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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que contiene una nanoparticula de estatina encapsulada
Campo de la invencion

La presente invencién proporciona una nueva estrategia terapéutica basada en nanotecnologia para
neovascularizacion. Dichas nanoparticulas cargadas con estatina permiten la liberacion local de estatina y, por tanto,
mejoran la eficacia terapéutica de varios tipos de enfermedades que se pueden tratar con estatinas, tales como la
neovascularizacion isquémica.

Antecedentes de la invencion

La estatina inhibe la HMG-CoA reductasa, que es una enzima determinante de le velocidad en la biosintesis del
colesterol en el higado. Por tanto, la estatina potencia la captacion de colesterol desde la sangre al higado, lo que
tiene como resultado una reduccion significativa de la concentracion de colesterol en sangre y de los niveles séricos
de triglicéridos. Las estatinas incluyen, por ejemplo, pravastatina, simvastatina, fluvastatina, atorvastatina,
pitavastatina, rovastatina y similares, en particular Lipitor (TM).

En estudios recientes se ha demostrado que, ademas del tratamiento de la hiperlipidemia, las estatinas son utiles en
el tratamiento del acné y/o el envejecimiento de la piel (véase, la patente de referencia 1); pueden incrementar la
vasodilatacion y la relajacion de los vasos sanguineos mediadas por el 6xido nitrico (NO) (véase la patente de
referencia 2); y pueden ayudar a prevenir un segundo infarto de miocardio y otros adicionales posteriores (véanse
las patentes de referencias 3 y 4).

Asimismo, las estatinas se pueden usar para estimular la angiogénesis en los tejidos y dichas estatinas son utiles
para tratar afecciones en las que es deseable el crecimiento de nuevos vasos sanguineos (véase la patente de
referencia 5). Esto incluye: (1) aumentar el ndmero y la funcidn de las células progenitoras endoteliales (CPE), (2)
estimular la incorporacién de CPE en tejidos isquémicos/dafiados y (3) acelerar la regeneracion/cicatrizacion de
tejidos dafiados.

Referencias

Referencia de patente 1: Patente de EE.UU. N° 5.902.805
Referencia de patente 2: Documento WO 99/18952
Referencia de patente 3: Patente de EE.UU. N° 5.674.893
Referencia de patente 4: Patente de EE.UU. N° 5.622.985
Referencia de patente 5: Documento W001/93806

Sumario de la invenciéon

No obstante, estos efectos beneficiosos se han obtenido como resultado de la administraciéon “sistémica” de
estatinas y se observan exclusivamente a dosis extremadamente mayores que las usadas en las situaciones clinicas
habituales. Al administrar estatinas “sistémicamente”, existe el problema de un riesgo incrementado de efectos
adversos causados por las estatinas, tales como rabdomiolisis y trastornos hepaticos. De acuerdo con lo anterior,
existe la necesidad de la administracion “local” de una cantidad clinicamente aceptable de estatinas con el fin de
evitar o reducir dichos efectos adversos.

Ahora, el inventor ha descubierto que la estatina se puede liberar mediante nanoparticulas usando tecnologia de
nanoparticulas poliméricas biodegradables y la liberacion local mediada por nanoparticulas de estatinas a un
intervalo de dosis clinica mejora el efecto terapéutico sobre la neovascularizacion isquémica. El término
administracion “local”, usado en el presente documento, significa no solo las administraciones topicas tales como la
administracion transdérmica u oftalmica, sino también una administracion oral para liberar la sustancia farmacolégica
de forma selectiva a, por ejemplo, tejidos isquémicos y a otros tejidos para su tratamiento oral.

Las nanoparticulas cargadas con estatina de la presente invencion pueden mostrar una liberacién intracelular
prolongada de la estatina en un tejido especifico y un efecto terapéutico estimulando la neovascularizacion sin los
potenciales efectos secundarios, tales como rabdomiolisis y trastornos hepaticos.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra nanoparticulas cargadas con FIT inyectadas por via intramuscular en la pata trasera tras la

induccion de isquemia en la pata trasera. Las nanoparticulas cargadas con FIT son captadas por las células
musculares y los tejidos intestinales y permanecieron durante siete dias.
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La Figura 2 muestra las mediciones del flujo sanguineo en las extremidades (puntas de flecha indican el lado
isquémico) con Doppler laser el dia 14 tras la administracion intramuscular de atorvastatina o la correspondiente
cantidad de nanoparticulas cargadas con atorvastatina al musculo isquémico de la pata trasera tras la induccion
de isquemia en la pata trasera. Se obtuvo un flujo sanguineo mejorado en el lado isquémico mediante las
nanoparticulas cargadas con atorvastatina.

La Figura 3 muestra las proporciones en el flujo sanguineo entre el lado isquémico y el lado normal, donde el
flujo sanguineo de la pata trasera se determiné mediante Doppler laser los dias 0 (inmediatamente después de la
cirugia), 3, 7 y 14. Las nanoparticulas cargadas con atorvastatina dieron como resultado una mejora significativa
del flujo sanguineo tras el dia 7. Solo la atorvastatina y solo el PLGA son comparables con el grupo sin
tratamiento. Frente al grupo son tratamiento, *: P < 0,05y **: p < 0,01, N = 8 a 12. #: sin tratamiento, m: PLGA,
A : atorvastatina, x: PLGA-Ato, *: PEG/CS-Ato.

La Figura 4 muestra el aspecto histoldgico del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de la
pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con atorvastatina, se muestra la regién de necrosis mas
pequefia mediante tincion con HE (region enmarcada por las flechas).

La Figura 5 muestra el aspecto histoldgico del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de la
pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con Atorvastatina se muestra un incremento significativo de
células positivas para cd31 mediante inmunotinciéon contra CD31, que es un marcador endotelial, lo que sugiere
un incremento de la angiogénesis. Solo la atorvastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin tratamiento.

La Figura 6 muestra la evaluacion histologica del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de
la pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con Atorvastatina se muestra un incremento significativo
de células positivas para cd31 mediante inmunotincion contra CD31, que es un marcador endotelial, lo que
sugiere un incremento de la angiogénesis. Solo la atorvastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin
tratamiento.

La Figura 7 muestra el aspecto histolégico del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de la
pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con atorvastatina se muestra un incremento significativo de
la estructura vascular que tiene un diametro de aproximadamente 20 pm, lo que sugiere un incremento de la
angiogénesis funcional. Solo la atorvastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin tratamiento.

