interior de un agregado de nucleos de particula.

Los inventores inesperadamente han encontrado que, aunque el recubrimiento de acido graso segun la invencion
garantiza que el agente anteriormente indicado acceda a la superficie del nucleo de la particula, al contrario que los
recubrimientos de polimero conocidos, el recubrimiento que comprende el acido graso también garantiza que el
agente anteriormente indicado pueda adherirse a la superficie del nucleo de particula y al interior de un agregado de
nucleos de particula en una cantidad elevada y de una manera muy estable.

Se cree que la adherencia es tan fuerte porque los agregados de nucleos de particula necesitan desintegrarse por lo
menos parcialmente para liberar el agente adherido a los mismos. Por otra parte, se cree que el acido graso
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presenta cierto "efecto de escudo" que evita que el agente resulte liberado de la superficie del nacleo. Ello podria
deberse al hecho de que el agente no se encuentra directamente expuesto a la superficie del recubrimiento sino que
se adhiere a la superficie del nucleo de la particula. Por lo tanto, se considera que el acido graso forma una
estructura de capa que separa y protege el agente que se encuentra adherido directamente a la superficie del nucleo
de particula frente al ambiente circundante, tal como un medio acuoso presente bajo condiciones fisioldgicas.

Ademas, los inventores han encontrado que el recubrimiento que comprende el &cido graso es estable incluso bajo
condiciones de autoclavado. En oftras palabras, la composicion farmacéutica de la presente invencion es
autoclavable sin modificar sus atributos caracteristicos, tales como el tamafio, la capacidad de carga con el agente y
la estabilidad de las nanoparticulas recubiertas de la invencién. Por lo tanto, la presente invencion describe por
primera vez una composicion de nanoparticulas que es aplicable bajo condiciones clinicas ya que puede obtenerse
de una manera estéril y estable. La esterilidad de la composicién farmacéutica tras el autoclavado se confirmé
mediante el método estandar de determinacién de endotoxinas, que puso de manifiesto que la composicion estable
era estéril incluso 14 dias después de la incubacion.

Por lo tanto, segin una realizacién de la presente invencion, el recubrimiento de los nucleos de particula consiste
esencialmente del acido graso en el sentido de que se garantiza que el agente puede adherirse directamente a la
superficie del nucleo de particula mediante interaccion electrostatica. De acuerdo con lo anterior, los polimeros
voluminosos que cubren la superficie del nucleo de particula pueden no estar comprendidos en dicho recubrimiento.
Tal como se ha indicado anteriormente, los constituyentes adicionales diferentes del acido graso son sélo opcionales
y no deben encontrarse comprendidos en el recubrimiento si dificultan alcanzar los efectos beneficiosos
anteriormente indicados de la composicién farmacéutica segun la invencién.

Segun una realizacion, el recubrimiento de los nucleos de particula consiste preferentemente del acido graso.
Aparentemente, dicha realizacion presenta el beneficio de ser accesible de manera sencilla sin necesidad de
modificaciones adicionales.

Ademas, el material magnético que constituye el nucleo de particula es farmacolégicamente aceptable, puede
recubrirse con el acido graso y es capaz de adherirse al agente anteriormente indicado mediante interaccion
electrostatica. EI material para formar el nucleo de particula es un 6xido de hierro, que puede ser ferromagnético,
ferrimagnético o super-paramagnético. Puede ser un material monodominio o multidominio. Preferentemente es un
material mixto monodominio y multidominio. Entre los ejemplos se incluyen compuestos tales como MO-Fe>O3 y M-
Fe»04, en los que M puede estar representado por Mg, Al, Si, Ca, Sc, Ti, V, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Sr, Zr, Nb, Mo, Sn,
Ba o Li. solos o en combinacién. Preferentemente, las particulas de nucleo magnético pueden ser de Fe;O3 y/o de
F6304.

En particular, un nucleo de 6xido de hierro mixto monodominio y multidominio Fe;Os/FesO4 muestra una elevada
capacidad de respuesta y propiedades de acumulacion en las aplicaciones de orientacién magnética y, por lo tanto,
representa una realizacion preferente de la presente invencion.

El &cido graso comprendido en el recubrimiento de la composicion farmacéutica de la presente invencién es acido
laurico con el fin de conseguir los mejores resultados referentes a la estabilidad del estado de dispersion de la
composicion farmacéutica, de la capacidad de carga con un agente y de la estabilidad de la adherencia de dicho
agente a la superficie del nucleo de las particulas.

Segun una realizacion especificamente preferente, la composicién farmacéutica comprende los nucleos de particula
de Fe;0O3/Fe3z04 anteriormente indicados, recubiertos con acido laurico. Dicha realizacion es accesible de una
manera sencilla y proporciona caracteristicas magnéticas y de carga favorables.

Segun la invencion, los nucleos de las particulas anteriormente indicados se recubren con 25 a 45 partes en peso
del acido graso anteriormente indicado respecto a 100 partes en peso de nucleo de particula. Con el fin de equilibrar
la capacidad de carga y la estabilidad de la carga resulta preferente recubrir los nicleos de las particulas con 25 a
35 partes en peso del acido graso por cada 100 partes en peso de nucleo de las particulas.

La composicion farmacéutica de la invencién preferentemente presenta un potencial Zeta en un medio de dispersion
acuoso de entre -15 y -45 mV. Con un potencial Zeta comprendido dentro de dicho intervalo, resulta estabilizado el
estado de dispersién de la composicion farmacéutica segun la invencion. Este efecto resulta todavia mas mejorado
para las particulas magnéticas anteriormente indicadas que muestran un potencial Zeta comprendido en el intervalo
de entre -20 y -35 mV.

