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DESCRIPCION
Nanoparticulas basadas en celulosa para suministro de farmacos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de las nanoparticulas y, mas especificamente, a nanoparticulas basadas
en celulosa para el suministro de farmacos.

Antecedentes de la invencion

En el campo del suministro de farmacos controlado, el uso de polimeros para mejorar la solubilidad, farmacocinética
(PK), farmacodinamica (PD), blodlsponlbllldad eficacia, y disminucién de la toxicidad sistémica se define
ampllamente como terapéutica pollmerlca El modelo generalizado de la terapéutica polimérica se atribuye a
Rlngsdorf un modelo que propuso en 1975, en el que se modifica la arquitectura de un polimero mediante
solubilizantes, farmacos, y ligandos de fijaciéon de diana a una enfermedad para disolver de forma mas eficaz
farmacos hidréfobos y suministrarlos de una manera dirigida.

Un fundamento de la terapéutica polimérica se sustenta alrededor de la observacion de que las macromoléculas
solubles con pesos moleculares (Pm) superiores a 30-40 kDa circulan durante mas tiempo en la corriente sanguinea,
debido a una reduccion de la filtracion glomerular y el aclaramiento renal*®. En 1986, Matsumura y Maeda
introdujeron su observacion de que la vasculatura de un tumor es altamente permeable y que se podrian acumular
selectivamente polimeros o particulas de Pm mayores en estos tejidos como resultado’. Se descubrio que los vasos
sangulneos incipientes de los tejidos malignos contienen huecos a través de los cuales se pueden extravasar las
partlculas y, ademas, que el drenaje linfatico en los tumores esta habitualmente ausente: las particulas pueden
entrar facilmente pero no salir del compartimento tumoral'®"". Por lo general, las particulas de tamafio inferior a 150-
400 nm migran eficazmente mediante el efecto de permeabllldad mejorada y retencion (EPR), aunque las particulas
tienen preferentemente un tamafio menor de 200 nm'2 El descubrimiento del efecto EPR proporciond un impulso
considerable para desarrollar la terapéutica polimérica, y en particular dIO Iugar ala nanomedlcma donde estructuras
multimoleculares que comprenden Ilposomas131 , micelas pollmerlcas 618, pollmerosomas 21, y dendrimeros®
podrian suministrar farmacos de forma eficaz a través de este efecto pasivo de fijacion de diana®

Un fundamento importante para el desarrollo de las nanoparticulas fue la proteccién de los farmacos del
metabolismo mediante la minimizacioén de la interaccién del farmaco con los procesos metabdlicos (mejora del perfil
PD)26 Sin embargo, en términos de PK, las propias particulas se pueden opsonlzar y eliminar en el RES (médula
6sea, higado, y bazo), reduciendo la eficacia de estos sistemas de suministro 1327 Una solucion para el problema de
la eliminacién en el RES fue la pegilacion: las cadenas de PEG conjugadas a un polimero o nanoparticula evitan la
interaccion de las opsoninas con la quimica subyacente mediante impedimento estérico y reduccién de las
|nteraCC|ones hidrofébicas y electrostaticas, minimizando el reconocimiento y la eliminacion de la partlcula en el
RES®? La pegilacion se convirtié en un elemento habitual en la terapéutica polimérica y la nanomedicina 1331,

Ademas de afiadir propiedades de ocultacion, las particulas se pueden funcionalizar con ligandos de fijacion de
diana para estimular la internalizacion celular de las nan Partl'culas en tejidos especificos que sobreexpresan
receptores especificos, tales como folato®?, RGD* y HER2? Aunque los investigadores han invertido mucho en
estos estudios, se ha conseguido un éxito Ilmltado con la fuacwn de diana especifica en los productos de suministro
de farmacos ya que la acumulacion de nanoparticulas en los tumores esta gobernada principalmente por el efecto
EPR*. Se ha documentado que los ligandos de fijacion de diana pueden aumentar la eliminaciéon sanguinea de las
partlculas36 3 y que las particulas internalizadas mediante el recon00|m|ento de receptor quedan atrapadas en los
organulos endosoma/lisosoma y el farmaco a menudo se degrada Ha tenido mas éxito desde el punto de vista
practico la incorporacion de agentes de contraste de formacion de imagenes en las nanoparticulas para permitir la
visualizaciéon en tiempo real de la distribucion de las particulas (y los farmacos) en la fisiologia, permitiendo una
medida de la distribucion sensible no destructiva, y dando lugar al campo de la medicina personalizada y la
teranostica®>*°. Por ejemplo, las nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnetlco (SPION) se acumularan
selectlvamente en los tumores mediante el efecto EPR, y proporcionaran contraste MRI*'. Se pueden cargar
I|posomas y micelas poliméricas con compuestos de gadolinio que, al igual que las SPION, propormonan contraste
MRI*. Los polimeros también se pueden marcar con trazadores tales como 'indio para analisis microSPECT*
con colorantes tales como Cy5.5 para formacién de imagenes por fluorescencia®

Dentro de la clase de las micelas de polimero, se han cargado farmacos hidréfobos tales como paclitaxel (PTX) no
covalentemente en el nucleo de polimeros formadores de micelas. A destacar dentro de este campo son las micelas
de PEG- PLA (Genexol, en la actualidad en ensayos clinicos en Fase I1)**, y NK105, una formulacién de PEG-acido
aspartlco Las formulaciones de micelas Genexol y NK105 PTX mejoran con respecto a la administracion de PTX
solo, mediante la reduccion de la toxicidad de la formulacién a través de la eliminacién del vehiculo de suministro de
PTX basado en Cremophor que produce problemas de hipersensibilidad en pacientes humanos. En comparacion
con Genexol y NK105, Opaxio (también conocido como Xyotax y Polyglumex) es un polimero de acido poliglutamico
conjugado a PTX. Opaxio esta en ensayos clinicos en Fase lll y, hasta la fecha, representa un candidato prometedor
para aprobacion. Cuando se examinan los datos de PK para PTX (farmaco libre), NK105 (micela), Genexol (micela),
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y Opaxio (conjugado), las semividas fueron 13,3, 10,6, 11,4, y 120 horas respectivamente, para dosis de 210, 150,
300, y 233 mg/m? '. Los perfiles de PK de las formulaciones de NK105 y Genexol no covalentes fueron casi
idénticos que los de PTX libre, mientras que el conjugado de polimero Opaxio fue el inico modo mediante el que se
pudo mejorar basicamente la PK. Los farmacos hidréfobos tales como PTX y docetaxel (DTX) se repartiran desde
las micelas a las proteinas plasmaticas que incluyen albumina y alfa-1-glicoproteina acida, reduciendo rapidamente
el contenido de farmaco de la nanoparticula46. Por lo tanto, es probable que las mejoras dramaticas en la PK y la
eficacia se observen solo en los conjugados de polimero.

En la actualidad, los conjugados de polimero mas avanzados (aquellos en ensayos clinicos o aprobados) se
formulan alrededor de albumina (Abraxane), HPMA (hidroxipropil metacrilamida), PEG, acido poliglutamico, con unos
pocos ejemplos mas seleccionados’*’. Esta no es una lista larga de composiciones de polimero a pesar de mas de
30 afos de investigacion, y la seleccion limitada refleja el coste y las complicaciones implicadas en sintetizar e
identificar biomateriales biocompatibles. Se puede producir el fracaso de un polimero candidato mediante una amplia
diversidad de formas, incluyendo respuesta a cuerpo extraﬁo48, toxicidad49, o inestabilidad en el entorno biolégico de
enzimas hidroliticas y procesos inflamatorios®. Los enfoques de nanoparticulas pueden minimizar estas
complicaciones, ya que se pueden disefiar conjugados de polimero que se autoensamblen en estructuras que
presentan una quimica de PEG (u otras entidades de ocultacion adecuadas) al entorno bioldgico, y minimizan el

reconocimiento bioldgico o la interaccion con el nicleo del polimero y la carga de farmaco ?’.

Ciertas clases de polisacaridos estan aprobados como excipientes para administracion de farmacos oral,
transcutanea, y parenteral51, pero en lo que se refiere al campo de polimeros sintéticos, se ha realizado un trabajo
comparativamente menor con estos polisacaridos biocompatibles en el campo actual de suministro de farmacos con
nanoparticulas, y la mayor parte del trabajo se centra en materiales basados en quitosano52'55. Cera y colaboradores
conjugaron doxorrubicina (DOX) y daunomicina a carboximetilcelulosa (CMC) y acido hialurénico (HA), e informaron
que estos compuestos eran téxicos por las células in vitro, pero con menor potencia en comparacién con el farmaco
libre. Ademas, el grado de sustitucién de grupos acidos de la CMC con la doxorrubicina fue bajo (9 %), y este grupo
no continué con los informes sobre la eficacia in vivo™. Uglea et al. conjugaron benzocaina a CMC y CMC oxidada, y
sometieron a ensayo los efectos de estos polimeros en tumores de sarcoma s.c. en modelos de rata, y llevaron a
cabo los ensayos de eficacia in vitro e in vivo®®. Se implantaron en los ratones xenoinjertos de carcinoma de ovario
en la cavidad peritoneal, y se trataron con una inyeccion intraperitoneal de 200 mg/kg de PTX-HA, un tratamiento
que cur6 de forma eficaz a los ratones y se tolerd bien. No hubo ningun informe con respecto a la actividad de este
compuesto frente a otros tumores sdlidos. Inoue et al. informaron sobre un andlogo de camptotecina (DX-8591)
conjugada a un carboximetildextrano a través de un espaciador peptidico, que demostré una potente accion frente a
tumores en modelos de raton, y se ha sometido a ensayo en 27 pacientes en un ensayo clinico en Fase |
experimentando 1 g)aciente la remisién completa, 1 paciente una remision parcial, y 14 pacientes la estabilizacion de
la enfermedad®®®’. En resumen, aunque la clase de polimeros se conoce bien, los usos con éxito de
carboximetilcelulosa para tecnologias de nanoparticulas son bastante limitados.