La Figura 8 muestra la evaluacion histologica del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de
la pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con atorvastatina se muestra un incremento significativo
de la estructura vascular que tiene un diametro de aproximadamente 20 pm, lo que sugiere un incremento de la
angiogénesis funcional. Solo la atorvastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin tratamiento.

La Figura 9 muestra las mediciones del flujo sanguineo en las extremidades con Doppler laser el dia 14 tras la
administracion intramuscular de pitavastatina o la correspondiente cantidad de nanoparticulas cargadas con
pitavastatina al musculo isquémico de la pata trasera tras la induccion de isquemia en la pata trasera. Se obtuvo
un flujo sanguineo mejorado en el lado isquémico mediante las nanoparticulas cargadas con pitavastatina.

La Figura 10 muestra las proporciones en el flujo sanguineo entre el lado isquémico y el lado normal, donde el
flujo sanguineo de la pata trasera se determina mediante Doppler laser los dias 0 (inmediatamente después de la
cirugia), 3, 7 y 14. Las nanoparticulas cargadas con pitavastatina dieron como resultado una mejora significativa
del flujo sanguineo tras el dia 7. Solo la pitavastatina y solo el PLGA son comparables con el grupo sin
tratamiento. Frente al grupo son tratamiento, *: P < 0,05y **: p < 0,01, N = 8 a 12. #: sin tratamiento, m: PLGA,
A : pitavastatina, x: PLGA-Pit, *: PEG/CS-Pit.

La Figura 11 muestra el aspecto histoldgico del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de la
pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con pitavastatina se muestra un incremento significativo de
células positivas para cd31 mediante inmunotincion contra CD31, que es un marcador endotelial, lo que sugiere
un incremento de la angiogénesis. Solo la pitavastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin tratamiento.

La Figura 12 muestra la evaluacion histoldgica del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia
de la pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con pitavastatina se muestra un incremento
significativo de células positivas para cd31 mediante inmunotincion contra CD31, que es un marcador endotelial,
lo que sugiere un incremento de la angiogénesis. Solo la pitavastatina y solo el PLGA son comparables al grupo
sin tratamiento.

La Figura 13 muestra el aspecto histolégico del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia de la
pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con pitavastatina se muestra un incremento significativo de
la estructura vascular positive a a-SMA (o-actina de musculo liso), lo que sugiere un incremento de la
angiogénesis funcional. Solo la pitavastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin tratamiento.
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La Figura 14 muestra la evaluacion histoldgica del musculo de la pata trasera el dia 14 después de la isquemia
de la pata trasera. En el grupo de nanoparticulas cargadas con pitavastatina se muestra un incremento
significativo de la estructura vascular positive a a-SMA (a-actina de musculo liso), lo que sugiere un incremento
de la angiogénesis funcional. Solo la pitavastatina y solo el PLGA son comparables al grupo sin tratamiento.

La Figura 15 muestra las proporciones entre la region isquémica y la region normal en la pata trasera donde se
ha inyectado por via intramuscular Unicamente nanoparticulas, Unicamente pitavastatina (0,4, 4, 20 mg/kg) o
PLGA-pitavastatina tras la isquemia de la pata trasera los dias 3, 7 y 14. Dosis altas de pitavastatina no tienen
como resultado angiogénesis, aunque las nanoparticulas cargadas con pitavastatina pueden producir
angiogénesis. 4. PLGA-Pit, A: 0,4 mg/kg de pitavastatina, m: 4 mg/kg de pitavastatina, x: 20 mg/kg de
pitavastatina.

La Figura 16 muestra la evaluacion del nimero de vascular usando pruebas de imagen angiografica 35 dias
después de producir la isquemia.

La Figura 17 muestra la proporcion de la presion parcial de oxigeno en sangre arterial y venosa entre antes y
después de ejercicio muscular en conejos japoneses del grupo tratado con PLGA-Pit 35 dias después de
producir isquemia. Entre ejercicio no se mostraron incrementos de la proporcion de la presion parcial en sangre
arterial y venosa.

La Figura 18 muestra la proporcion de la presion parcial de oxigeno en sangre arterial y venosa entre antes y
después de ejercicio muscular en conejos japoneses del grupo tratado con PLGA-FITC 35 dias después de
producir isquemia. Entre ejercicio se mostraron incrementos de la proporcion de la presion parcial en sangre
arterial y venosa.

La Figura 19 muestra la proporcion de la presion parcial de oxigeno en sangre arterial y venosa entre antes y
después de ejercicio muscular en conejos japoneses del grupo tratado con Pit 35 dias después de producir
isquemia. Entre ejercicio se mostraron incrementos de la proporcion de la presion parcial en sangre arterial y
venosa.

La Figura 20 muestra la proporcion de la presion parcial de oxigeno en sangre arterial y venosa entre antes y
después de ejercicio muscular en conejos japoneses del grupo no tratado (al que se administr6 PBS) 35 dias
después de producir isquemia. Entre ejercicio se mostraron incrementos de la proporcion de la presion parcial en
sangre arterial y venosa.

La Figura 21 muestra la proporcién (%) de células precursoras endoteliales vasculares (PCE) en leucocitos de
sangre periférica de ratones no isquémicos (control) asi como del grupo no tratado y del grupo al que se
administraron nanoparticulas cargadas con pivastatina el dia 14 después de producir isquemia. Se entiende que
la actividad angiogénica resultante de la administracion de nanoparticulas cargadas con pivastatina es dominante
en la region isquémica debido a la liberacion local en lugar de lo que se observa sistémicamente, incluyendo en
la médula 6sea.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En un aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicién farmacéutica que comprende nanoparticulas
cargadas con estatina, donde dicha estatina esta encapsulada en nanoparticulas biocompatibles que comprenden
copolimero de poli-lactida-glicolida y que tienen un tamario de particula media promedio en numero, determinado
mediante el método de dispersion de luz, de 1.000 nm o menor, para usar en un método de tratamiento o prevencion
de afecciones asociadas con la HMG-CoA reductasa seleccionadas de gangrena, heridas quirtrgicas o de otro tipo
que requieren neovascularizacion para facilitar la cicatrizacion, sindrome de Buerger, hipertension pulmonar,
enfermedades isquémicas y heridas quirirgicas caracterizadas por una reduccién de la microvasculatura.