La composiciéon farmacéutica de nanoparticulas puede funcionalizarse con un agente de una manera sencilla. En
cualquier caso, resulta esencial para la presente invencion que los nucleos de particula comprendan el recubrimiento
de acido graso, ya que de otro modo no puede conseguirse una adherencia estable del agente en una cantidad
suficiente.
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Las particulas magnéticas anteriormente indicadas comprenden ademas el agente mitoxantrona, que se adhiere
directamente a la superficie del nucleo de las particulas y al interior de los agregados de nucleos de particula
mediante interaccion electrostatica. Desde el punto de vista de garantizar la adherencia mediante interaccion
electrostdtica de una manera estable en una cantidad elevada, dicho agente estd constituido de un esqueleto
aromatico que comprende por lo menos un heteroatomo.

Segun una realizaciéon especificamente eficiente, tal como se ilustra en la fig. 6, la composicion farmacéutica
comprende los nucleos de particula de Fe;Os/FesO4 anteriormente indicados, que se encuentran recubiertos con
acido laurico y en los que se adhiere mitoxantrona a la superficie de los nucleos de las particulas.

Segun la invencion, el agente anteriormente indicado preferentemente se carga con una cantidad de por lo menos
0,1 partes en peso por cada 100 partes en peso de nucleo de particula. Mas eficientemente, las particulas se cargan
con por lo menos 1 parte en peso y mas preferentemente con por lo menos 2 partes en peso del agente por cada
100 partes en peso de nucleo de particula. Resulta preferente cargar el maximo de agente en los nucleos de las
particulas con el fin de reducir la cantidad total de composicion farmacéutica que debe administrarse.

La composicién farmacéutica de la invencion comprende ademas un medio de dispersion que forma un denominado
ferrofluido. Dicho medio es un medio acuoso. Dicho medio acuoso puede incluir agente tamponador, sales y
dispersantes bajo la premisa de que dichos constituyentes son farmacéuticamente aceptables. Al proporcionarse en
forma de un ferrofluido, la composicion farmacéutica de la invencién puede administrarse muy eficientemente y
resulta bien tolerada.

La dispersion presenta un contenido de sodlidos de entre 8 y 25 mg/ml. Un contenido de sélidos en el intervalo
anteriormente indicado resulta bien tolerado por un sujeto bajo tratamiento con la composicion.

La composicidon farmacéutica preferentemente comprende particulas magnéticas con un tamafo de particula inferior
a 220 nm segun medicion mediante dispersidon hidrodinamica de laser en un estado monodisperso o multidisperso
en un medio acuoso. En el caso de que el tamafo de particula sea superior a 220 nm, existe el peligro de que las
particulas se acumulen en el higado y el bazo, y se evita la formacién de agregados de mayor tamafio que conducen
a la embolizacion. Resulta preferente que las particulas magnéticas presenten un tamario de particula inferior a 180
nm, o incluso inferior a 140 nm. Al mostrar un tamafio de particula inferior a dichos intervalos, las particulas
magnéticas de la presente invencion presentan propiedades de difusion en el tejido adicionalmente mejoradas. Por
otra parte, resulta preferente que las particulas magnéticas de la composicion presenten un tamafio de particula de
por lo menos 5 nm, preferentemente superior a 10 nm, con el fin de garantizar que las particulas magnéticas
respondan correctamente a un campo magnético externo.

Aparentemente, la composicién farmacéutica segun la invencidon presenta el beneficio de estar disefiada para
indicaciones terapéuticas especificamente para enfermedades regionales y locales.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que porta el agente terapéutico tal
como se ha indicado anteriormente, para la utilizacion como medicamento como primera indicacion médica.

En todavia otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica tal como se ha indicado
anteriormente, para la utilizacion en el tratamiento del cancer mediante orientacion magnética del farmaco utilizando
un campo magnético externo como segunda indicacion médica. La composicion farmacéutica de la invencion resulta
especialmente adecuada para portar agentes altamente téxicos frente a un area de enfermedad local al aprovechar
las propiedades magnéticas de la composicidn de particulas en respuesta a un campo magnético externo.

La composicién farmacéutica para la utilizacion en el tratamiento del cancer mediante orientacion magnética de
farmaco puede administrarse, segun el tipo de tejido diana y la naturaleza del farmaco, en una cantidad
terapéuticamente eficaz mediante cualesquiera métodos conocidos, incluyendo cualesquiera métodos de inyeccion.
Sin embargo, los presentes inventores han encontrado que una aplicacion intraarterial de la composicion
farmacéutica resulta especialmente favorable. En el caso de que se administre la composicién farmacéutica por via
intraarterial, resulta posible evitar que las barreras metabdlicas interfieran con una acumulacién eficaz de las
nanoparticulas en el tejido diana. Ademas, mediante la aplicacién intraarterial se evita el peligro de trombosis
inducida por las nanoparticulas.

Ademas, resulta preferente determinar el posicionamiento y la vascularizacion del tejido diana y la posiciéon para
acceder al sistema arterial mediante la obtencién de imagenes angiograficas, por ejemplo mediante Dyna-CT, antes
de la aplicacion de la composicidon. Tras la determinacion para el acceso al sistema arterial, la composicion
farmacéutica puede administrarse mediante tecnologia de catéter, garantizando que la composicién farmacéutica de
nanoparticulas inyectada pueda acumularse en el tejido diana mediante un campo magnético externo de una
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manera muy eficiente. De acuerdo con lo anterior, sélo se requiere una fraccion de la dosis sistémica estandar para
conseguir un resultado terapéutico todavia mejor.

La composicién farmacéutica para la utilizacion en el tratamiento del cancer mediante orientacion magnética de
farmacos utilizando un campo magnético externo preferentemente se administra en una cantidad terapéuticamente
eficaz que se ajusta mediante el seguimiento en linea del tejido diana. Por lo tanto, en el caso de que la composicién
farmacéutica contenga un agente de seguimiento resulta posible obtener una imagen de la acumulaciéon de la
composicion en el tejido diana y detener el suministro continuo de la composicion farmacéutica en el caso de que no
pueda identificarse ninguna acumulacion adicional. De esta manera resulta posible evitar la administracion de una
cantidad excesiva de la composicidn farmacéutica.