Una fraccion considerable de las moléculas pequeias terapéuticas es hidrofobica®, y hacer que estas sean solubles
en agua es, como se ha indicado, el fundamento principal detras del desarrollo de la terapéutica polimérica. En
particular, los taxanos han recibido una atencién especial, dado que PTX y DTX tienen una cuota considerable del
mercado farmacéutico, y se formulan en la actualidad con Cremophor EL-P/etanol/solucion salina® vy
Tween80/etanol/soluciéon salina, respectivamente, cada uno de los cuales causar reacciones de hipersensibilidad,
requiriendo medicacién previa los pacientes que se van a tratar con PTX o DTX®*%. Abraxane (albimina-PTX) y
Opaxio (acido poliglutamico-PTX) representan los conjugados de PTX mas avanzados hasta la fecha, habiéndose
aprobado Abraxane para uso de Estados Unidos, y estando Opaxio en ensayos clinicos en Fase lll para cancer de
pulmén no microcitico®’. Sin embargo, DTX esta reemplazando a PTX en las aplicaciones clinicas debido a su
accion mejorada65, y los informes de los cor%lsue%ados de DTX indican que DTX se puede suministrar de forma mas
eficaz y segura como conjugado de polimero™™".

Compendio de la invencion

En un aspecto, se proporciona un compuesto que comprende carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac) unida
covalentemente a: al menos un poli(etilenglicol) (PEG), y al menos un farmaco hidréfobo.

En otro aspecto, se proporciona una composicion de nanoparticulas de autoensamblado que comprende el
compuesto descrito en la presente memoria. Preferentemente, la composicion tiene una concentracién micelar critica
(cmc) de aproximadamente 0,1 mg/ml.

En un aspecto adicional se proporciona una composicion farmacéutica que comprende la composicion de
nanoparticulas de autoensamblado descrita en la presente memoria y un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para proporcionar suministro de liberacién sostenida de un
farmaco hidréfobo a un paciente con necesidad del mismo que comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz de la composicién de nanoparticulas de autoensamblado que se describe.
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En un aspecto adicional, se proporciona un método de tratamiento de cancer a un paciente con necesidad del
mismo, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de una composicién de nanoparticulas de
autoensamblado que comprende el compuesto descrito la presente memoria. Preferentemente, el cancer se
selecciona entre cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer metastasico, y cancer pancreatico.

En un aspecto adicional, se proporciona un proceso para preparar una composicion de nanoparticulas de
autoensamblado que comprende:

a) unir covalentemente al menos un PEG y al menos un farmaco hidréfobo a un CMC-Ac;
b) aislar el producto de la etapa (a);

c) disolver el producto aislado de la etapa (b) en un disolvente organico adecuado, preferentemente DMF o
DMSO y mas preferentemente THF o acetonitrilo, para formar una solucion;

d) afiadir la solucion de la etapa (c) gota a gota a una solucién acuosa en condiciones adecuadas para formar la
composicion de nanoparticulas de autoensamblado.

En un aspecto adicional, se proporciona un compuesto representado por la férmula:

en la que Ro, Ri¢1)...R1n), R2(1)...Ram), Raq)...R3m), ¥ Rein S€ seleccionan cada uno independientemente entre:

(a) acetilo;

0

NA

OH;
(b)

O

AN

O(HD
© (HD),

un grupo hidroxilo; o

en la que -O(HD) representa un farmaco hidréfobo que tiene un punto de unién a través de

8

AN

O(PEG)
(d) y

n es un numero entero > 94.
Breve descripcion de las figuras

Las realizaciones de la invencion se pueden entender mejor por referencia a la siguiente descripcion y a las figuras
acompanfantes. En las figuras:

La Figura 1 muestra un esquema de un conjugado de polimero de acuerdo con un aspecto, en el que Ry,
Ri1¢1)-..R1n), Rag1y...Reny, Ra(1y..-Ram), ¥ Rin S€ seleccionan cada uno independientemente entre:

(a) acetilo;

O
(b)f\)'LOH;
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0

NP

(c) O(HD), en la que -O(HD) representa un farmaco hidréfobo que tiene un punto de unién a través de
un grupo hidroxilo; o

0

g\

O(PEG),
(d) y

n es un numero entero > 94,

La Figura 2 muestra el RMN 'H de Cellax y Componentes. A: espectros de DTX, carboximetilcelulosa sddica
(CMC-Na), CMC acetilada, y el producto Cellax. B: DTX con el esquema de numeracion de carbonos.

La Figura 3 muestra (A) el analisis de las sefiales T1 y T2 para Cellax-SPION in vitro. Andlisis por MRI de
ratones que portan tumores EMT-6 en el costado, y se tratan con Cellax-SPION (10 mg de Fe/kg, 133 mg/kg de
DTX). (B) Inyeccion previa al barrido T2*, (C) inyeccion previa al barrido T2, (D) inyecciéon 3 horas posterior al
barrido T2*, (E) inyeccion 3 horas posterior al barrido T2. El volumen del tumor se puede diferenciar de los tejidos
circundantes en los barridos de fondo, y el desarrollo considerable de contraste MR debido al artefacto de
susceptibilidad a SPION. (F): calculo de las fracciones de volumen hipointenso mediante analisis de imagen
MIPAV, en el que se definen los voxeles hipointensos como los que tienen una intensidad inferior a 5 SD
desviaciones estandar de la intensidad media del musculo circundante.

La Figura 4 muestra la liberacion de DTX de particulas de Cellax en solucion salina que contiene FBS (50 % en
volumen). Las particulas se incubaron a 37 °C en una atmésfera de un 5 % de CO;. En los puntos temporales
seleccionados, las muestras se extrajeron y se analizaron mediante HPLC. Se detectaron dos picos: DTX y 7-
epidocetaxol. En el grafico, taxanos totales se refiere a la liberacion combinada de DTX y el isdbmero, e indica
cuando se ha alcanzado la liberacion completa.

La Figura 5 muestra el analisis de Clsp de toxicidad de DTX. A: EMT-6 B: LL/2. Las células se cultivaron en
poliestireno de cultivo celular (1000 células/pocillo) durante 1 dia, seguido de la adicion de medio que contenia
DTX, Cellax, o controles de polimero exentos de farmaco. Los controles de polimero en cada concentracion
seleccionada de DTX se igualan a la muestra de Cellax mediante la concentracion en peso (mg/ml). Para el
tratamiento metronémico de DTX libre, la dosis se administré en cuatro partes durante dos dias. Los cultivos se
mantuvieron durante 2-3 dias, hasta que las células de control sin tratamiento se aproximaron a la confluencia.
La viabilidad celular se determin6 mediante el ensayo XTT, restandose la sefial de fondo sin células. Se
calcularon las curvas de Clsp en GraphPad Pro. Cada grupo tuvo n = 9, y las barras de error son + desviacion
estandar.

La Figura 6 muestra el analisis del ensayo de toxicidad (dosis maxima tolerada) de DTX y Cellax en ratones
Balb/c. Se inyectaron ratones sanos exentos de tumores con DTX (en un vehiculo de Tween80/etanol/solucion
salina 20:13:67) o Cellax (0,9 % en solucién salina). Se midio el peso corporal de forma regular, y la dosis toxica
limitante se establecié en < 5 % de pérdida de peso corporal. Cellax alcanza una concentraciéon maxima de
15 mg/ml de DTX (170 mg/kg), de modo que no se conoce una verdadera MTD.

La Figura 7 muestra la eficacia de los tratamientos de DTX y Cellax en ratones que portan tumores singenéicos
en el costado. DTX se formulé en Tween80/etanol/solucion salina, y Cellax se formulé en un 0,9 % de solucion
salina. Los ratones de control se trataron con solucion salina. (A) Estudio de eficacia con ratones Balb/c y modelo
de costado EMT-6 con dosificacion de 40 mg/kg de DTX (B) Estudio de eficacia con ratones C57/BL6 y modelo
de costado LL/2 con dosificacion de 40 y 170 mg/kg de DTX. # p < 0,001, * p < 0,05, n = 6 por grupo. Las barras
de error son desviacion estandar.

La Figura 8A muestra el analisis histologico e inmunohistolégico de tumores EMT-6 en ratones Balb/c. Columna
izquierda: ratones de control. Columna central: ratones tratados con DTX (40 mg/kg). Columna derecha: ratones
tratados con Cellax (40 mg DTX/kg). En las secciones tefiidas con H&E (40 y 400x), la evidencia de necrosis se
marca con flechas, y es particularmente evidente en tumores tratados con Cellax. Tincion TUNEL (40x): la
indicacién de apoptosis es evidente en toda las muestras, pero es notablemente mayor en el tumor tratado con
Cellax, y la morfologia de las regiones tefiidas es similar a las regiones necréticas en las secciones tefiidas con
H&E. Tinciéon de Ki67 (40x): las regiones de los tumores tratados con DTX y Cellax estan desprovistas de
sucesos de replicacion celular, y estas regiones son congruentes con las imagenes de H&E y TUNEL. Tincién de
CD31 (40x): la actividad de angiogénesis en los tumores tratados con DTX y especialmente en los tratados con
Cellax esta reducida, especialmente en las regiones ya identificadas en los analisis de H&E, TUNEL, y Ki67.

La Figura 8B muestra el analisis inmunohistologico del rifion y los pulmones de ratones Balb/c (que portan
tumores de costado EMT-6) tratados con solucion salina, DTX (40 mg/kg) y Cellax (40 mg DTX/kg). Las
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imagenes tienen un aumento de 400x. Se ha de observar la presencia de tincion TUNEL positiva en los ratones
tratados con DTX, y la ausencia de tincion en los ratones tratados con control y Cellax.