Las estatinas incluyen cualquier compuesto conocido como inhibidor de la HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A) reductasa, por ejemplo los descritos en la patente de EE.UU. N° 5.622.985; la patente de EE.UU. N°
5.135.935; la patente de EE.UU. N° 5.356.896; la patente de EE.UU. N° 4.920.109; la patente de EE.UU. N°
5.286.895; la patente de EE.UU. N° 5.262.435; la patente de EE.UU. N° 5.260.332; la patente de EE.UU. N°
5.317.031; la patente de EE.UU. N° 5.283.256; la patente de EE.UU. N° 5.256.689; la patente de EE.UU. N°
5.182.298; la patente de EE.UU. N° 5, 369, 125; la patente de EE.UU. N° 5.302.604; la patente de EE.UU. N°
5.166.171; la patente de EE.UU. N° 5.202.327; la patente de EE.UU. N° 5.276.021; la patente de EE.UU. N°
5.196.440; la patente de EE.UU. N° 5.091.386; la patente de EE.UU. N° 5.091.378; la patente de EE.UU. N°
4.904.646; la patente de EE.UU. N° 5.385.932; la patente de EE.UU. N° 5.250.435; la patente de EE.UU. N°
5.132.312; la patente de EE.UU. N° 5.130.306; la patente de EE.UU. N° 5.116.870; la patente de EE.UU. N°
5.112.857; la patente de EE.UU. N° 5.102.911; la patente de EE.UU. N° 5.098.931; la patente de EE.UU. N°
5.081.136; la patente de EE.UU. N° 5.025.000; la patente de EE.UU. N° 5.021.453; la patente de EE.UU. N°
5.017.716; la patente de EE.UU. N° 5.001.144; la patente de EE.UU. N° 5.001.128; la patente de EE.UU. N° 4.997,
837; la patente de EE.UU. N° 4.996.234; la patente de EE.UU. N° 4.994.494; |a patente de EE.UU. N° 4.992.429; |la
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patente de EE.UU. N° 4.970.231; la patente de EE.UU. N° 4.968.693; la patente de EE.UU. N° 4.963.538; la patente
de EE.UU. N° 4.957.940; la patente de EE.UU. N° 4.950.675; la patente de EE.UU. N° 4.946.864; la patente de
EE.UU. N° 4.946.860; la patente de EE.UU. N° 4.940.800; la patente de EE.UU. N° 4.940.727; la patente de EE.UU.
N° 4.939.143; la patente de EE.UU. N° 4.929.620; la patente de EE.UU. N° 4.923.861; la patente de EE.UU. N°
4.906.657; la patente de EE.UU. N° 4.906.624; y la patente de EE.UU. N° 4.897.402. En particular se prefieren
pravastatina (patente de EE.UU. N° 4.346.227), simvastatina (patente de EE.UU. N° 4.444.784), fluvastatina (patente
de EE.UU. N° 4.739, 073), atorvastatina (patente de EE.UU. N° 5.273.995), pitavastatina, lovastatina (patente de
EE.UU. N° 4.231.938) y lipitor (TM), especialmente pitavastatina y atorvastatina.

Las nanoparticulas de la presente invencion pueden estar cargadas con una o mas estatinas. Como alternativa, las
nanoparticulas de la presente invencién pueden estar cargadas con una o mas estatinas, junto con otras sustancias
farmacéuticas. Dichas ofras sustancias farmacéuticas son agentes neovasculares, antibidticos, agentes
antiinflamatorios, vitaminas o sustancias farmacéuticas distintas a las que no es deseable coadministrar con
estatinas.

Las nanoparticulas de la presente invencién se preparan a partir de polimeros biocompatibles que comprenden
copolimero de acido lactico-acido glicdlico, especialmente PLGA o PEG/CS-PLGA (derivado
polietilenglicol/quitosano de PLGA).

El término “PLGA”, usado en el presente documento, significa copolimero de acido lactico o lactida y acido glicdlico o
glicolida en cualquier proporcion de, por ejemplo, 1:99 a 99:1, preferentemente 3:1. También se conocen como
copolimeros de polilactida-glicolida. EI PLGA se puede preparar sintéticamente a partir de cualquier monémero
usando métodos convencionales o disponibles comercialmente. EI PLGA que puede estar disponible
comercialmente incluye, por ejemplo, PLGA 7520 (acido lactico:acido glicolico = 75:25, peso molecular medio:
20.000, Wako Junyaku, Japon). Se prefiere el PLGA que contiene del 25 al 65 % en peso de acido lactico y acido
glicdlico, ya que es amorfo y soluble en un disolvente organico tal como acetona.

Los polimeros pueden tener varias longitudes medias de cadena, lo que tiene como resultado diversas viscosidades
intrinsecas y propiedades poliméricas. Los polimeros preferidos en la presente invencién son menos irritantes,
menos téxicos para los organismos, biocompatibles y biodegradables de forma que tras la administracion se
degraden y metabolicen. Preferentemente, las nanoparticulas preparadas a partir de polimeros biocompatibles
pueden liberar estatinas durante un periodo prolongado. Entre dichos polimeros se prefieren los que tienen, por
ejemplo, de 5.000 a 200.000, preferentemente de 15.000 a 25.000 de peso molecular.

Preferentemente, la superficie del polimero biocompatible se puede maodificar con polietilenglicol (PEG), que tiene
como resultado un incremento de la afinidad de las estatinas hidrosolubles por los polimeros, lo que proporciona una
encapsulacién mas facil.

Las nanoparticulas cargadas con estatina de la presente invencion tienen un tamafio de particula promedio inferior a
1.000 nm, preferentemente de 2,5 a 1.000 nm, mas preferentemente de 5 a 500 nm, todavia mas preferentemente
de 25 a 300 nm, lo mas preferentemente de 50 a 200 nm por nimero cuando se determina mediante el método de
dispersion de la luz. Dichas nanoparticulas cargadas con estatina se pueden preparar mediante métodos,
preferentemente mediante el método de cristalizacién esférica. En el método de cristalizacion esférica se pueden
disefiar particulas cristalinas esféricas controlando la generacion y el crecimiento de particulas cristalinas en la
ultima etapa de la ruta sintética de los compuestos, de forma que los cristales se procesan bajo control directo de la
propiedad. Uno de los métodos de cristalizacion esférica es el método de emulsion-difusion de disolvente (el método
ESD).