La composicién puede administrarse de una vez en el caso de que ello resulte en el éxito terapéutico deseado. Sin
embargo, en el caso de que resulte necesaria una administracion repetida, segun podria indicar el seguimiento
angiografico y basado en MRT, la administracion puede repetirse tantas veces como resulte necesario. Mediante el
seguimiento sucesivo del inicio y éxito de la terapia resulta posible evitar la administracion de una cantidad excesiva
de agentes toxicos, evitando efectos secundarios no deseables.

En el caso de que se utilice para el tratamiento del cancer utilizando la orientacion magnética de los farmacos, la
composicion farmacéutica de la invencion preferentemente se guia al tejido diana y se acumula en el mismo
mediante la aplicacidén de un gradiente de campo magnético externo. Con el fin de conseguir los mejores resultados
de acumulacion resulta preferente que el gradiente de campo magnético presente una elevada densidad de flujo
magnético, comprendida entre 0,5 y 1,5 T, preferentemente de aproximadamente 1 T, y un gradiente de campo
magnético de entre 10 y 90 T/m, preferentemente superior a 30 T/m o incluso superior a 60 T/m.

Preferentemente, la composicion farmacéutica se guia al tejido diana y se acumula en el mismo mediante un campo
magnético multidireccional que es espacialmente variable, preferentemente mediante diferentes zapatas de polo. En
el caso de que sea espacialmente variable, la presente invenciéon puede guiar con precisiéon y acumular la
composicion farmacéutica en tejido diana de diversas apariencias de un modo muy preciso.

Aparentemente, las etapas de método anteriormente indicadas no se encuentran limitadas al tratamiento del cancer
tal como se ha indicado anteriormente, sino que también pueden aplicarse a otras enfermedades regionales o
locales, tales como la arterioesclerosis, la artritis reumatoide y las inflamaciones (por ejemplo la osteomielitis).

Segun un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para preparar la composicion farmacéutica
anteriormente indicada. EI método comprende por lo menos las etapas de producir nanoparticulas magnéticas de
nucleo de 6xido de hierro, recubriendo los nucleos de las particulas con el acido graso acido laurico y cargando
mitoxantrona sobre la superficie de los nucleos de las particulas y/o en el interior de un agregado de nucleos de
particulas mediante interaccién electrostatica.

El método de preparacidon de los nucleos de las nanoparticulas magnéticas tal como se ha indicado anteriormente no
se encuentra especialmente limitado y se han descrito en la literatura multiples procedimientos de preparacion.
Desde el punto de vista de un procedimiento de preparacion sencillo y fiable de los nucleos de nanoparticula
especialmente adecuado para la presente invencion resulta preferente que las particulas de 6xido de hierro
anteriormetne indicadas se precipiten a partir de una soluciéon acuosa que contenga sales de hierro (ll) y de hierro
(1) mediante la adicién de una base, que puede ser una solucién de amonio. Lo anterior garantiza la obtencion de
particulas de 6xido de hierro de un tamario y estado de agregacion favorables de una manera sencilla y fiable.

Como sales de hierro (Il) y de hierro (lll) resultan especialmente adecuados los cloruros o los sulfatos de hierro.
Preferentemente, las sales de hierro (Il) y de hierro (Ill) se proporcionan en una proporcion molar de 2:3. Mediante el
ajuste de dicha proporciéon molar especifica la presente invencion puede producir particulas de nucleo de
Fe»03/Fez04 monodominio y multidominio que presentan propiedades magnéticas favorables de una manera fiable.

Los nucleos de nanoparticula magnética producidos de esta manera se recubren seguidamente con el acido graso.
Ello se lleva a cabo preferentemente bajo condiciones de temperatura elevada, con el fin de garantizara que las
moléculas de acido graso se unen covalentemente. Por lo tanto, los nicleos de nanoparticula preferentemente se
suspenden, particularmente preferentemente en un medio acuoso, y la temperatura preferentemente se eleva a 60°C
0 mas, preferentemente a 90°C o mas. La temperatura elevada preferentemente se mantiene constante durante
varios minutos, habitualmente entre 2 y 20 minutos. A continuacion, se deja que la suspension se enfrie lentamente
hasta la temperatura ambiente. El procedimiento de recubrimiento puede ser un procedimiento de una vez o puede
repetirse una o mas veces. Mediante la repeticion del procedimiento de recubrimiento por lo menos una vez resulta
posible incrementar la cantidad del recubrimiento del acido graso y, de esta manera, incrementar ademas
posteriormente la cantidad de recubrimiento del agente anteriormente indicado.
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Segun una realizacion especifica, las particulas de ndcleo de Fe;O3/FezsOs monodominio y multidominio
anteriormente indicadas se recubren con acido laurico, repitiendo preferentemente el procedimiento de recubrimiento
una vez.

El método de preparacién de la invencion preferentemente comprende ademas una etapa de autoclavado de la
composicion. Desde el punto de vista de la aplicacion in vivo, resulta altamente preferente o incluso necesario
autoclavar la composicion farmacéutica de manera que se satisfagan las elevadas exigencias de esterilidad. La
composicion farmacéutica segun la invencidn presenta la ventaja de que el recubrimiento que comprende un acido
graso es estable incluso bajo las condiciones de autoclavado aplicadas cominmente (por ejemplo 120°C,
sobrepresion de 1 bar, 20 min). Lo anterior implica que las caracteristicas de la composiciéon farmacéutica no
resultan modificadas por dicho procedimiento de autoclavado. En contraste con la técnica anterior, por ejemplo con
los recubrimiento poliméricos de almidoén, las nanoparticulas de la composicién farmacéutica de la invenciéon que
presentan un recubrimiento que comprende un acido graso conservan sus caracteristicas esenciales. Por lo tanto,
las nanoparticulas conservan sustancialmente su tamafo, el potencial Zeta y la capacidad de carga de los agentes
anteriormente indicados, en caso de esterilizarse utilizando un procedimiento de autoclavado. El autoclavado
preferentemente se aplica después de la etapa de recubrimiento de los nucleos de particula con el acido graso y
antes de la carga con el agente anteriormente indicado.