La Figura 9 muestra la histologia tumoral: cuantificacion de tinciones (A) Tincién de hematoxilina de tumores (B)
tincion TUNEL de tumores (C) Tincién de Ki67 de tumores (D) Tincion de CD31 de tumores (E) Tincion TUNEL
en rifiones (F) Tincion TUNEL en pulmones. ¢ p < 0,05, *« p < 0,001, *** p < 0,0001.

La Figura 10 muestra la histologia tumoral del modelo LL/2 en ratones C57/BL6: (A) tincion de H&E, (B) tincion
TUNEL.

La Figura 11 muestra (A) Pérdida de peso experimentada por ratones Balb/c inoculados con células EMT-6
mediante inyeccion i.v. Las barras de error representan SE, y el marcador que carece de barras de errores n = 1
(dnico ratén superviviente). (B) Grafico de supervivencia (C) Secciones tefiidas con H&E de pulmones de raton
tratados con control, DTX (40 mg/kg) y Cellax (40 mg DTX/kg).

La Figura 12 muestra los patrones de supervivencia en ratones C57/BL6 inoculados con células pancreaticas
murinas PANO2 (2,5 x 10° células/inyeccion).

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

En la siguiente descripcion, se exponen numerosos detalles especificos que proporcionan una comprension
exhaustiva de la invencion. Sin embargo, se ha de entender que la invencion se puede poner en practica sin estos
detalles especificos.

Basandose en los estudios de conjugados de polimero desarrollados hasta la fecha, una nanoparticula polimérica
funcional comprende preferentemente los siguientes atributos: (1) disuelve o transporta un farmaco hidréfobo en un
entorno acuoso, (2) el farmaco esta protegido del metabolismo por la particula, (3) la particula esta protegida de la
eliminacion en RES por PEG u otro compuesto quimico adecuado, (4) el polimero se autoensambla en una
nanoparticula escalada adecuadamente debido al equilibrio entre los elementos hidréfobos e hidrofilos, (5) la
particula se acumula en el compartimento de la enfermedad fijada como diana a través de acumulacion pasiva, (6) el
enlace entre el farmaco y la particula es reversible, de modo que el farmaco se puede liberar y (7) el polimero es
biocompatible, y (8) la particula contiene un agente para proporcionar contraste de formacion de imagenes o
deteccion en el sistema fisiologico. Un objetivo fue modificar por ingenieria una composicion basada en celulosa
para suministrar un farmaco hidréfobo, preferentemente DTX, el disefio de la cual abordaria preferentemente los
elementos de disefio principales descritos anteriormente.

En un aspecto, se proporciona un compuesto que comprende una carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac) unida
covalentemente a: al menos un poli(etilenglicol) (PEG), y al menos un farmaco hidréfobo. En una realizacion, las
uniones covalentes son uniones éster.

Los expertos en la materia entenderan que cada uno del farmaco hidrofobo y el PEG se pueden unir covalentemente
a la CMC-Ac mediante un enlace directo entre un resto de acido carboxilico del CMC-Ac y un grupo funcional del
farmaco hidréfobo y el PEG (por ejemplo, un grupo hidroxilo), o mediante una unién directa a través de uno o mas
conectores difuncionales. Los conectores preferentes son los que son biodegradables y no téxicos cuando se
escinden del conjugado, y son relativamente estables a la hidrdlisis en la circulacion.

En una realizacién preferente, el farmaco hidrofobo es un agente anticancerigeno (es decir, un agente
antiproliferativo, antineoplasico, o quimioterapéutico que previene o trata tumores), preferentemente uno de
docetaxel, camptotecina y paclitaxel.

En algunas realizaciones, el al menos un PEG es poli(etilenglicol) metil éter (NPEG) que tiene un M, promedio entre
aproximadamente 550 y aproximadamente 10.000, preferentemente aproximadamente 2000.

En algunas realizaciones, la CMC consiste en entre aproximadamente 95 y 3600 unidades monoméricas,
preferentemente aproximadamente 3500 unidades monomeéricas.

En algunas realizaciones, la proporcion molar de (grupos acetilo de CMC-Ac):(grupos acido carboxilico de CMC-
Ac/PEG/farmaco hidréfobo) es de aproximadamente 2,5:0,5 - 1,8:1,2, preferentemente aproximadamente 2,18 : 0,82.
Preferentemente, el mMPEG esta presente en una cantidad de aproximadamente 3,5-22,7 % en peso, y el docetaxel
esta presente en una cantidad de aproximadamente 22,5-43,3 % en peso, mas preferentemente, el PEG esta
presente en una cantidad de 4,7 - 5,3 % en peso, y el docetaxel esta presente en una cantidad de aproximadamente
30,1-39,5 % en peso, y mas preferentemente, el PEG esta presente en una cantidad de 4,7 % en peso, y el
docetaxel esta presente en una cantidad de 36,9 % en peso.

En algunas realizaciones, la proporcién molar de mPEG:docetaxel:(grupos acido carboxilico de CMC-Ac) es de
aproximadamente 0,9 : 13,4 : 85,7 a aproximadamente 5,4 : 26,4 : 68,2, segun se estima mediante analisis por RMN
1H, preferentemente de aproximadamente 1 : 15,1 : 83,6 a aproximadamente 1,1 : 23,7 : 75,3, mas preferentemente
1:20,5:78,5.
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En algunas realizaciones, el CMC-Ac esta ademas unido covalentemente a al menos un agente de formacion de
imagenes, preferentemente Cy5.5.

En otro aspecto, se proporciona una composicion de nanoparticulas de autoensamblado que comprende el
compuesto descrito en la presente memoria. Preferentemente, la composicion tiene una concentracién micelar critica
(cmc) de aproximadamente 0,1 mg/ml.

En algunas realizaciones, la composicion de nanoparticulas de autoensamblado de la reivindicacion 14 o 15, en la
que las nanoparticulas tienen un diametro promedio de aproximadamente 49-278 nm y/o un intervalo completo de 16
- 396 nm.

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas de autoensamblado descrita en la presente memoria
comprende ademas al menos un agente hidréfobo encapsulado en la misma, seleccionado preferentemente entre un
agente de formacién de imagenes o un agente terapéutico. Preferentemente, el al menos un agente de formacién de
imagenes es una nanoparticula de oxido de hierro superparamagnético (SPION), preferentemente entre 7-30 % en
peso de SPION, y mas preferentemente aproximadamente 30 % en peso de SPION.

En un aspecto adicional, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende la composicion de
nanoparticulas de autoensamblado descrita en la presente memoria y un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

Los expertos en la materia deberian conocer los vehiculos y diluyentes aceptables. Generalmente, tales vehiculos
deberian ser no toxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para proporcionar suministro de liberacién sostenida de un
farmaco hidréfobo a un paciente con necesidad del mismo que comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz de la composicién de nanoparticulas de autoensamblado que se ha descrito.

En un aspecto adicional, se proporciona un método de tratamiento de cancer en un paciente con necesidad del
mismo, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de una composicién de nanoparticulas de
autoensamblado que comprende el compuesto descrito en la presente memoria. Preferentemente, el cancer se
selecciona entre cancer de mama, cancer de pulmén, cancer metastasico, y cancer pancreatico.

En un aspecto adicional, se proporciona un proceso para preparar una composicion de nanoparticulas de
autoensamblado que comprende:

€) unir covalentemente al menos un PEG y al menos un farmaco hidréfobo a una CMC-Ac;
f) aislar el producto de la etapa (a);

g) disolver el producto aislado de la etapa (b) en un disolvente organico adecuado, preferentemente DMF o
DMSO y mas preferentemente THF o acetonitrilo, para formar una solucion;

h) afadir la solucién de la etapa (c) gota a gota a una solucion acuosa en condiciones adecuadas para formar la
composicion de nanoparticulas de autoensamblado.

Preferentemente, las uniones covalentes son uniones éster.

Los procesos descritos en la presente memoria son generalmente Utiles para preparar conjugados de CMC-Ac con
cualquier PEG y cualquier farmaco hidréfobo que se funcionalice de forma apropiada para unirse a la CMC-Ac, como
se describe en la presente memoria.

Los disolventes adecuados para su uso en los procesos de la presente invencion incluyen los disolventes que son
inertes en las condiciones de la reaccion/procedimiento, describiéndose junto con las mismas.

En algunas realizaciones, dichas condiciones adecuadas de la etapa (d) comprenden mezclar vigorosamente dicha
solucién acuosa durante la adicion gota a gota de la solucion de la etapa (c).

En algunas realizaciones, la solucion de la etapa (c) tiene una concentracién de 10-25 mg/ml. Preferentemente, la
solucién de la etapa (c) tiene una concentracion de 10 mg/ml.

En algunas realizaciones, la etapa (d) comprende una dilucion 10 veces de la solucién de la etapa (c) una vez se
completa la adicién a la solucién acuosa.

En algunas realizaciones, la solucién acuosa de la etapa (d) se selecciona entre 0,9 % de NaCl, 10 % de sacarosa, o
agua.

En algunas realizaciones, el disolvente organico en la etapa (c) se selecciona entre acetonitrilo (CH3CN) o
tetrahidrofurano (THF), preferentemente CH3;CN.
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En algunas realizaciones, la etapa (b) comprende precipitacion del producto de la etapa (a) usando éter, y lavado del
precipitado con agua.

En algunas realizaciones, el proceso comprende ademas aislar la composicion de nanoparticulas de
autoensamblado formada en la etapa (d) mediante dialisis y/o filtracion.