En resumen, en el método ESD se usan dos tipos de disolventes, es decir (1) un disolvente bueno que puede
disolver polimeros biocompatibles como un polimero base que encapsula la sustancia farmacologica y (2) un
disolvente malo que no disuelve polimeros biocompatibles. El disolvente bueno es un disolvente organico que puede
disolver polimeros biocompatibles y se puede mezclar con el disolvente malo. El disolvente bueno y el disolvente
malo se pueden seleccionar dependiendo del tipo de estatina, etc. Como los disolventes, aunque no necesariamente
limitados a ellos, los que son mas seguros para los seres humanos y producen una carga ambiental mas baja, ya
que las nanoparticulas de la presente invencién se usarian como materiales para las formulaciones farmacéuticas.

Dichos disolventes malos pueden incluir agua o agua con tensioactivo afiadido, tal como solucién acuosa de alcohol
polivinilico que contiene alcohol polivinilico como tensioactivo. Los tensioactivos distintos a alcohol polivinilico
pueden incluir lecitina, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa etc. En el caso donde permanezca una cantidad
excesiva de alcohol polivinilico, el alcohol polivinilico residual se puede eliminar mediante centrifugacion u otros
medios después de eliminar el disolvente mediante evaporacion.

Dichos disolventes buenos pueden incluir disolventes organicos poco hidrosolubles que tienen un punto de ebullicion
bajo, tales como alcanos halogenados, acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, éter dietilico, ciclohexano,
benceno, tolueno etc. Preferentemente se pueden usar acetona o mezcla de acetona con etanol, dado que pueden
tener menos efectos adversos para el ambiente y el cuerpo humano.
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Inicialmente, el polimero biocompatible se disuelve en un disolvente bueno y, después, se afiade a la solucion una
sustancia farmacolégica de un modo que no produzca la precipitacion del polimero biocompatible. La mezcla del
polimero y la sustancia farmacolégica en el disolvente bueno se afiade gota a gota a un disolvente bueno agitado de
forma que el disolvente bueno se dispersa rapidamente en el disolvente malo. Como resultado, la fase del disolvente
bueno se emulsiona en el disolvente malo para formar particulas liquidas de tamafio en submicrometros. El
disolvente organico en las particulas en emulsion se dispersa continuamente en el disolvente malo. A través de la
dispersion cruzada del disolvente bueno y el disolvente malo, el polimero biocompatible y la sustancia farmacolégica
pierden su solubilidad para formar, en Ultima instancia, nanoparticulas poliméricas cristalinas esféricas que
encapsulan la sustancia farmacolégica.

Preferentemente, las nanoparticulas cargadas con farmaco pueden contener la sustancia farmacolégica a una
proporcion de 0,1 a 99 % (p/v), preferentemente de 0,1 a 30 % (p/v) y, mas preferentemente, de 1 a 10 % (p/v). La
sustancia farmacoldgica puede incluir una o mas estatinas y, opcionalmente, otras sustancias farmacéuticas.

Usando el método cristalino esférico, las nanoparticulas se pueden preparar por medios fisicoquimicos y no es
necesario considerar los catalizadores residuales o materiales de partida, ya que se forman particulas de una forma
casi esférica con una distribucion estrecha de los tamarios de particulas. Después, el disolvente organico bueno se
puede eliminar mediante centrifugacion o evaporacion a presion reducida para obtener las nanoparticulas cargadas
con farmaco en forma de polvo. El polvo obtenido de este modo se carga directamente, o si se desea, después de la
conversion en polvo agregado redispersable mediante liofilizacion u otros medios (etapa de formacion de complejo)
para proporcionar un polvo complejo, en un recipiente para obtener nanoparticulas cargadas con estatina.

Con el fin de aumentar la velocidad de carga de la estatina en la nanoparticula se puede afadir un polimero
catiénico al disolvente malo. Se cree que el polimero catiénico afadido al disolvente malo puede adsorberse a la
superficie de las nanoparticulas e inhibir la salida de la estatina al disolvente malo a través de la interaccién con la
estatina existente sobre la superficie de las particulas.

Los polimeros catiénicos pueden incluir, entre otros, quitosano y derivados de quitosano, celulosa cationizada, que
es celulosa portadora de una serie de grupos cationicos, compuestos poliamino tales como polietilenimina,
polivinilamina o polialilamina, acido poliamino tal como poliornitina o polilisina, polivinilimidazol, cloruro de
polivinilpiridinio, copolimero de la sal cuaternaria de metacrilato de alquilamino (DAM), copolimero de acrilamida-sal
cuaternaria de metacrilato de alquilamino (DAM) y similares, preferentemente quitosano y sus derivados.

El quitosano es un polimero natural y es una molécula grande formada por glucosamina, que es un tipo de
aminoazucar. Se puede caracterizar por, entre otras cosas, actividad de estabilizacién de emulsién, propiedad de
conservacion de la forma, biodegradabilidad, biocompatibilidad, actividad antibacteriana etc., y se usa como aditivo
en el amplio abanico de productos, tales como cosméticos, alimentos, ropas o sustancias farmacéuticas. Las
nanoparticulas cargadas con estatina de menos efectos adversos y mayor seguridad se pueden producir afiadiendo
dicho quitosano al disolvente malo.

Ademas, se puede afiadir al disolvente bueno un lipido catiénico tal como DOTAP para formar un complejo con un
compuesto de acido nucleico con el fin de aumentar su afinidad y estabilidad de la dispersion en el disolvente bueno.
No obstante, la cantidad del lipido catiénico que se va a usar debera determinarse cuidadosamente, ya que puede
producir citopatia cuando se libera en las células.

Las nanoparticulas obtenidas de este modo se pueden convertir en un polvo agregado redispersable
(nanocompuesto) mediante formaciéon de polvo a través de liofilizacion etc. En este caso, se pueden formar
complejos de forma redispersable de las nanoparticulas con una sustancia organica o inorganica y secarse. Por
ejemplo, usando un alcohol de azlcar o sacarosa se puede controlar de forma eficaz la velocidad de la carga. La
facilidad de la manipulacion mejoraria debido a que el alcohol de azucar funciona como carga. Los alcoholes de
azucar incluyen, entre otros, manitol, trehalosa, sorbitol, eritritol, maltitol, xilitol etc., preferentemente trehalosa.