El método de preparacion de la composicion farmacéutica comprende la etapa de carga de las nanoparticulas, que
comprenden el recubrimiento de acido graso, con el agente mitoxantrona que comprende un esqueleto aromatico y
un heteroatomo. Dicho agente se adhiere directamente sobre la superficie de los nicleos de las particulas y/o en el
interior de un agregado de los nucleos de particula mediante interaccién electrostatica.

La etapa de carga preferentemente comprende diluir las particulas de nucleo magnético recubiertas con el fin de
obtener un estado de dispersion, homogeneizar la dispersién y anadir dicho agente a temperatura ambiente de
manera que se consiga una adhesién estable con una cantidad elevada. La dispersion preferentemente puede ser
una dispersion acuosa. Ademas, la homogeneizacion puede llevarse a cabo con ayuda de cualesquiera medios
convencionales adecuados, aunque resulta preferente homogeneizar la dispersion mediante tratamiento ultrasénico
desde el punto de vista de una sintesis sencilla. La temperatura para la etapa de carga no se encuentra
particularmente limitada pero no puede exceder una temperatura que entre en conflicto con la estabilidad del agente.
Resulta suficiente afiadir el agente a temperatura ambiente y la temperatura puede, por lo tanto, estar comprendida
entre 10°C y 35°C.

El método para preparar la composicion farmacéutica tal como se ha indicado anteriormente preferentemente
comprende ademas el método de separacion de las nanoparticulas, de manera que se eliminan las particulas y
aglomerados de particulas que presenten un tamafo de 200 nm o superior. Preferentemente, la etapa de separacion
elimina las particulas y aglomerados de particulas con un tamafo de 180 nm o superior. El método de separacion no
se encuentra especialmente limitado pero preferentemente puede llevarse a cabo mediante filtracion, ya que la
filtracion no requiere caros medios de separacién. Por ejemplo, la composicién de nanoparticulas puede filtrarse por
un filtro de jeringa de 0,8 pm y por un filtro de jeringa de 0,22 ym. La filtracién se lleva a cabo convencionalmente
tras la carga con el agente anteriormente indicado, de manera que la composicion farmacéutica filirada se encuentra
lista para la aplicaciéon posterior en un sujeto que debe tratarse. Sin embargo, ademas de dicha etapa final de
filtracion, también puede llevarse a cabo, por ejemplo, una etapa de filtracién antes de la etapa de recubrimiento con
el agente anteriormente indicado.

Un método de preparacion de la composicién farmacéutica de nanoparticulas también se ilustra esquematicamente
en la figura 1.

La presente descripcion proporciona un método para guiar a un tejido diana del sujeto y acumular en el tejido la
composicion farmacéutica anteriormente indicada que se encuentra contenida en el sujeto, mediante un gradiente de
campo magnético externo. El gradiente de campo magnético preferentemente presenta una elevada densidad de
flujo magnético, comprendida entre 0,5y 1,5 T, preferentemente de aproximadamente 1 T, y un gradiente de campo
magnético de entre 10 y 90 T/m, preferentemente superior a 30 T/m o incluso superior a 60 T/m.

Mediante dichos pardmetros del campo magnético resulta posible acumular con precisiébn la composicion
farmacéutica de nanoparticulas de la invencion en un tejido diana de cualquier forma. Por lo tanto, en comparacion
con, por ejemplo, los métodos convencionales basados en imanes permanentes, la invencion puede incrementar la
acumulacién de la composicidon en un area local de cualquier forma y tamano. El presente método permite tratar
terapéuticamente un tejido diana. De esta manera, el método representa una terapia que resulta adecuada para
cualquier tejido diana regional o local en cualquier sujeto. Por lo tanto, el tejido diana del que debe realizarse un
seguimiento o tratarse no se encuentra especificamente limitado y el método resulta adecaudo para cualquier
enfermedad regional o local, tal como arterioesclerosis, artritis reumatoide e inflamaciones.
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Preferentemente, el tejido diana en el método para guiar y acumular la composicién farmacéutica es un tumor. Por lo
tanto, resulta posible tratar terapéuticamente diversos tipos de cancer de un paciente.

El método para guiar y acumular tal como se ha indicado anteriormente resulta muy eficiente al aprovechar un
campo magnético que es multidireccional que es especialmente variable al presentar diferentes partes. En virtud de
esta constitucion resulta posible guiar y acumular la composicién de una manera muy precisa y eficaz.

En el método anteriormente descrito, la composicién farmacéutica se administra en el sujeto en una cantidad
terapéuticamente eficaz mediante cualesquiera métodos conocidos, incluyendo diversos métodos de inyeccion. La
cantidad eficaz depende del tipo de tejido diana, su tamafio y peso, asi como el tamafio y peso del sujeto que debe
tratarse. Evidentemente la cantidad eficaz depende ademas del agente que debe administrarse en el sentido de su
eficacia y toxicidad. Tal como se ha indicado anteriormente, resulta preferente administrar la composicion por via
intraarterial, desde el punto de vista de reducir la cantidad eficaz de la composicién farmacéutica, evitando
simultaneamente los efectos secundarios. Para la administracion intraarterial preferentemente se utiliza tecnologia
de catéteres. La composicion puede administrarse hasta una cantidad todavia tolerada por el sujeto bajo
tratamiento.