En realizaciones preferentes, el al menos un farmaco hidréfobo es uno de docetaxel, camptotecina y paclitaxel.
Preferentemente, la CMC-Ac se prepara mediante acetilacion de una carboximetilcelulosa con un grado de
sustitucion (DS) entre aproximadamente 0,75 y aproximadamente 0,85, preferentemente aproximadamente 0,82.
Mas preferentemente, el al menos un PEG es poli(etilenglicol) metil éter (MPEG) que tiene un M, promedio entre
aproximadamente 550 y aproximadamente 10.000, preferentemente aproximadamente 2000.

En una realizacion, la etapa (a) comprende proporcionar el mMPEG en una cantidad de aproximadamente 30 % en
moles y proporcionar el docetaxel en una cantidad de aproximadamente 40-50 % en moles, con respecto a los
grupos de acido carboxilico de dicha CMC-Ac, preferentemente aproximadamente 40 % en moles o 50 % en moles.

En algunas realizaciones, la solucion de la etapa (c) comprende ademas al menos un agente hidréfobo encapsulado
en la misma, seleccionado preferentemente entre un agente de formacién de imagenes o un agente terapéutico.
Preferentemente, el al menos un agente de formacion de imagenes es una nanoparticula de 6xido de hierro
superparamagnético (SPION).

Preferentemente, el disolvente organico en la etapa (c) es THF.

En algunas realizaciones, el al menos un agente de formacion de imagenes esta presente en la solucion de la etapa
(c) en una cantidad de aproximadamente 9-50 % en peso, basado en el peso combinado del al menos un agente de
formacion de imagenes y el producto aislado de la etapa (b).

En un aspecto adicional, se proporciona un compuesto representado por la férmula:

Ry1)©
0

Ry
DR:;“]

en la que Ro, Ri(1)...R1(n), R2(1)...Ram), Raq)...R3m), ¥ Rein S€ seleccionan cada uno independientemente entre:

(a) acetilo;

o)

A A

(b) OH;

O

A A oo

(c) ? en la que -O(HD) representa un farmaco hidréfobo que tiene un punto de union a través de
un grupo hidroxilo; o

0]

AN

O(PEG);
(d) y

n es un numero entero > 94,

Preferentemente, la proporcion de (a):(b+c+d) es aproximadamente 2,18 : 0,82. También preferentemente, n esta
entre aproximadamente 95 y 3600 unidades monoméricas, preferentemente aproximadamente 3500.

Los expertos en la materia entenderan que las cantidades preferentes reales de agente activo en un caso especifico
variaran de acuerdo con la formulacién particular y la manera de administracion. La dosis especifica para un
individuo particular depende de la edad, peso corporal, la gravedad del trastorno particular al que se aplica la terapia,
y otros factores. Las dosificaciones para un sujeto dado se pueden determinar usando consideraciones
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convencionales.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de diversos aspectos de la invencion, y no limitan los aspectos amplios de la
invencion segun se desvelan en la presente memoria.

Ejemplos
MATERIALES Y METODOS

Se obtuvo carboximetilcelulosa sddica (CEKOL 30K (DS) = 0,82) de CPKelco (Atlanta, Georgia, USA), y es un
material de calidad alimentaria FDA y EU. Se adquirieron acido acético glacial, anhidrido acético, acido sulftrico,
acetona, acetonitrilo, poli(etilenglicol) metil éter (MPEG-OH, MN = 2000), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
HCI (EDC HCL), N-hidroxisuccinimida (NHS), 4-dimetilaminopiridina (DMAP), y dietil éster en Sigma Aldrich
(Oakville, ON). Se adquirié docetaxel (DTX) en LC Laboratories (Woburn, MA, USA). Se adquirieron cartuchos de
dialisis Slide-a-Lyzer de 10 y 20 kDa de MWCO en Pierce Biotechnology (Rockford, IL). Se adquirieron filtros de
ultracentrifugacion Vivaspin de 10 kDa de MWCO en Fisher (Ottawa, ON, Canada).

Analisis por RMN

Se disolvieron muestras en cloroformo deuterado (CDCIs), 6xido de deuterio (D20) o N,N-dimetilsulfoxido (DMSO), y
se analizaron en un instrumento Bruker 500. Los espectros se procesaron usando software TOPSpin.

Analisis por HPLC, UPLC/MS, y GPC

El analisis de DTX se llevo a cabo en un sistema de HPLC que consistia en un Médulo de Separaciéon Waters 2696,
detectores 2414 Rl y 2998 PDA, y estaba operado por software Empower Pro 2. Las muestras se inyectaron en una
columna Agilent XDB-C18 (1,8 um, 4,6 x 50 mm) con un programa isocratico de acetonitrilo/agua 95/5 a 0,35 ml/min.
El método para el analisis y la deteccién de los taxanos derivd de varios articulos publicados69'71, adaptado para la
instrumentacion en el laboratorio. Para el analisis de rutina, se identificaron las identidades de taxanos conocidos
(docetaxel, paclitaxel, y 7-epidocetaxel) mediante un detector PDA con una longitud de onda seleccionada de
274 nm. Durante el desarrollo del método, las muestras se analizaron con un sistema de UPLC/MS Waters Acquity
equipado con un detector PDA y SQ MS. En estos andlisis, las muestras se inyectaron en una columna Acquity
UPLC BEH C18 (1,7 pm, 2,1 x 50 mm), con un caudal de 0,4 ml/min, con un programa de gradiente de 95-10 % de
agua/acetonitrilo durante 5 minutos. La deteccién de DTX (y otros productos) fue en modo ES+. Los polimeros se
analizaron mediante un sistema de GPC que consistié en un Moédulo de Separacion Waters €2696, detectores 2414
Rl y 2998 PDA, y estaba operado por software Empower Pro 2. Las muestras solubles en THF se inyectaron en
columnas Waters Styragel HR5E y HR 3 (en serie) con un caudal de THF de 0,35 ml/min. Las muestras solubles en
agua se analizaron usando una columna Waters Ultrahydrogel 1000 con un caudal de agua de 1 ml/min. La
deteccion de DTX libre y PEG fue mediante PDA (274 nm) y RI, respectivamente.

Calculo de la estequiometria para los polimeros de CMC

El polimero de CMC-Na esta modificado con grupos carboximetilo, y se suministré por el fabricante con un valor de
DS analizado de 0,82: cada unidad monomérica de galactosa contiene 0,82 moles de acido carboxilico y 2,18 moles
de hidroxilo. Por lo tanto, el peso molecular que cada mondémero es aproximadamente: 162 g/mol (galactosa) +
(59,01 g/mol (grupo acido) x 0,82) = 210 g/mol. Estos valores de composicién quimica se usaron para calcular la
estequiometria de las reacciones llevadas a cabo en los polimeros de CMC.

Acetilacion de la CMC

El método para la acetilaciéon de la CMC se adaptdé de un método informado por Namikoshi’2. Se peso
carboximetilcelulosa sédica (CMC-Na CEKOL 30K, 10 g) en un matraz de fondo redondo, y se suspendié en acido
sulfurico al 20 % (200 ml) con agitacion vigorosa a temperatura ambiente durante 2 horas. La suspension de polvo
de CMC-COOH se lavo con agua hasta que el agua dio un ensayo neutro, y a continuacion se lavé con 3 x 30 ml de
acido acético glacial con un volumen para asegurar la deshidratacién completa de la CMC-COOH. La CMC-COOH
se transfirié a un matraz de fondo redondo colocado en un bafio de hielo, y se suspendié en acido glacial (50 ml). Se
afiadieron anhidrido acético (30 ml) y acido sulfurico (1,2 ml) a la suspension enfriada, a continuacion se aumenté la
temperatura a 50 °C, y la solucion se agité vigorosamente durante tres horas, hasta que se clarificé. La solucion de
reaccion se concentré mediante evaporacion rotatoria (58 °C, 58 mbar) y se precipitd en agua desionizada. El agua
se intercambié mediante filtraciones repetidas hasta que el agua dio un ensayo de pH neutro. El polvo de CMC
acetilada (CMC-Ac) se seco en alto vacio durante una noche, se disolvié en una cantidad minima de acetona, y se
precipité en agua. El polimero se extrajo por centrifugacion de la solucion, se secd mediante liofilizacion, y se analizd
mediante RMN "H en disolvente DMSO.

Sintesis de Cellax

La preparacion del Cellax descrita en el manuscrito se describe aqui (alimentacion de 50 % de moles de DTX,
alimentacion de 30 % de moles de PEG, o 50/30), seguido de las reacciones relacionadas que detallan las
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composiciones que no formaron particulas aceptables. Sintesis 50/30: se pes6 carboximetilcelulosa acetilada (CMC-
Ac, 300 mg, 1,5 mmol de acido) en un vial de vidrio de 25 ml, y se disolvié en MeCN (2 ml). Se disolvi6 EDC HCI
(441 mg, 2,3 mmol) en MeCN (12 ml) y agua (0,5 ml). Se disolvieron NHS (265 mg, 2,3 mmol) y DMAP (28 mg,
0,23 mmol) en MeCN (1 ml). Se disolvi6 mPEG-OH (690 mg, 0,35 mmol) en MeCN (2 ml) con calentamiento suave.
Se disolvié DTX (465 mg, 0,58 mmol) en MeCN (12 ml) y DMF (1 ml). Se afadieron los reactivos EDC HCI, NHS, y
DMAP a la solucion de CMC-Ac, seguido de la adicion del mPEG-OH y el DTX. La solucion se agité durante una
noche a temperatura ambiente con proteccion de la luz. En disolvente se retir6 mediante evaporacién rotatoria
(55 °C, 5 mbar), y el producto (Cellax) se disolvio en MeCN (3 ml), y se precipitd en 40 ml de dietil éter. El Cellax se
seco, se redisolvié en MeCN, y la precipitacion se repitié 2x. El disolvente se retiré en alto vacio, y el polvo fino se
lavé con agua (25ml) y se recuper6 mediante centrifugacion. El producto de Cellax se analiz6 mediante
cromatografia de permeacién en gel para PEG y DTX sin reaccionar, y se repitié el lavado si se detectd reactivo
residual. Se llevo a cabo un andlisis por RMN 'H (CDCls) para confirmar la presencia de DTX y PEG, y para estimar
la composiciéon molecular. Se vario la proporcion de alimentacion de DTX mientras se mantenia PEG constante para
crear un intervalo de modelos de Cellax de contenido de DTX. Se activo la CMC-Ac (50 mg, 0,19 mmol de acido) con
EDC HCI (75 mg, 0,39 mmol) y NHS (45 mg, 0,39 mmol) en presencia de DMAP (5 mg, 0,04 mmol), seguido de la
adicion de DTX (16, 31, 47, 63, 142 mg, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,18, mmol) y mPEG-OH (117 mg, 0,06 mmol)
variados. Se vario la proporcién de PEG mientras se mantenia DTX constante para crear un intervalo de modelos de
Cellax de contenido de PEG. Se activo la CMC-Ac (100 mg, 0,39 mmol de acido) con EDC HCI (224 mg, 1,17 mmol)
y NHS (135 mg, 1,17 mmol) en presencia de DMAP (48 mg, 0,39 mmol), seguido de la adicion de PEG (78, 156,
390, 546, 780, 1169 mg, 0,04, 0,08, 0,19, 0,27, 0,39, 0,58 mmol) y DTX (157 mg, 0,19 mmol) variados. Todos los
analogos se purificaron de la misma forma que la comp03|0|on preferente que se ha descrito anteriormente. Los
compuestos se disolvieron en CDCl3 para analisis por RMN 'H, y se estimé la composicion mediante integracion de
los picos seleccionados.