Mediante la conversion, las nanoparticulas se convierten en agregados de manipulacion facil y se pueden
reconstituir en nanoparticulas altamente reactivas antes de usar poniéndolos en contacto con agua. Como
alternativa, en lugar de liofilizacion, las nanoparticulas se pueden convertir en un complejo mediante el método de
granulacion por desecado en lecho fluido (usando, por ejemplo, Aggromaster AGM, Hosokawamicron, Japon) para
formar agregados redispersables.

Las nanoparticulas cargadas con estatina de la presente invencion se pueden usar para el tratamiento o prevencion
de afecciones asociadas con la HMG-CoA reductasa, afecciones que pueden caracterizarse por, por ejemplo,
vascularizacion insuficiente (o predisposicion a ello) de los tejidos afectados, es decir afecciones en las que se
necesita neovascularizacion para alcanzar suficiente vascularizacion en el tejido afectado, y que se seleccionan del
grupo de afecciones o enfermedades siguiente: gangrenas, heridas quirdrgicas o de otro tipo que requieren
neovascularizacion para facilitar la cicatrizacion; sindrome de Buerger, hipertension pulmonar, enfermedades
isquémicas incluyendo, entre otros, isquemia cerebrovascular, isquemia renal, isquemia pulmonar, isquemia de las
extremidades, miocardiopatia isquémica, isquemia miocardica, isquemia de tejidos tales como musculo, cerebro,
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rindn y pulmén, heridas quirdrgicas caracterizadas por una reduccion de la microvasculatura. En formas de
realizacion preferidas, afecciones que se pueden tratar de acuerdo con la presente invencion son afecciones en las
que esta indicada la angiogénesis terapéutica, especialmente isquemia.

En el contexto de la presente invencion, “tratamiento” incluye la prevencion y el tratamiento de afecciones.

Una composicién farmacéutica que comprende nanoparticulas de la presente invencion es adecuada para inyeccion
por via tépica, enteral, por ejemplo oral o rectal, o por via parenteral, en particular mediante inyeccion intramuscular,
intravenosa o intraarterial, donde dicha composicién puede comprender ademas vehiculos inorganicos u organicos,
soélidos o liquidos farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, la composicion farmacéutica oral de la presente
invencion puede comprender, ademas de las nanoparticulas cargadas con estatina, excipientes, tales como lactosa,
dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa y/o glicerol, y/o lubricantes, tales como silicato, talco, acido estearico o
sales de los mismos, tales como estearato de magnesio o calcio, y/o polietilenglicol, y/o agentes estabilizantes.
Puede formularse particularmente como comprimidos o capsulas de gelatina. Los comprimidos pueden comprender
adicionalmente agentes aglutinantes y, opcionalmente, disgregantes, absorbentes, agentes colorantes, aromas y
edulcorantes. Las nanoparticulas de la presente invencién también se pueden usar como una composicion
farmacéutica parenteral o una solucion inyectable. Dicha solucion puede comprender, ademas del ingrediente activo,
excipientes, tales como agentes estabilizantes, agentes conservantes, agentes humectantes y/o emulsionantes,
sales para controlar la presion osmética y/o tampones. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
se pueden preparar mediante cualquier método conocido en la técnica. Pueden comprender de 0,1 % a 99 %,
especialmente de aproximadamente 1 % a aproximadamente 50 %, preferentemente de 1 a 20 % en peso de
ingrediente activo.

El intervalo de dosis de las nanoparticulas de la presente invencién depende de factores conocidos para los
expertos en la técnica, incluyendo, entre otros, especies de animales de sangre caliente, pesos corporales y edades,
modos de administracion, ingredientes activos para usar y condiciones de la enfermedad a tratar. A menos que se
indique lo contrario, las nanoparticulas de la presente invencion se pueden administrar de 1 a 4 veces al dia. En una
forma de realizacion particularmente preferida, la composicion farmacéutica de la presente invencién se puede
administrar mediante diversas frecuencias tales como diariamente, en dias alternos, una vez a la semana, en
semanas alternas, una vez al mes etc. Preferentemente, dichas frecuencias pueden depender de factores conocidos
para el experto en la técnica y un médico las puede determinar faciimente etc.

De acuerdo con la presente invencion, las estatinas de la invencién se pueden administrar en sus cantidades
eficaces. La cantidad eficaz es una dosis de las estatinas suficientes para proporcionar un resultado médicamente
deseable. En general, una cantidad terapéuticamente eficaz significa que la cantidad necesaria para retrasar el
inicio, inhibir la progresién o detener en general la afeccion concreta que se esté tratando. Una cantidad
terapéuticamente eficaz normalmente varia en el intervalo de 0,01 mg/kg a aproximadamente 1.000 mg/kg,
preferentemente de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg, y lo mas preferentemente de
aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, en una o mas administraciones de dosis a diario durante
uno o mas dias.

Ejemplos

Preparacion de las nanoparticulas cargadas con estatina

i) Nanoparticulas cargadas con atorvastatina

Se disolvieron 1,2 g de PLGA (PLGA 7520, acido lactico:acido glicélico = 75:25, peso molecular medio 20.000, Wako
Junyaku, Japon) y 120 mg de atorvastatina en una solucion de mezcla de acetona (40 ml) y etanol (20 ml) para
formar una solucion polimérica. Esta solucion se afiadié gota a gota a una solucién agitada (a 400 rpm) de 0,5 % en
peso de PVA (120 ml) a 40°C a una velocidad constante (4 ml/min) para proporcionar una suspension de
nanoparticulas de PLGA cargadas con atorvastatina. Después, los disolventes organicos (acetona y etanol) se
eliminaron a presion reducida a 40 °C agitando a 100 rpm. Después de retirar los disolventes durante 2 horas, la
suspension se filtrd con un filtro (32 ym de tamafio de malla) y después el filtrado se liofilizé durante la noche para
proporcionar las nanoparticulas de PLGA cargadas con atorvastatina. La cantidad de carga de atorvastatina fue de
6,3 % (p/v) en las nanoparticulas. Las nanoparticulas cargadas con PLGA cargado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) se prepararon de forma analoga usando FITC en lugar de atorvastatina. La cantidad de carga de isotiocianato
de fluoresceina fue de 5 % (p/v) en las nanoparticulas.