Preferentemente, el método se lleva a cabo de manera que la cantidad de composicidon farmacéutica que debe
administrarse se ajuste mediante el seguimiento en linea del tejido diana. De esta manera, se evalla en tiempo real
la acumulacién de la composicion farmacéutica en el tejido diana. Por lo tanto, en el caso de que el seguimiento en
linea revele que ya no se ha conseguido ninguna acumulacién adicional de la composiciéon farmacéutica, puede
detenerse la administracién para evitar la aplicacion de cantidades excesivas de la composicion farmacéutica.
Ademas, la composicién puede administrarse Unicamente una vez en caso de que ello resulte suficiente para el
inicio y progresion del éxito terapéutico, es decir, la remisién tumoral. Sin embargo, la administracion también puede
repetirse, preferentemente después de que el seguimiento angiografico o basado en MRT, revel que resulta
necesario prolongar la terapia para obtener el éxito terapéutico deseado.

El método anteriormente indicado resulta especialmente eficaz si se aprovecha la determinacion de la posicién y
vascularizacién del tejido diana y la posicion para acceder al sistema arterial, lo que puede conseguirse a partir de
imagenes angiograficas, por ejemplo mediante Dyna-CT. Tal como se ha indicado anteriormente, tras este
tratamiento de determinacion, puede administrarse la composicion farmacéutica de la presente invencién de una
manera muy precisa en un area de aplicacién designada, garantizando de esta manera que la maxima proporcién de
la composicion farmacéutica alcance realmente el tejido diana.

La composicion farmacéutica preferentemente se administra mediante tecnologia de catéteres, garantizando que la
composicion farmacéutica de nanoparticulas inyectada pueda acumularse posteriormente en el tejido diana
mediante un campo magnético externo de una manera muy eficiente. Como resultado, solo se requiere una fraccion
de la dosis sistémica estandar para conseguir el éxito terapéutico deseado.

A continuacién se describe en detalle la presente invencion basandose en ejemplos no limitativos.

Ejemplos

Las nanoparticulas y la composicién de la presente invencién se caracterizan y se determinan siguiendo los
procedimientos siguientes.

Dispersiéon hidrodinamica en capas

Diametro hidrodinamico: mediciones de dispersion laser dinamica (DLD, Nicomp 380 ZLS, Santa Barbara, CA, USA)
del diametro hidrodinamico de las particulas. Distribucion de tamanos del analisis Nicomp de distribuciéon ponderado
segun volumen (particulas solidas).

Parametros detallados:

Temperatura: 23°C Viscosidad del liquido: 0,933 CP
indice de refraccion del liquido: 1,33

Punto de ajuste de la intensidad: 300 kHz

Angulo de fibra externo: 90°

Angulo de dispersion: 90°

Potencial Zeta

Se mide el potencial Zeta utilizando el mismo aparato al indicado para las mediciones del diametro hidrodinamico
aunque en el modo potencial Zeta.
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Parametros detallados:

Temperatura: 23°C

Viscosidad del liquido: 0,933 CP

indice de refraccion del liquido: 1,33
Punto de ajuste de la intensidad: 300 kHz
Angulo de fibra externo: 18,9°

Angulo de dispersion: 14,06°

Constante dieléctrica: 78,5

Espaciado del electrodo: 0,4 cm
Intensidad de campo eléctrico: 10,5 V/icm

Autoclavado

H+P Varioklav E 400 EP-Z
Condiciones:

120°C, 1 bar de sobrepresioén, 20 min

Medicion de DRIFT

Espectrémetro Varian Excalibur FTS 3100 con una resolucién de 4 cm™.

Ejemplo 1

Se disolvieron 16,12 g de FeCl,* 4H,0 y 32,33 g de FeCl; * 6H20 (proporcién molar: 2:3) en 133 ml de agua. Bajo
agitacion se afadioé solucion de NH3 al 25% para precipitar las particulas de Fe,Os/FezO4. A continuacion, se
provocé la sedimentacion del precipitado de éxido de hierro mediante almacenamiento sobre un iman permanente y
se elimind el cloro mediante lavado del precipitado de 6xido de hierro con una soluciéon acuosa que contenia 1,3%
de NHa. A continuacion, se introdujo el éxido de hierro lavado en 200 ml de solucion de NH3 al 1,3% y se mezclo una
alicuota de 20 ml de dicho ferrofluido en bruto con 2,7 mmoles de acido laurico y se calentd a 90°C bajo agitacion.
Se mantuvo la temperatura constante a 90°C durante 4 minutos y seguidamente la mezcla se dejé enfriar hasta la
temperatura ambiente (AT=1°C/min). A continuacion, se diluyo el ferrofluido con agua hasta un volumen 8,5 veces el
volumen inicial, seguido del autoclavado. Una alicuota de este ferrofluido diluido (5 ml) se homogeneizé mediante
tratamiento ultrasénico y se afadieron 350 ml de mitoxantrona (MTO, contenido: 2 mg/ml) al ferrofluido. A
continuacion, se filtrd el ferrofluido funcionalizado a través de un filtro de jeringa de 0,8 um vy, posteriormente, a
través de un filtro de jeringa de 0,22 ym. El ferrofluido obtenido de esta manera se encuentra listo para la aplicacién
y presenta las caracteristicas siguientes:

Contenido de sdlidos:

10,92 mg/ml

Fracciones en masa de contenido de sélidos:

Acido graso: 28,8%; nucleo de dxido de hierro: 70,0%; MTO: 1.2%

Tamano de particula:

El tamafio de particula del ferrofluido se caracterizd mediante dispersion laser antes y después de la etapa final de
filtracion, tal como se ilustra en la figura 2 (el eje x proporciona el diametro de particula en nm y el eje y proporciona
la intensidad relativa del pico). Tal como se pone de manifiesto en la figura 2a, el ferrofluido no filtrado contiene tres
picos-fracciones de tamafos diferentes: P1a, P2a y P3a. En concreto, la fraccién pico P1a presentaba un diametro
medio de aproximadamente 20,7 nm (con una desviacion estandar de 1,4 nm (6,9%)) en una cantidad de 44,0% (en
volumen); la fraccién pico P2a presentaba un didametro medio de particula de 83,6 nm (con una desviacién estandar
de 11,7 nm (14,0%)) en una cantidad de 46,1% en volumen, y la tercera fraccién pico 3Pa presentaba un didmetro
medio de particula de 490,4 nm (con una desviacion estandar de 67,6 nm (13,8%)) en una cantidad de 9,9% en
volumen. Tras la filtracion (figura 2b), el ferrofluido contenia dos fracciones, picos 1Pb y 2Pb. En concreto, la fraccion
pico 1Pb presentaba un diametro medio de particula de 15,6 nm (con una desviacién estandar de 1,8 nm (11,4%))
en una cantidad de 73,0% en volumen y la fraccion pico 2Pb presentaba un diametro medio de particula de 83,4 nm
(con una desviacion estandar de 11,5 nm (13,8%)) en una cantidad de 27,0% en volumen.
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Potencial Zeta:
El ferrofluido filtrado presentaba un potencial Zeta comprendido en el intervalo de entre -25 y -30 mV.

Morfologia de particula:

Tal como se ilustra en la figura 3, una imagen obtenida mediante microscopia electrénica de transmision (MET)
revela que las particulas monodispersas y multidispersas presentan un tamafio maximo de aproximadamente 100
nm.

Modo de unién de acido graso y agente terapéutico:

El ferrofluido fue investigado mediante mediciones de rayos X de alta resolucion (espectroscopia fotoelectronica de
rayos X, XPS) para confirmar que el agente terapéutico se adheria directamente sobre la superficie de los nucleos
de las particulas y/o en el interior de agregados de los nucleos de las particulas mediante interaccion electrostatica.
En las figuras 4A a 4C se ilustra un espectro de XPS ejemplar. La fig. 4A muestra las curvas de sefial de 1 s de N
para la mitoxantrona pura (4a), mitoxantrona + nanoparticula (4b) y nanoparticula de Fe3O4 (4c). La fig. 4B muestra
las curvas de senal de 1 s de C para la mitoxantrona pura (4d), mitoxantrona + nanoparticula (4e) y nanoparticula de
FesO4 (4f). La fig. 4C muestra las curvas de sefial de 1 s de O para la mitoxantrona pura (4g), mitoxantrona +
nanoparticula (4h) y nanoparticula de FeszO4 (4i). De esta manera, las mediciones de XPS confirman la unién no
covalente de la mitoxantrona mediante el atomo de nitrégeno a la superficie de la nanoparticula. Se investigé
adicionalmente el ferrofluido mediante una medicién de DRIFT para confirmar que el acido graso se encontraba
unido al nucleo de particula mediante unién covalente. La fig. 5 muestra el espectro del ferrofluido puro (5a),
mientras que el espectro 5b muestra ferrofluido y acido laurico. La banda de absorcion a 1.450-1.500 nm indica el
enlace O-H, la banda de absorcion a 1.700 nm indica el enlace C=0 y la banda de absorcién a 2.900 nm indica el
enlace C-H del acido laurico. Aparentemente, la curva 5c¢ referente a ferrofluido + acido laurico + MTO es congruente
con el espectro 5b; no se encontraban presentes bandas de absorcién adicionales, poniendo de manifiesto que MTO
no presenta unién covalente.

Ademas, se investigé la solucion de sobrenadante mediante mediciones de HPLC, confirmando que la solucion de
sobrenadante contenia menos de 8% en peso de la mitoxantrona afiadida, poniendo de manifiesto que
practicamente la totalidad de la mitoxantrona se encontraba unida a las nanoparticulas.

Por consiguiente, una nanoparticula del presente Ejemplo presenta la constitucion ilustrada en la figura 6.
Estabilidad:

Se investigo la estabilidad de la composicion farmacéutica de nanoparticulas en medios diferentes para determinar
la cantidad liberada de mitoxantrona dependiente del pH. La tabla ilustra la liberacion de MTO en solucién de Ringer

tamponada tras 60 minutos para el ferrofluido del presente ejemplo y las particulas de referencia recubiertas con
dextrano.

Liberacién de
liberacion partl'culas.de
pH [%] refgrenma
recubiertas con
dextrano
7,172 1,6 31,7
5,945 1,6 42,2
5,403 1,8 61,9
4,146 3,7 86,3
3,13 37,7 87,9

Aparentemente, las particulas de la técnica anterior, tales como las particulas recubiertas con cisteina (datos no
mostrados) y las recubiertas con dextrano, liberan mucha mas mitoxantrona en comparacién con las nanoparticulas
magnéticas de la presente invencion que comprenden un recubrimiento de acido graso.

Esterilidad
La esterilidad de la composicion farmacéutica tras el autoclavado se confirmé mediante el método estandar de

determinacién de endotoxinas, que puso de manifiesto que la composicion estable era estéril incluso 14 dias
después de la incubacion.
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Modelo de arteria ex vivo:

Las propiedades de respuesta de la composicidén farmacéutica a un campo magnético externo se investigaron en un
modelo de arteria ex vivo. Se demuestra que la composicion farmacéutica se acumula en diferentes segmentos
arteriales de un modelo de arteria bajo la aplicacién de un gradiente magnético de 16 T/m en la zapata de un polo.
La fig. 8a ilustra una medicién de magnetorelaxometria (MRX) (SQUID) de la cantidad de particulas de 6xido de
hierro. La fig. 8b ilustra una medicion de HPLC del agente terapéutico mitoxantrona unido a las particulas de 6xido
de hierro. Tal como resulta evidente a partir de la figura 8, las nanoparticulas del Ejemplo 1 se acumulan en los
segmentos de arteria que presentan la distancia mas corta a la zapata del polo del electroiman y, de esta manera,
que presenta la influencia mas fuerte del campo magnético. En la fig. 8, el eje X proporciona la posicién de la zapata
del polo respecto a la arteria y en la direccidn de flujo de circulacién del tampén. El numero '0' indica la posicién bajo
la punta de la zapata del polo, mientras que -1 y +1 indican un segmento en posicion relativa antes y después de la
zapata del polo, respectivamente.