Sintesis de CMC-Ac-PEG (polimero de control)

Se sintetizé6 una molécula de control de CMC-Ac-PEG usando las mismas condiciones que se han descrito para
Cellax. Se hizo reaccionar CMC-Ac (100 mg, 0,38 mmol de acido) con mPEG2000 (230 mg, 0,12 mmol) en presencia
de EDC HCI (147 mg, 0,77 mmol), NHS (88 mg, 0,77 mmol), y DMAP (9 mg, 0,08 mmol) en disolvente acetonitrilo
(6 ml). Después de reaccion durante una noche, en disolvente se retir6 mediante evaporacion rotatoria (55 °C, 5
mbar), se disolvié en agua (5 ml) y se dializé frente a multiples intercambios de agua usando cartuchos de dialisis
Slide-a-lyzer de 20 kDa de MWCO. El producto purificado se recuperé mediante liofilizacién, y se analizé mediante
GPC acuosa para verificar que el PEG sin reacaonar se habia extraido completamente. El andlisis de la
composicion quimica se llevd a cabo mediante RMN 'H en D-0.

Conjugacion de DTX, Cy5.5, y PEG a CMC

Se disolvié PEG bisamina (169 mg, 0,084 mmol) en acetonitrilo (2 ml), a lo que se afiadi6 DMAP (1 mg, 0,008 mmol)
y éster de NHS de Cy5.5 (050 mg, 0,084 mmol, 0,5 ml acetonitrilo). La solucién se agité durante cuatro horas a
temperatura ambiente y se protegio de la luz. Se pes6 carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac, 100 mg, 0,39 mmol
de acido) en un vial de vidrio de 25 ml, y se disolvié en MeCN (2 ml). Se disolvio EDC HCI (149 mg, 0,78 mmol) en
MeCN (4 ml) y agua (0,15 ml). Se disolvieron NHS (90 mg, 0,78 mmol) y DMAP (10 mg, 0,08 mmol) en MeCN
(0,5 ml). Se disolvié mPEGz000-OH (156 mg, 0,08 mmol) en MeCN (1 ml) con calentamiento suave. Se disolvié DTX
(157 mg, 0,179 mmol) en MeCN (4 ml) y DMF (0,25 ml). Se afiadieron los reactivos de EDC HCI, NHS, y DMAP a la
solucion de CMC-Ac, seguido de la adicion de la solucién de reaccion de Cy5.5-PEG y el mPEG-OH y el DTX
(Esquema 1B). La solucién se agité durante una noche a temperatura ambiente con proteccion de la luz. El producto
(Cellax Cy5 5) se purificé mediante el mismo procedimiento usado para purificar Cellax. Se llevo a cabo el analisis
por RMN H (CDCl3) para confirmar la presencia de DTX y PEG, y para estimar la composicion molecular.

Preparacion de SPION

Se prepararon nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético (SPION) de acuerdo con el método publicado
por Sun’®. Se mezclo acetilacetonato de hierro(lll) (353 mg, 1 mmol) con 1,2-hexadecanodiol (1292 mg, 5 mmol),
acido olelco (1224 mg, 4,3 mmol), amina oleica (1214 mg, 4,5 mmol) y difenil éter (10 ml) en un bafio de agua a
37 °C, y se agitd en atmosfera de nitrogeno. El vial se calenté a 200 °C en un bloque de calentamiento, con mezcla
ocasional. La mezcla de reacciéon se enfrio a temperatura ambiente, se lavé abundantemente en atmédsfera de
nitrégeno, y la solucién se calenté a 265 °C, y se calenté a reflujo durante 30 minutos con proteccion de nitrégeno.
La solucion se enfrié a temperatura ambiente. Se afiadié isopropanol (20 ml) al sistema de reaccion, y las particulas
se recuperaron por centrifugacion (2500 rpm, 5 min). Se afiadié hexano (1 ml) para disolver el compuesto, y la
solucién se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se recogié (precipitados descartados) y el
disolvente se retird por evaporacion. El proceso (desde la adicion de IPA hasta la resuspension en hexano) se repitid
tres veces. Las SPION se secaron, se pesaron, y se afiadié hexano para llevar la concentracion hasta 10 mg/ml.

Ensayos del contenido de DTX en Cellax

El contenido de DTX en el polimero de Cellax se estimé mediante analisis por HPLC de muestras de polimero
hidrolizadas: se disolvio Cellax (2 mg) en acetonitrilo (1 ml) y se traté con acido ortofosforico al 8,5 % (0,3 ml)
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durante 30 segundos en un agitador vorticial. Las muestras se extrajeron inmediatamente con acetato de etilo (3 ml).
Se afadié agua a cada muestra (3 ml) en un tubo coénico de 15 ml, y el tubo se centrifugd durante 5 minutos a
3000 rpm para separar las fases organica y acuosa. La fraccion de acetato de etilo se aislo, se sec6 mediante
evaporacion rotatoria, y se afiadio acetonitrilo (0,5 ml) para disolver la muestra para analisis por HPLC.

Preparacion de particulas de Cellax

Se disolvié Cellax (250 mg) en acetonitrilo (25 ml) sin calentamiento. Las particulas se prepararon en lotes: se
afadieron gota a gota 0,2 ml de una solucion de Cellax a una solucién agitada vorticialmente de 1,9 ml de NaCl al
0,9 % en un tubo cénico de 15 ml. La agitacién vorticial se mantuvo durante 1 minuto después de la adicion de la
solucion. La solucion de particulas resultantes se combiné y se transfirié a un cartucho Slide-a-lyzer de 10.000 de
MWCO, y se dializé frente a NaCl al 0,9 % durante tres horas, con dos intercambios de dializado. Las particulas se
filtraron a través de un filiro PVDF de Millipore de 25 mm y 0,22 um, y se transfirieron a una unidad de filtracion
centrifuga Vivaspin (25 ml, 10.000 MWCO), y se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 hora para concentrar las
particulas hasta un volumen de 1 ml. El tamafio de las particulas se determind mediante dispersién dinamica de luz
con un analizador de particulas (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK). El contenido de DTX de
los conjugados se determind por dilucién de la muestra 20x en solucién salina/DMSO 90/10, medida de la
absorbancia UV a 274 nm (Nanodrop, ThermoScientific) y calculo de la concentracién de DTX usando una curva de
calibracion de DTX.

Las particulas de Cy5.5-Cellax y Cellax (composicion mixta) se prepararon para estudios in vivo, y la preparacion de
particulas se optimizé sometiendo a ensayo un intervalo de proporciones. Se combiné Cellax (100 ul, 10 mg/ml en
acetonitrilo) con Cy5.5 Cellax (2, 5, 10, 15 y 30 ul, 10 mg/ml en acetonitrilo) para formar soluciones al 1,5, 10,y 15y
30 % en peso de Cy5.5. Cada solucién se precipitd en solucion salina al 0,9 % (0,9 ml), se filtré a través de un filtro
PVDF de Millipore de 25 mm y 0,22 um, y se midié el tamafio de particula mediante un Zetasizer.

Las particulas de Cellax que contenian SPION usando polimero de Cellax y la solucion de SPION se han descrito
anteriormente. En resumen, se transfirieron alicuotas de la solucion de SPION (5, 10, 20, 40 y 100 ul) a viales, y €l
hexano se retird por secado. Se disolvié Cellax (10 mg) en THF (1 ml), y se afiadieron alicuotas de 100 ul a cada vial
de SPION, y las soluciones se mezclaron bien. Las soluciones de SPION/Cellax se afiadieron a continuacion gota a
gota con agitacién vigorosa a solucion salina al 0,9 % (0,9 ml), y estas soluciones se filtraron a través de filtros PVDF
de 0,22 uM para retirar agregados. Las soluciones se midieron para el tamafio de particula (Zetasizer) y se tomd la
absorbancia a 500 nm para estimar el momento en el que se estabilizé la incorporaciéon de SPION. Se analizaron
muestras seleccionadas de Cellax-SPION mediante ICP-OES para el contenido de hierro: las muestras se
combinaron 1:1 con &cido nitrico al 70 % para digestion durante una noche, y a continuacion se diluyeron 10x con
agua desionizada antes del andlisis.