ii) PEG/CS-PLGA cargados con atorvastatina

Se disolvieron 1,2 g de peg-PLGA (acido lactico:acido glicdlico = 75:25, peso molecular medio 22,900, peso
molecular de la porcion peg 6.000, Absorbable Polymers International) y 120 mg de atorvastatina en una solucion de
mezcla de acetona (40 ml) y etanol (20 ml) para formar una solucién polimérica. Esta solucion se afiadié gota a gota
a una solucién agitada (a 400 rpm) de 0,04 % en peso de quitosano (Moiscoat PX, cloruro de N-[2-hidroxi-3-
(trimetilamonio)propillquitosano, Katakura Chikkarin) (120 ml) 40 °C a una velocidad constante (4 ml/min) para
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proporcionar una suspension de nanoparticulas de peg-PLGA cargadas con atorvastatina. Después, los disolventes
organicos (acetona y etanol) se eliminaron a presion reducida a 40 °C agitando a 100 rpm. Después de retirar los
disolventes en 2 horas, la suspension se filtré con un filtro (32 ym de tamafio de malla), para proporcionar
nanoparticulas de PEG/CS-PLGA cargadas con atorvastatina. La cantidad de carga de atorvastatina fue de 8,8 %
(p/v) en las nanoparticulas. Las nanoparticulas cargadas con PEG/CS-PLGA cargado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) se prepararon de forma analoga usando FITC en lugar de atorvastatina. La cantidad de carga de
isotiocianato de fluoresceina fue de 2,4 % (p/v) en las nanoparticulas.

iii})
Las nanoparticulas de PLGA cargadas con pitavastatina y las nanoparticulas de PEG/CS-PLGA se prepararon de
forma analoga usando pitavastatina en lugar de atorvastatina, respectivamente. Las cantidades de carga de

pitavastatina fueron del 5,5 % (p/v) en las nanoparticulas y del 2,3 % (p/v) en las nanoparticulas de PEG/CS-PLGA.

Animales y protocolo experimental

El protocolo del estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica para Experimentos con Animales, Kyushu
University Faculty of Medicine, y los experimentos se realizaron de acuerdo con las Guias de la Sociedad Fisiologica
Americana.

i) Evaluacion de las nanoparticulas cargadas con atorvastatina

Se criaron ratones C57BL/6J machos silvestres y se mantuvieron en el Laboratorio de Experimentos con Animales
en la Kyushu University. Después de anestesiar con una inyeccion intraperitoneal de clorhidrato de ketamina y
clorhidrato de xiladina, se sometié a los animales a ligadura y reseccion quirirgica de la arteria femoral izquierda
para producir isquemia de la pata trasera unilateral. Para examinar el papel de la estatina en la angiogénesis
inducida por isquemia, un grupo de ratones tratados con ato (grupo Ato) recibié inyecciones intramusculares de
atorvastatina [0,01 mg/100 pl (0,5 mg/kg)]. Un grupo de ratones tratados con PLGA-Ato (grupo PLGA-Ato) y un
grupo de ratones tratados con PEG/CS-PLGA-Ato (grupo PEG/CS-Ato) recibieron inyecciones intramusculares de
nanoparticulas de PLGA cargadas con atorvastatina y nanoparticulas de PEG/CS-PLGA cargadas con atorvastatina
(0,16 mg/100 pl 'y 0,12 mg/100 ul, conteniendo cada uno 0,01 mg de atorvastatina), respectivamente. Como control,
un grupo de ratones tratados con PLGA-FITC (grupo FITC) recibié inyecciones intramusculares de nanoparticulas de
PLGA cargadas con FITC (0,16 mg/100 pl), un grupo de ratones tratados con PEG/CS-PLGA-FITC (grupo PEG/CS-
FITC) recibid inyecciones intramusculares de nanoparticulas de PEG/CS PLGA cargadas con FITC (0,16 mg/100 pl),
y otro grupo de ratones (grupo NT) no recibid tratamiento. Se inyecté a los ratones atorvastatina o nanoparticulas en
la arteria femoral izquierda y los musculos tibiales con una aguja de calibre 27 inmediatamente después de la
induccién de isquemia en la pata trasera.

(i) Aspecto histologico

Para examinar el comportamiento de las nanoparticula tras la administracion, los tejidos musculares de los ratones
del grupo FITC y del grupo PEG/CS-FITC se obtuvieron el dia 7 después de la induccion de isquemia y se
observaron al microscopio 6ptico y al microscopio de fluorescencia, respectivamente. El resultado se muestra en la
Figura 1. Se encuentra fluorescencia en ambos grupos, por lo tanto las nanoparticulas permanecen en los tejidos
musculares el dia 7 después de la induccién de isquemia.

(i) Obtencién de imagenes de perfusion con Doppler laser

Se midio el flujo sanguineo en la pata con el analizador de imagenes de perfusion con Doppler laser (LDPI) (Moor
Instruments) los dias 0 (inmediatamente después de la cirugia), 3, 7 y 14. El resultado el dia 14 se muestra en la
Figura 2. El indice LDPI se expres6 como la proporcion entre la pata isquémica y la normal (mostrado en la Figura
3). En el grupo Ato, el grupo PLGA y el grupo NT no se mostré mejora del flujo sanguineo, aunque en el grupo
PLGA-Ato y el grupo PEG/CS-Ato se demostré mejora de la sangre en la region de isquemia.

(iii) Evaluacion histoldgica el dia 14 después de la isquemia

Las regiones necroticas de los tejidos musculares tefiidos con HE se observaron y se compararon para cada grupo.
El resultado se muestra en la Figura 4. La region de necrosis mas pequefia se muestra en el grupo PLGA-Ato y en el
grupo PEG/CS-Ato en comparacion con el grupo NT o el grupo Ato.

La densidad capilar se determine mediante tincion inmunohistoquimica con anticuerpos frente a la molécula de
adhesion endotelial de plaquetas 1 de raton (PECAM) (Santa Cruz). Los resultados se muestran en las Figuras 5 y
6. De acuerdo con este método se determiné la densidad arteriolar y los resultados se muestran en la Figura 6. En el
grupo PLGA-Ato y el grupo PEG/CS-Ato se muestran mas células endoteliales en comparacion con el grupo NT o el
grupo Ato.
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Se determine la estructura vascular de diametro superior a 20 ym. Los resultados se muestran en las Figuras 7 y 8.
La estructura vascular incrementada se muestra en el grupo PLGA-Ato y en el grupo PEG/CS-Ato en comparacion
con el grupo NT o el grupo Ato.