Distribucion bioldgica y biodegradacion:

Para los experimentos animales se utilizaron conejos blancos New Zealand. Los animales, que pesaban
aproximadamente 4,5 a 5,2 kg, se trataron (i.v.) con MTO unido a ferrofluido que contenia una cantidad de farmaco
de 10% en comparacion con la dosis sistémica habitual, que requiere 10 mg de MTO/m? de superficie corporal (n=5).
El otro grupo de estudio (n=6) recibid la dosis sistémica habitual de MTO pura. Tras 24 h, los animales fueron
sacrificados y se recolectaron los érganos. Se procesaron érganos completos de higado y rifién y se extrajo la MTO
para el andlisis de HPLC [4]. También se midieron homogenados de tejido con SQUID.

Resultados

Las mediciones de HPLC mostraban un elevado enriquecimiento en MTO en los rifiones en ambos modos de
aplicacion (fig. 9). La aplicacion de farmaco mediada por nanoparticulas influyd drasticamente en la distribucion
biolégicamente de MTO tras la inyeccion i.v. La aplicaciéon de MTO pura (fig. 9A, diagrama izquierdo) condujo a 190
ng/g en el tejido hepatico y 8.500 ng/g en el tejido renal. La administracién guiada por nanoparticulas de MTO (fig.
9A, diagrama derecho) condujo a una concentracion de MTO de 86 ng/g en el higado y de 540 ng/g en los rifiones.
Con este modo de aplicacion, el enriquecimiento en MTO en los rifiones sélo fue 6 veces mayor que en el higado, en
comparacién con una acumulacién incrementada en 44 veces tras la inyeccion i.v. pura. El cambio en la relacién de
enriquecimiento de MTO entre higado y rifiones se debe al sistema reticulo-endotelial (SRE), que atrapa particulas
no solubilizadas del flujo sanguineo. Ademas, segun la figura 9B, el SRE condujo a un enriquecimiento de las
nanoparticulas magnéticas en el higado, confirmado por el analisis de SQUID (MRX) del éxido de hierro, que detecto
mas de 35 mg/g de 6xido de hierro en el higado, pero sélo trazas de menos de 1 mg/g en los rifiones. Sin embargo,
la cantidad de MTO no es proporcional al hierro detectado en el higado, lo que conduce a la sospecha de que la
MTO resulta liberada de las particulas durante su degradacion.

Ejemplo 2

La composicion de nanoparticulas del Ejemplo 1 se utilizé para una terapia tumoral mediante orientacién magnética
del farmaco bajo las condiciones siguientes.

Aplicacién:
Campo magnético: voltaje: 30 V; A: 70 A Campo de 1 T con un gradiente de 72 T/m en la zapata del polo
Animal A

Conejo con carcinoma de células escamosas VX 2 Peso: 3,9 kg Dosis aplicada: 1,5 ml de ferrofluido; cantidad de
mitoxantrona (MTO)=0,198 mg, que corresponde a 8,3% de la dosis sistémica convencional.

Animal B

Conejo con carcinoma de células escamosas VX 2 Peso: 3,15 kg Dosis aplicada: 1,56 ml de ferrofluido; cantidad de
mitoxantrona (MTO)=0,22 mg, que corresponde a 10,5% de la dosis sistémica convencional.

En ambos animales se administré el ferrofluido del Ejemplo 1 por via intraarterial con una canula intravenosa (IV)
durante 10 min. A continuacion se aplicé el campo magnético durante 5 min tras la inyeccion.

Se tratdé un tercer animal con una diluciéon 1:500 del ferrofluido para la obtencién de imagenes de MRT de la

distribucién biolégica en este conejo. Las imagenes de MRT confirmaron que el ferrofluido se habia acumulado
eficientemente en el tumor diana de una manera eficiente (datos no mostrados).
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Tal como se ilustra en la figura 11, las imagenes angiograficas de Dyna-CT permiten observar que la presente
terapia conduce a una remisién completa del tumor tras Unicamente una aplicacion de la composicidon farmacéutica
de nanoparticulas (ferrofluido) del Ejemplo 1 en una dosis correspondiente a 7-10% de la dosis sistémica
convencional.

Ejemplo 3

Se repitio el procedimiento de preparacion del Ejemplo 1. Sin embargo, se traté una alicuota de 40 ml del ferrofluido
en bruto mediante ultrasonidos (Bandelin Sonorex Digitec) sin aplicacion de un tratamiento térmico. A continuacion,
se afiadieron 1,066 g de acido laurico, la mezcla se calenté a 90°C bajo agitacion y manteniendo la temperatura
durante 4 min. A continuacion, se enfrid lentamente la suspension y se repiti® una vez el procedimiento de
recubrimiento (1,066 g de acido laurico, 90°C durante 4 min). A continuacion, se permiti6 que la suspension se
enfriase lentamente hasta la temperatura ambiente bajo agitacién continua. A continuacién, la suspension se diluyd
con agua hasta 8,5 veces el volumen (170 ml). Tras el autoclavado, se homogeneizaron dos veces en un bafio
ultrasénico 6 ml del ferrofluido que se recubria con acido laurico. Se introdujeron 5,0 ml del ferrofluido recubierto en
un recipiente de 50 ml y se agité con vortex. Bajo agitacion se afiadieron gota a gota 350 ml de solucién de
mitoxantrona (lista para el uso farmacéutico, 2 mg/ml).