Determinacion de la concentracion micelar critica

El método para la determinacién de la concentracion micelar critica se adapté de Zhang, y consiste en un analisis
basado en fluorescencia®” ™. Se disolvié 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH, 1,175 mg) en acetonitrilo (10 ml) para
formar una solucién de reserva. Se disolvid Cellax (10 mg) en 1 ml de la solucién de reserva de DPH para formar
una solucién de 10 mg/ml, y se diluyé en serie con la solucion de DPH para formar una serie de 10 concentraciones
de Cellax en una concentraciéon constante de DPH. Se precipitaron gota a gota volimenes de 100 uyl de cada
muestra en 900 ul de NaCl al 0,9 % en un agitador vorticial durante 1 minuto. Se transfirieron 50 yl de cada solucion
de particulas a una microplaca de 96 pocillos de color negro, y se midi6 la fluorescencia (Ex 360, Em 460) en un
lector de placas Chameleon. Convergen dos curvas lineales distintas en un grafico de concentracion frente a log de
concentracion, y se calculd la concentracion micelar critica mediante el uso de una solucién algebraica lineal para la
interseccion de las curvas.

Liberacion de DTX in vitro de las nanoparticulas de Cellax

Las particulas de Cellax se sometieron a ensayo para el contenido de DTX, la solucidn se ajusté a 500 ug DTX / ml,
y se filtré de forma estéril a través de filtros PVDF de Millipore de 0,22 ym. Se afadié un patron interno de paclitaxel
(5ug PTX / ml) a la solucién de particulas. Se combinaron volimenes iguales de solucién de particulas y suero
bovino fetal (FBS) en condiciones estériles, y se incubaron a 37 °C. Se tomaron volimenes de 1 ml en los puntos de
tiempo seleccionados (1, 2, 3, 4, 7 y 14 dias) y se combinaron con 3 ml de acetato de etilo, las muestras se
mezclaron bien durante 30 minutos, y a continuacion se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos para separar las
capas. Se retiraron 2,5 ml de la capa de acetato de etilo, el disolvente se retir6 por evaporacion rotatoria, y se
resuspendié en 0,5 ml acetonitrilo, y se analiz6 mediante HPLC. Aparecieron picos de DTX y PTX a 7,8 min y 8,1
min respectivamente, se prepard una curva de calibracion para DTX mediante la toma de picos de una solucién de
solucion salina/FBS con DTX y el patréon interno PTX, seguido del protocolo de extraccion de muestra, y esta
calibracion se uso para calcular el contenido de DTX en las muestras incubadas. Aparecié un nuevo pico en el
analisis de las muestras incubadas a 8,4 min, y se determind mediante analisis por LC/MS que era un isdmero de
DTX (ES+ 878 de masa). El isémero se cuantificé de una forma similar al DTX.

Analisis in vitro de toxicidad de DTX (analisis de Clso)
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Se cultivaron células de carcinoma de mama murino EMT-6 y células de carcinoma de células de pulmoén Lewis
murino LL/2 en medio DMEM (Invitrogen) con alto contenido de glucosa, complementado con FBS al 10 %
(Invitrogen), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pyg/ml) (Invitrogen). La linea celular de carcinoma de mama
de raton EMT-6 fue un generoso regalo del Dr. David Stojdl del Instituto de Investigacion CHEO y el Dr. Douglas
Mahoney de la Universidad de Ottawa. Para el cultivo en placa, las células se liberaron del frasco de cultivo con
tripsina (Invitrogen), se resuspendieron a una concentracion de 1 x 10° células/ml, y se afiadieron 100 ul de la
suspension de células a los pocillos de una placa de poliestireno de 96 pocillos. Las células se mantuvieron durante
24 horas en cultivo (37 °C, 5 % de CO, humidificado) antes de la adicion de las particulas. Las soluciones de DTX
se compusieron en DMSO y se diluyeron con medio para formar una solucion de reserva 100 nM con un contenido
de DMSO de 0,1 %. Estas muestras de DTX se diluyeron 2x en serie con medio de DMSO al 0,1 %. Las particulas
de Cellax se sometieron a ensayo para el contenido de DTX, y se diluyeron 10x en serie con medio. Los cultivos se
mantuvieron durante tres dias, momento en el que se sometié a ensayo la viabilidad celular mediante el ensayo de
XTT. En resumen, se prepard una solucion de 1 mg/ml de reactivo de XTT (Sigma) en agua, y se ahadié fenazina
(Sigma) justo antes del analisis (x mg/ml). Las placas de cultivo se incubaron durante dos horas a 37 °C, y a
continuacion se leyo la absorbancia de cada pocillo a 480 nm. Los pocillos tratados con medio (o medio de DMSO al
0,1 %) representan cultivos viables al 100 %, y los pocillos que no contienen ninguna célula representan la sefial de
fondo. En un experimento en paralelo, se afiadieron el DTX o el medio que contiene Cellax a los cultivos de EMT-6 y
LL/2 en cuatro etapas, con adiciéon de % de la dosis cada 12 horas durante dos dias. Los datos se analizaron en
GraphPad Prism, y se calculd el valor de Clso para cada sistema.

Estudios animales

Se adquirieron ratones BALB/c y C57/BL6 hembra (6 semanas de edad, 18-20 g) en The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). Todos los protocolos experimentales de este estudio se aprobaron por el Comité de Cuidado de
Animales de la Red de Salud Universitaria (Toronto, Ontario, Canada) de acuerdo con las politicas establecidas en la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales preparada por el Consejo Canadiense de Cuidado de
Animales. Para cada estudio, se formulé el DTX en una solucion de Tween80/etanol/solucién salina (20:13:67) (4 mg
DTX/ml), y se filtr6 en condiciones estériles. Las particulas de Cellax se ajustaron a 4, 7,5 o 15 mg DTX/ml en
solucion salina y se filtraron en condiciones estériles.

Histologia e inmunohistoquimica

Se aclararon tejidos de ratones (6rganos, huesos, y tumores) con solucion salina y se fijaron en formalina al 10 %
durante 2 dias, seguido de almacenamiento en etanol al 70 %. La preparacién de tejidos en portaobjetos se llevo a
cabo en el laboratorio del Programa de Investigacion de Patologia del Hospital General de Toronto (Toronto, ON). Se
uso anticuerpo Ki67 (SP6) (ThermoFisher) a una dilucién 1/1000 en citrato durante 1 hora. Se us6 anticuerpo CD31
(PECAM) (Santa Cruz) a una dilucion 1/2000 en tam;)c’)n Tris-EDTA, a pH 9 durante 1 hora. Se llevd a cabo tincion
de TUNEL de acuerdo con el método de Wijsman ®. Se analizaron los portaobjetos preparados en un Escaner
Aperio en la Instalacién de Microscopia Optica Avanzada (AOMF) del Hospital Princess Margaret (Toronto, ON). El
analisis de imagen se llevé a cabo con el software ImageScope que acompafia al escaner Aperio. Para las muestras
de H&E, se identificaron los pixeles positivos a hematoxilina y eosina con el algoritmo ImageScope Color
Deconvolution V9. Para las muestras tefiidas con TUNEL, Ki67, y CD31, se contaron los pixeles de color pardo con
el algoritmo ImageScope Positive Pixel Count. Para cada tumor u érgano analizado, se dividieron tres secciones de
tejido cada una en tres regiones iguales, generando n = 9 puntos de datos. El resultado de los analisis de imagen
fueron cuentas de pixeles positivos divididas por el area analizada.

Estudio de dosis maxima tolerada (MTD)

Se trataron ratones BALB/c sanos con DTX libre con dosis de 20 y 40 mg/kg, mediante inyeccion i.v. de 200 ul en la
vena de la cola. Del mismo modo, se trataron ratones BALB/c sanos con Cellax con dosis equivalentes de DTX de
20, 40, 85, y 170 mg/kg. Los ratones de control recibieron inyecciones de Tween80/etanol/solucién salina o soluciéon
salina. Se monitorizd el peso corporal durante 7 dias y, después del sacrificio, se recogieron los 6rganos para
analisis histoldgico e inmunohistoquimico. Se extrajo sangre, y se analizaron el suero y la sangre total para
parametros serologicos y hematoldgicos, y se referenciaron frente a muestras de sangre de control.

Estudio de tumor de costado subcutaneo (s.c) en ratones

Se cultivaron células EMT-6 como se ha descrito anteriormente. Antes de la inoculacion, las células se extrajeron de
las placas de cultivo con TrypLE Express, g se resuspendieron en medio DMEM exento de complemento (sin FBS,
sin antibidticos). Las células EMT-6 (2 x 10° células/50 pl de medio) se inocularon s.c. en el costado lateral derecho
afeitado de los ratones BALB/c. Después de 7 dias, cuando los tumores se hicieron palpables, los ratones recibieron
dosis de 40 mg/kg de DTX y Cellax, como se describe en el estudio de MTD. Los animales de control recibieron
inyecciones de solucion salina. Cada grupo (DTX, Cellax, y control) estaba compuesto por seis ratones. Se midio el
tamafio del tumor mediante un calibre, y se monitorizé el peso corporal. Después de 14 dias los ratones se
sacrificaron mediante dislocacion cervical, y se recogieron el corazén, pulmén, higado, rifiones, y tumor para
seccionamiento del tejido y tincién con H&E, TUNEL, Ki67, y CD31. Se llevd a cabo un segundo estudio (similar al
estudio de EMT-6) con células LL/2 inoculadas s.c. en ratones C57/BL6: las células LL/2 se suspendieron en medio
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DMEM exento de complemento.
Estudio de tumor metastasico

Los ratones BALB/c sanos recibieron una dosis i.v. de celulas EMT-6 (en medio DMEM exento de complemento)
mediante inyeccion en la vena de la cola (50 ul, 2,5 x 10° células/ml), y un dia después recibieron una dosis de
Cellax (40 mg DTX/kg), 40 mg/kg DTX, o solucién salina (n =10 /grupo). Se administré una segunda dosis (20 mg/kg
DTX) en el dia 7 posterior a la inyeccion. Los ratones se sacrificaron cuando se registré6 una pérdida de peso
corporal > 20 %, o con los primeros signos de disfuncion de comportamiento o movilidad. Se recogieron los
pulmones, corazon, higado, rifiones, bazo, fémures, y cerebro para analisis histolégico. Se generd una curva de
Kaplan Meier de probabilidad de supervivencia para los datos de supervivencia.