(iv) Evaluacion seroldgica

La evaluacién sexoldgica 14 dias después de la isquemia de la pata trasera se muestra en la Tabla a continuacion.
No se observaron diferencias entre cada grupo en los valores en suero de colesterol total, triglicéridos, mioglobina,
CK, BUN y Cre. Ninguno de los grupos de ratones a los que se ha inyectado por via intramuscular atorvastatina o
nanoparticulas cargadas con atorvastatina mostro los signos de rabdomiolisis.

Tabla 1.
sin PLGA (n=4) Atorva PLGA-ato PEG/CS-ato p
tratamiento (n=4) (n=4) (n=4)
(n=4)

Colesterol total (mg/dl) 68,3+ 1,5 68,3+7,5 66,0 £ 3,2 80,023 73,043 0,21
Triglicéridos (mg/dl) 23,8+1,9 31,0+£9,8 13,5+1,8 33,3+£9,2 225+2.2 0,23

Mioglobina (ng/ml) <10 <10 <10 <10 <10 -
CK (Uln) 189,8+30,8 1445%109 159,0+ 37,7 91,5+ 30,3 107,3+16,5 0,13
BUN (mg/dl) 32,2+3,2 29,3+1,9 30,3+2,38 239+1,7 31,7+5,0 0,39
Cre (mg/dl) 0,088 + 0,006 0,090 +0,006 0,083+0,009 0,078+0,005 0,093+0,009 0,57

i) Evaluacion de las nanoparticulas cargadas con pivastatina

De acuerdo con el método de las nanoparticulas cargadas con atorvastatina, después de anestesiar a los ratones e
inducir la isquemia, un grupo de ratones tratados con Pit (grupo Pit) recibié inyecciones intramusculares de
pitavastatina [0,01 mg/100 pl (0,5 mg/kg)]. Un grupo de ratones tratados con PLGA-Pit-(grupo PLGA-Pit ) y un grupo
de ratones tratados con PEG/CS-PLGA-Pit (grupo PEG/CS-Pit) recibieron inyecciones intramusculares de
nanoparticulas de PLGA cargadas con pitavastatina (0,18 mg/100 pl) y nanoparticulas de PEG/CS-PLGA cargadas
con pitavastatina (0,44 mg/100 pl, conteniendo cada uno 0,01 mg de pitavastatina), respectivamente. Como control,
un grupo de ratones tratados con PLGA (grupo PLGA) recibié inyecciones intramusculares de nanoparticulas de
PLGA (0,18 mg/100 pl) y otro grupo de ratones (grupo NT) no recibio tratamiento.

(i) Obtencion de imagenes de perfusion con Doppler laser

Se midio el flujo sanguineo en la pata con el analizador de imagenes de perfusion con Doppler laser (LDPI) (Moor
Instruments) los dias 0 (inmediatamente después de la cirugia), 3, 7 y 14. El resultado el dia 14 se muestra en la
Figura 9. El indice LDPI se expres6 como la proporcion entre la pata isquémica y la normal (mostrado en la Figura
10). En el grupo Pit, el grupo PLGA y el grupo NT no se mostré mejora del flujo sanguineo, aunque en el grupo
PLGA-Pit y el grupo PEG/CS-Pit se demostrdé mejora de la sangre en la region de isquemia.

(iii) Evaluacion histoldgica el dia 14 después de la isquemia

La densidad capilar se determine mediante tincion inmunohistoquimica con anticuerpos frente a la molécula de
adhesion endotelial de plaquetas 1 de ratén (PECAM) (Santa Cruz). Los resultados se muestran en las Figuras 11y
12. Las células endoteliales (células positivas a CD31) aumentadas se muestran en el grupo tratado con PLGA-Pit
en comparacion con el grupo NT o el grupo Pit.

La arteriogénesis se determine mediante tincién inmunohistoquimica con a-SMA. Los resultados se muestran en las
Figuras 13 y 14. Las estructuras vasculares aumentadas se muestran en el grupo tratado con PLGA-Pit en
comparacion con el grupo NT o el grupo Pit.

La tasa de recuperacion de los tejidos isquémicos se determind para ratones isquémicos a los que se ha inyectado
por via intramuscular Unicamente nanoparticulas, Unicamente pitavastatina (0,4, 4 y 20 mg/kg) o PLGA-pitavastatina
en una porcion. El resultado se muestra en la Figura 15. No se mostré angiogénesis incluso con dosis
incrementadas de pitavastatina, mientras que se mostré una recuperacion significativa en el grupo tratado con
PLGA-Pit.

(iv) Evaluacion histologica 35 dias después de la isquemia

Se sometid a conejos japoneses (2,7 a 3,2 kg) a ligadura y reseccion quirdrgica de la arteria femoral unilateral para
producir isquemia de la pata trasera. Tras 7 dia, los animales se aleatorizaron a cuatro grupos. El grupo tratado con
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PLGA-pitavastatina, el grupo tratado con PLGA-FITC, el grupo tratado con pitavastatina y el grupo tratado con PBS
recibieron sustancias terapéuticas mediante inyeccion intra-isquémica-muscular de 5 ml (concentracién de
nanoparticula cargada con pitavastatina 6 mg/ml, correspondiente a 0,33 mg/ml de pitavastatina). Tras 28 dias de la
inyeccion intramuscular (35 dias después de la isquemia) se realizaron angiografia en los animales. Se insertaron
catéteres a los ratones (5 Fr) desde la arteria carétida derecha y los catéteres se introdujeron en la arteria iliaca
interna izquierda con control fluoroscépico. Se inyectaron 0,25 mg de Millisrol en la arteria a través de catéteres,
seguido de inyecciéon de agentes de imagen a la velocidad de 1 ml/segundo durante 5 segundos para realizar la
angiografia. Se llevé a cabo una evaluacion del numero de vasos sanguineos usando imagenes estaticas a los 3
segundos de la inyeccion de los agentes de imagen. Se prepararon 5 mm de mallas dentro del intervalo rodado por
el extreme inferior del fémur (extremo superior), extremo inferior del cuadriceps (extremo inferior), arteria iliaca
interna (nos troncos no se cuentan, extremo interno) y la porcion distal del vaso sanguineo seccionado (extremo
externo). La puntuacion angiografica se calculé dividiendo el nimero de redes en las que el vaso sanguineo se
encuentra por el nimero total de redes.