El ferrofluido resultante se caracterizé tal como se indica en el Ejemplo 1, anteriormente.

El ferrofluido del Ejemplo 3 caracterizado de esta manera presentaba un contenido de sélidos de 10,92 mg/ml. Las
fracciones masicas del contenido de sélidos eran de 30,25% de &cido graso, 68,50% de nucleo de 6xido de hierro y
1,25% de MTO.

Ademas, el ferrofluido filtrado presentaba un potencial Zeta comprendido en el intervalo de entre -25 y -30 mV y las
particulas monodispersas y multidispersas presentaban un tamafio maximo de aproximadamente 100 nm (una
primera fraccién pico que presentaba un diametro medio de aproximadamente 11,0 nm con una desviacién estandar
de 0,7 nm en una cantidad de 86,2% en volumen, y una segunda fraccion pico que presentaba un diametro medio
de particula de 80,2 nm con una desviacién estandar de 9,1 nm en una cantidad de 13,8% en volumen). Ademas, la
solucion de sobrenadante del ferrofluido contenia menos de 8% en peso de la mitoxantrona afiadida.

Conclusién

La presente invencién combina sinérgicamente la composicion farmacéutica anteriormente indicada y el método
especificamente adaptado anteriormente indicado para la guia y acumulacion de dicha composicién en un tejido
diana. Aunque resulta adecuada para enfermedades regionales y locales de diversos tipos, resulta evidente que la
composicion farmacéutica y el método para su acumulacidon aprovechan plenamente sus capacidades en el
tratamiento de los tumores.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion farmacéutica adecuada para la orientacion magnética, comprendiendo la composiciéon
nanoparticulas magnéticas, un medio de dispersion acuoso que presenta un contenido de sdlidos de entre 8 y 25
mg/ml, comprendiendo las particulas un nucleo de particula magnética y un recubrimiento que comprende un acido
graso, en el que el acido graso es acido laurico y en el que los nucleos de las particulas se recubren con 25 a 45
partes en peso del acido graso por cada 100 partes en peso de nucleo de la particula, en el que el nucleo de las
particulas es un 6xido de hierro, y en el que las particulas magnéticas comprenden ademas mitoxantrona, que se
adhiere directamente sobre la superficie de los nucleos de las particulas y/o en el interior de un agregado de los
nucleos de particula mediante interaccién electrostatica.

2. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el nucleo de particula es Fe;Os/FezO4
monodominio y multidominio.

3. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1 6 2, en la que las particulas magnéticas presentan un
tamafo de particula inferior a 220 nm segun medicion mediante dispersion hidrodinamica de laser en un estado
monodisperso o multidisperso en un medio acuoso.

4, Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la utilizaciéon como
medicamento.

5. Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la utilizacién en el
tratamiento del cancer mediante la orientacién magnética de farmacos utilizando un campo magnético externo.

6. Composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 5, en la que la composicién se
administra por via intraarterial en una cantidad terapéuticamente eficaz y/o en la que el posicionamiento y la
vascularizaciéon del tejido diana y el posicionamiento para acceder al sistema arterial se determinan a partir de
imagenes angiograficas.

7. Composicion farmacéutica para la utilizacion la reivindicacion 5 6 6, en la que la cantidad de la composicién
farmacéutica que debe administrarse se ajusta mediante el seguimiento en linea del tejido diana y/o en la que la
composicion se administra de una vez o mediante la administracién repetida, preferentemente tras el seguimiento
angiografico y basado en MRT.

8. Composicion farmacéutica para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en la que la
composicion farmacéutica se guia al tejido diana mediante la aplicacion de un gradiente de campo magnético
externo que presenta una densidad de flujo magnético elevada, de entre 0,5 y 1,5 T, y un gradiente de campo
magnético de entre 10 y 90 T/m.

9. Método para preparar una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
comprendiendo el método por lo menos las etapas siguientes:
- producir nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro a modo de dichos nucleos de particula,
- recubrir dichos nucleos de particula con acido laurico por lo menos una vez, y
- cargar mitoxantrona sobre la superficie de los nucleos de particula y/o en el interior de un agregado de los
nucleos de particula mediante interaccion electrostatica.

10. Método para preparar una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que las nanoparticulas
son particulas de 6xido de hierro que se precipitan en una solucién acuosa que contiene sales de hierro (Il) y de
hierro (lll) mediante la adicion de una base.

11. Método para preparar una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 9 6 10, en la que el método
comprende ademas una etapa de autoclavado de la composicion.

12. Método para preparar una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el

que el método comprende ademas la etapa de separar las nanoparticulas de manera que se eliminen las particulas
y/o aglomerados de particulas con un tamafio de 220 nm o superior.
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Fig. 1
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Fig.2
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Fig. 3
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Fig. 4
I
A 12000 Wos da
- = mitoxantrona pura
F ‘ﬂ? ——— mitoxantrona + nanoparticulas
145 — d¢ —— nanoparticulas de Fe,0,

2 10+
3
=
E 10,5 —

100 -

&

I I 1 I 1 1 : i I i 1
408y 404 402 400 08 356 84 agz2 300
Energla de unién (eV)

B gogp- CTe
4d. — mitoxantrona pura
4@ - mitoxantrona + nanoparticulas
AF - nanoparticulas de Fe,0,
5000 — :
4
E 40300 —
g
iy
2000 —
Energia de unidn (eV)
0x10%
shi Ots
4&"*“'-’ mitoxantrona pura
& — 4h-—- mitoxantrona + nanoparticulas
41 nanoparticulas de Fe,0,
rl
ERN B
3
| “
4 -
i 4h
~ F r - . 4
i
Energlia de unidn (eV)

20



Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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