Estudio de modelo de tumor intraperitoneal (i.p.)

Se cultivaron células PANO2 (cancer pancreatico murino) en RPMI 1640 complementado con FBS al 10 %
(Invitrogen), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) (Invitrogen), y piruvato (1 mM). Antes de la
inoculacion, las células se extrajeron de las placas de cultivo con TrypLE Express (Invitrogeng, y se resuspendieron
en medio RPMI exento de complemento (sin FBS, sin antibioticos). Las células PANO2 (5 x 10° células/ml, 0,5 ml) se
inyectaron en el espacio intraperitoneal de los ratones C57/BL6. Un dia después de la administracion de las células,
los ratones (n = 3 por grupo) se trataron con DTX (40 mg/kg), Cellax (40 mg DTX equiv/kg), o solucién salina. Los
ratones se sacrificaron cuando se registré6 una pérdida de peso corporal > 20 %, o con los primeros signos de
disfuncion de comportamiento o movilidad.

Analisis por MRI

La monitorizaciéon por MRI de la distribucién de Cellax-SPION dentro de los tumores se llevé a cabo usando un
micro-MRI 7T (BioSpec 70/30 USR, Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania) ubicado en la instalacion STTARR
(Programa de Medicina de Radiacion, Universidad de Toronto, Ontario, Canada). La recogida de datos se asocio6 a la
respiracion, y se recogieron 8-12 secciones por sesion de formacion de imagenes de tumor. Las imagenes
correspondientes a TE = 10 ms se procesaron en software MIPAV. En resumen, los volimenes de tumor se
delinearon con poligonos en las 8-12 secciones a través del volumen de tumor para definir un volumen de interés
(VOI). Las secciones de tejido muscular adyacente se delinearon asimismo con un VOI. Se definieron los voxeles de
tumor hipointensos como la intensidad de voxel de tumor menos 5x la desviacion estandar de la intensidad media
de voxel de tumor. Al llevar a cabo una operacion de fijacion de umbral de cada VOI del tumor excluyendo los
voxeles por encima del limite de 5x SD, se calculé el volumen hipointenso. La fraccién de volumen de cada tumor
que contenia voxeles hipointensos se calculé como volumen no umbral / volumen umbral.

Analogo de camptotecina

Se peso carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac, 75 mg, 0,29 mmol de acido) en un matraz de vidrio de 25 ml, y se
disolvié en DMF anhidra (1 ml) con proteccion de nitrégeno. Se pesé camptotecina (CMT, 50,0 mg, 0,15 mmol) en un
vial de vidrio de 25 ml, y se disolvié en DMF anhidra (15 ml) con calentamiento suave. La solucion de CMT se afiadié
al reactor, y la solucién se enfrié a 0 °C. Se pesaron PyBOP (137 mg, 0,26 mmol), DMAP (64 mg, 0,53 mmol), y
mPEG-OH (175 mg, 0,09 mmol) en viales de vidrio, y se disolvieron en DMF anhidra (1 ml cada uno), y se afadieron
al reactor. Se afnadié DIPEA (38 pl, 0,22 mmol) al reactor mediante una jeringa. La reaccion se elevd a temperatura
ambiente después de 1 h, y se mantuvo en agitaciéon durante una noche con proteccién de nitrégeno. La solucién de
reaccion se concentré mediante evaporacion rotatoria, se enfrid con un bafio de hielo, y se afiadié NaCl al 10 %
(25 ml). A continuacién la solucidn se acidificé a pH 2,5 mediante la adicién de HCI 0,1 N. La suspension se agitd
durante 1 hora a temperatura ambiente, los soélidos se recuperaron mediante centrifugacion, se lavaron cuatro veces
con agua, y se secaron durante una noche. El material sélido se disolvié en DMF (2 ml), y se dializé frente a metanol
durante tres horas para extraer el CMT sin reaccionar. La suspensmn de particulas se evapor6 hasta sequedad, y se
suspendio en forma de una solucién de 1 mg/ml en DMF. RMN 'H (CDCls) &: 7,29-8,51 (5H, CMT), 7,28 (1H, CMT),
5,76 (2H, CMT), 5,32 (2H, CMT), 3,0-5,5 (m, polimero de CMC), 3,658 (PEG), 1,027 (3H, CMT). Las particulas se
prepararon por precipitacion en un volumen 10x de solucién salina al 0,9 %.

Analogo de paclitaxel (PTX)

Se peso carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac, 50 mg, 0,19 mmol de acido) en un matraz de vidrio de 25 ml, y se
disolvio en MeCN (0,5 ml). Se disolvio EDC HCI (112 mg, 0,58 mmol) en MeCN (3 ml) y agua (0,1 ml). Se disolvieron
NHS (67 mg, 0,58 mmol) y DMAP (24 mg, 0,19 mmol) en MeCN (1 ml). Se disolvi6 mPEG-OH (117 mg, 0,06 mmol)
en MeCN (1 ml) con calentamiento suave. Se disolvio PTX (67 mg, 0,08 mmol) en MeCN (2 ml) y DMF (0,2 ml). Los
reactivos de EDC HCI, NHS, y DMAP se anadieron a la solucion de CMC-Ac, seguido de la adicion del mPEG-OH y
el PTX La purificacion de la reaccion fue idéntica a la del conjugado de DTX. La composicion se confirmé mediante
RMN "H (41 % en peso de PTX, 5,7 % en peso de PEG). Las particulas se aislaron con un tamafio de 115 nm y un
PDI de 0,1.

Analogo de doxorrubicina (DOX)

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2547326 T3

Se peso6 carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac, 100 mg, 0,38 mmol de acido) en un matraz de vidrio de 25 ml, y se
disolvio en DMF (4 ml). Se disolvieron DCC (158 mg, 0,76 mmol) y DMAP (9 mg, 0,08 mmol) en DMF (0,5 ml). Se
disolvio mPEG-OH (574 mg, 0,11 mmol) en DMF (1 ml). Se disolvié DOX (83 mg, 0,15 mmol) en DMF (0,25 ml). Los
reactivos de DCC y DMAP se afiadieron a la solucion de CMC-Ac, seguido de la adicion del mPEG-OH y el DOX.
Después de reaccion durante una noche, la solucién de reaccion se combind con 4 ml de agua, y se dializé frente a
agua para extraer la DOX sin acoplar. La solucion se seco, se resuspendié en DMF, y se precipité en éter. El
polimero de la solucion de éter se recuperé mediante evaporacioén rotatoria. En RMN la mayoria de las sefales de
DOX se solaparon con el polimero, pero el producto es de color rojo oscuro. RMN 'H (DMSO) &: 7,1-7,8 (m, Ar H,
DOX), 5,1 (dd, 1H, DOX), 3,63 (s, 4H, PEG), 3,32 (s, 3H, PEG), 3,0-5,5 (m, polimero de CMC), 1,96 (m, 3H, acetilo),
1,25 (d, DOX). El producto de CMC-PEG-DOX se disolvié en DMSO y se precipitd en solucién salina: no se formé
ninguna poblacion de particulas discretas, lo que sugiere que se impidié el autoensamblado con un farmaco
relativamente hidrdéfilo tal como DOX.

Analogo de PEG5000 de Cellax

Se peso6 carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac, 100 mg, 0,38 mmol de acido) en un matraz de vidrio de 25 ml, y se
disolvio en MeCN (1 ml). Se disolvié EDC HCI (147 mg, 0,76 mmol) en MeCN (4 ml) y agua (0,2 ml). Se disolvio NHS
(88 mg, 0,76 mmol) en MeCN (1 ml). Se disolvi6 mPEG-OH 5000 (574 mg, 0,11 mmol) en MeCN (2 ml) con
calentamiento suave. Se disolvi6 DTX (216 mg, 0,27 mmol) en MeCN (4 ml). Los reactivos de EDC y NHS se
afadieron a la solucion de CMC-Ac, seguido de la adicion del mPEG OH y el DTX. La purificacion del producto fue
idéntica a la del Cellax sintetizado con mPEG-OH 2000. RMN 'H (CDCls) &: 8,03 (d, 2H, C25 y C29), 7,62 (t, 1H,
C27), 7,49 (t, 2H, C26 y C28), 7,41 (m, 4H, C31, C32, C34, C35), 7,38 (m, 1H, C33), 6,23 (m, 1H, C13), 5,70 (m, 1H,
C2), 5,25 (m, 1H, C4'), 5,08 (a, 1H, C10), 4,79 (d, 1H, C5), 4,37 (m, 1H, C20-A), 3,62 (s, 4H, PEG), 3,0-5,5 (m,
polimero de CMC), 1,99 (m, 3H, acetilo), 1,29 (s, 3H, C16). Las particulas se prepararon mediante precipitacion de
una soluciéon de MeCN, como se ha descrito anteriormente: 119 nm, PDI = 0,3.