Resultados: Puntuacion angiografica: grupo tratado con PLGA-Pit; 0,74 + 0,04 (Media + SE), grupo tratado con Pit;
0,51 £ 0,04, grupo tratado con PLGA-FITC; 0,59 + 0,03, grupo tratado con PBS; 0,58 + 0,02 (Figura 16). Se indico un
incremento significativo del vaso sanguineo en el grupo tratado con PLGA-Pit en comparacion con otros tres grupos.
El incremento del vaso sanguineo indicado mediante la angiografia sugiere que la terapia con nanoparticulas
cargadas con estatina puede producir con eficacia angiogénesis en tejidos isquémicos.

Se examina el efecto de la nanostatina sobre la sangre insuficiente en la pata trasera isquémica con ejercicio
muscular. El ejercicio muscular se realizd6 mediante estimulos eléctricos de musculos de la pata trasera isquémica
con anestesia suficiente 35 dias después de la induccion de isquemia. El ejercicio se realizé durante 30 minutos y la
sangre venosa se recogio a los 0, 15 y 30 minutos y la sangre arterial se recogié a los 0 minutos de la pata trasera
isquémica. Se determind la proporcion de la presién parcial de oxigeno en la sangre arterial y venosa en cada punto
de tiempo. La concentracion de hemoglobina se determiné al minuto 0. El analisis estadistico se realizé6 usando
ANOVA de medidas repetidas de la prueba de comparaciéon multiple de Bonferroni. Para la concentracion de
hemoglobina se us6 un analisis de la varianza de una via.

Resultados: En los grupos que no son el grupo tratado con nanostatina se encontré un incremento de la proporcion
de la presion parcial de oxigeno en sangre arterial y venosa durante el ejercicio (Figuras 17 a 20). No existen
diferencias entre cada grupo en la concentracion de hemoglobina. De acuerdo con el principio de Fick, el volumen
de sangre bombeada se puede determinar mediante la formula: consumo de oxigeno / (Hb x 1,36 x 10 x proporcion
de la presion parcial de oxigeno en sangre arterial y venosa). Aplicando este principio al presente modelo del
ejercicio de isquémica de la pata trasera, dado el consume de oxigeno constante en el musculo de la pata trasera y
desde el punto de vista de que no hay diferencias en los valores de Hb, con el gjercicio de la pata trasera, la sangre
suministrada a la pata trasera esta en proporcion inversa a la proporcion de la presion parcial de oxigeno en sangre
arterial y venosa. En los grupos que no son el grupo tratado con nanostatina, la proporcion de la presion parcial de
oxigeno en sangre arterial y venosa aumenta significativamente con el ejercicio, lo que sugiere un suministro
insuficiente de sangre, aunque la administracion de nanostatinas puede evitarlo.

(v) Liberacion local mediante nanoparticulas

Las sangres periféricas se recogieron de ratones sin isquémica (control) y ratones no tratados y a los que se ha
administrado nanoparticulas cargadas con pivastatina 14 dias después de la isquemia. 0,5 ml de sangre periférica
se hemolizaron y los leucocitos obtenidos se incubaron después junto con anticuerpos anti-Sca-1 marcados con
FITC (1 pg) y anticuerpos anti-Flk-1 marcados con PE (1 pg) durante 20 minutos a 4 °C, y sirvieron para el analisis
mediante citometria de flujo. Las células positivas para Sca-1 y Flk-1 se consideraron células precursoras
endoteliales vasculares (CPE) para calcular el porcentaje de leucocitos en sangre periférica.

Resultados: En el grupo sin tratamiento (1,19 £ 0,05 %) y el grupo de nanoparticulas cargadas con estatina (1,21 +
0,03 %), las CPE en sangre periférica aumentaron significativamente en comparacion con ratones sin isquemia (0,51
1 0,09 %). No obstante, fue casi similar entre el grupo sin tratamiento y el grupo tratado con nanoparticulas cargadas
con estatina (Figura 21). Las CPE reclutadas de la médula dsea a la sangre periférica se elevaron mediante la
isquemia de la pata trasera, aunque no se mostré una elevacion adicional con las nanoparticulas cargadas con
estatina. Desde este punto de vista, se entiende que la actividad angiogénica resultante de la administracion de
nanoparticulas cargadas con pivastatina es dominante en la regién isquémica debido a la liberacion local en lugar de
lo que se observa sistémicamente, incluyendo en la médula dsea.
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REIVINDICACIONES
1. Una composiciéon que comprende nanoparticulas cargadas con estatina, que

(i) tienen la estatina encapsulada en nanoparticulas biocompatibles que comprenden copolimero de poli-lactida-
glicolida modificado opcionalmente con polietilenglicol; y

(i) tienen un tamano de particula media promedio en nimero, determinado mediante el método de dispersion de
la luz, de 1.000 nm o menor;

para su uso en un método de tratamiento o prevencion de afecciones asociadas con la HMG-CoA reductasa
seleccionadas de gangrena, heridas quirurgicas o de otro tipo que requieren neovascularizacion para facilitar la
cicatrizacion, sindrome de Buerger, hipertension pulmonar, enfermedades isquémicas y heridas quirdrgicas
caracterizadas por una reduccion de la microvasculatura.

2. La composicién para su uso de la reivindicaciéon 1, donde la estatina es al menos una seleccionada de
pravastatina, simvastatina, fluvastatina, atorvastatina, pitavastatina y lovastatina.

3. La composicion para su uso de la reivindicaciéon 2, donde la estatina se selecciona de pitavastatina y
atorvastatina.

4. La composicidn para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la estatina es una combinaciéon de
dos o0 mas estatinas.

5. La composicion para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que ademas comprende al menos otra
sustancia farmacéutica.

6. composicion para su uso de la reivindicacion 5, donde la otra sustancia farmacéutica se selecciona de agentes
neovasculares, antibiéticos, agentes antiinflamatorios y vitaminas.

7. La composicién para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde las nanoparticulas tienen un tamafio
de particula media promedio en nimero de 2,5-1.000 nm.

8. La composicidon para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde la enfermedad isquémica es
isquemia cerebrovascular, isquemia pulmonar, isquemia de las extremidades, miocardiopatia isquémica, isquemia
del miocardio o isquemia del cerebro.

9. La composicion para su uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que esta presente en una forma
para administracion mediante inyeccion.
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Figura 1
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Figura 9
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Figura 11

Figura - 11
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 18
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