Analogo de CMC de Pm inferior

Se acetilé carboximetilcelulosa sédica (CEKOL 4K, 10 g) siguiendo el mismo método aplicado al material de Cekol
30K. Se peso carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac, 100 mg, 0,39 mmol de acido) en un matraz de vidrio de
25 ml, y se disolvié en MeCN (1 ml). Se disolvié6 EDC HCI (149 mg, 0,78 mmol) en MeCN (4 ml) y agua (0,2 ml). Se
disolvieron NHS (90 mg, 0,78 mmol) y DMAP (10 mg, 0,08 mmol) en MeCN (0,25 ml). Se disolvi6 mPEG-OH
(234 mg, 0,172 mmol) en MeCN (1 ml) con calentamiento suave. Se disolvi6 DTX (157 mg, 0,19 mmol) en MeCN
(4 ml) y DMF (0,3 ml). Los reactivos de EDC HCI, NHS, y DMAP se afiadieron a la solucién de CMC-Ac, seguido de
la adicion del mMPEG-OH y el DTX. La purificacion del producto es idéntica a la que se ha descrito para el proceso
descrito para el analogo de CMC-Ac de CEKOL 30K. Las particulas se aislaron de esta preparacion con un tamafio
de 140 nm.

Analisis por TEM de la particula de Cellax

Las particulas de Cellax se diluyeron 100x en agua desionizada, y se pipeted una alicuota de 2 pl de solucién en la
superficie de redes de TEM de cobre revestido con formvar (TedPella, Redding, CA) y se dejé secar al aire. El
analisis se llevé a cabo en un equipo STEM Hitachi HD-2000 en el Centro para la Formaciéon de Imagenes de
Nanoestructuras (Departamento de Quimica, Universidad de Toronto), usando un deflector de campo oscuro de
anular gran angular, con una tension de activacion de 200 kV y una corriente de 10 mA. El analisis por TEM de las
particulas apoya la medicién de Zetasizer (104 +/- 15 nm) y, como se observa en la Figura del Ejemplo 6, las
particulas son esféricas.

Incorporacion de CMT a una particula de Cellax

Se disolvié Cellax (3 mg) en THF (0,27 ml), y se afiadieron 30 ul de una solucién de 1,0 mg/ml de camptotecina
(CMT) en DMSO. A continuacién se afiadio la solucion de CMT/Cellax gota a gota a la solucion salina al 0,9 %
agitada vigorosamente (2,7 ml), y esta solucion se filtr6 a través de un filtro PVDF de 0,22 uM para retirar cualquier
agregado. El tamafio de particula se midié con un Zetasizer: 120 nm, PDI = 0,3. Las particulas se diluyeron en
DMSO (10x), y se midio la fluorescencia (Ex 325 nm, Em 460 nm), y se calculé una eficacia de encapsulacion de
100 %.

Ejemplo 1: sintesis de Cellax

Acetilacion de carboximetilcelulosa

La acetilacion del polimero de CMC procedié sin contratiempos, siempre que el polimero de CMC se lavara

escrupulosamente en cada etapa del protocolo. Por ejemplo, el acido sulfurico residual caus6 decoloracion del

material y el agua residual impidi6 la reaccién de anhidrido. Los materiales que no se acetilaron con éxito no se

disolvieron finalmente en el disolvente de acido acético. Sin embargo, cuando los procedimientos de Iavado fueron

|ntenS|vos y exhaustivos, las reacciones fueron cuantitativas, como se evalia mediante analisis por RMN 'H. RMN
H (CDCls) 6: 3,0-5,5 (m, CMC H), 2,02 (m, acetilo CHz).
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Conjugacion de PEG y DTX:

La CMC-Ac fue soluble en DMF, pero las reacciones de acoplamiento de DTX y PEG llevadas a cabo en DMF no
exhibieron buenos rendimientos, y las particulas formadas a partir de estos materiales fueron inestables y no
uniformes. En un andlisis sistematico de disolventes, MeCN proporcioné mayores conversiones y, posteriormente,
todas las regiones de conjugacion se llevaron a cabo en este disolvente. Ademas, para minimizar la diluciéon de los
reactivos, se requirié un 1,5 % en volumen de agua para disolver EDC, y se requirié un 3,0 % en volumen de DMF
para disolver DTX en el disolvente de MeCN. Se intenté inicialmente la purificacion del polimero por dialisis, pero
dado que PEG, DTX, y los reactivos de CMC poseen diferentes perfiles de solubilidad, se produjeron problemas de
precipitacion y baja eficacia de purificacion. El lavado del producto de Cellax en polvo con agua probo ser eficaz en
la extraccion de PEG sin reaccionar, y la precipitacion en éter eficaz en la extraccion de DTX sin reaccionar. La
extraccion eficaz de PEG y DTX sin reaccionar se confirmé mediante analisis por GPC del producto. Sin embargo, el
polimero de CMC se absorbié en las columnas de poliestireno, de modo que el andlisis por GPC se restringio a la
identificacion de impurezas. RMN H (CDCIs) &: 8,12 (d, 2H, C25 y C29), 7,61 (i, 1H, C27), 7,51 (t, 2H, C26 y C28),
7,41 (m, 4H, C31, C32, C34, C35), 7,34 (m, 1H, C33), 6,23 (m, 1H, C13), 5,71 (m, 1H, C2), 5,25 (m, 1H, C4"), 5,10
(a, 1H, C10), 4,98 (d, 1H, C5), 4,32 (m, 1H, C20-A), 4,25 (m, 1H, C7), 4,19 (a, 1H, C20-B), 3,64 (s, 4H, PEG), 3,38
(s, 3H, PEG), 3,0-5,5 (m, polimero de CMC), 2,57 (m, 1H, C6-A), 2,38 (3H, C22), 2,02 (m, 3H, acetilo), 1,86 (m, 4H,
C6y C18),1,75 (a, 3H, C19), 1,34 (s, 9H, C7’, C8', C9'), 1,29 (s, 3H, C16), 1,14 (s, 3H, C17). Véase la Figura 2A y la
Figura 2B para el esquema de numeracion de los carbonos de DTX. El % en moles relativo de cada unidad (CMC,
PEG, y DTX) en el conjugado se estimd por integracion del espectro, y mediante el recalculo usando el peso
molecular de cada componente, se calcularon los porcentajes en peso (Tabla 1). El contenido de DTX en el Cellax
se estim6 ademas mediante analisis por HPLC del hidrolizado de DTX del conjugado usando tratamiento con acido
ortofosférico, y este analisis confirmo la composicion de DTX al 30 % en peso.

Las composiciones entre paréntesis de la formulacion de Cellax funcional se prepararon mediante la variacion tanto
de PEG como de DTX. Mediante analisis por RMN 'H, las asignaciones de picos informadas anteriormente para el
Cellax fueron idénticas (no se muestran los datos), pero las integraciones de los picos del DTX varié. Como se
muestra en la Tabla 2, el DS para DTX de las composiciones funcionales varié de 13,4 - 26,4 % en moles (22,5 -
43,3 % en peso), y el DS para PEG vari6 de 0,9-5,4 % en moles (3,5-22,7 % en peso). La composicion preferente
contenia 15,1-23,7 % en moles de DTX y 1-1,1 % en moles de PEG, y la composicion mas preferente contenia
20,5 % en moles de DTX y 1% en moles de PEG. Dentro de un intervalo definido de la composicion se
establecieron las propiedades de formacion de particulas, y se establecié una clara delimitacion de los limites donde
las nanoparticulas definidas ya no se pueden medir.

Tabla 1: analisis de la composicion de Cellax mediante analisis por RMN H y HPLC

Componente Pm (g/mol) DSs?® % en peso® % en peso®
DTX 807,8 20,5+/-2,0 36,9 +/-2,6 30
PEG 2000 1,0+/-0,3 4,7+/-1,5 -

? Estimado mediante RMN 'H de 8 lotes ° Estimado mediante hidrdlisis y analisis por HPLC.

Tabla 2: comparacion de la composicién entre lotes de conjugados de Cellax preparados con diferentes
composiciones molares. N.a. indica que no se detectaron las particulas definidas.

20 100 13,4 54 49,4
20 75 13,8 4,8 71,8
50 100 24,5 2,7 100,2
50 150 23,7 3,6 102,1
30 30 15,1 1.1 105,4
50 70 23,6 2,1 107,2
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20 30 12,9 2,0 108,4
20 50 13,1 3,6 116
50 50 23,7 1,6 117.,8
40 30 20,5 1,0 118,2
50 30 16,3 2,6 118,4
50 20 26,4 0,9 141,9
10 30 8,8 1,8 278,1
50 10 27,3 0.4 n.a.
90 30 36,6 2,1 n.a.
20 20 12,3 1,6 n.a.
20 150 11,3 7.4 n.a.
50 200 27,4 4,9 n.a.

La sintesis del polimero de Cy5.5-Cellax fue idéntica al polimero de Cellax, excepto en que se incorpor6é Cy5.5-PEG
al esquema de reaccién. Mediante RMN 'H, se detectd el espectro que se ha descrito anteriormente, pero los picos
de Cy5.5 no se pudieron detectar facilmente debido al solapamiento espectral y la baja sefial en comparacion con el
equilibrio de los componentes del polimero. Sin embargo, el producto de Cy5.5-Cellax fue de color azul oscuro y su
fluorescencia en el IR cercano fue la confirmacion de la incorporaciéon de Cy5.5. Las particulas de Cy5.5-Cellax,
cuando se dializaron con cartuchos de 10K de MWCO, o cuando se concentraron con un filtro Vivaspin de 10K, no
perdieron el colorante azul, confirmando que el contenido de Cy5.5 se habia incorporado de forma estable.

Ejemplo 2: formulacién de particulas de Cellax, liberacién de DTX in vitro, y estudios en animales

Se llevd a cabo una serie de ensayos usando diferentes métodos de preparacion de particulas, incluyendo
intercambio disolvente mediante dialisis frente a solucion acuosa, hidratacion de pelicula fina, y precipitacion. Se
consiguieron buenos resultados usando precipitacion acuosa, pero las demas técnicas de formacién de particulas
habituales no produjeron particulas definidas. Como se describe en la Tabla 2, el sistema acuoso usado para reparar
las particulas tuvo impacto en la dimension y estabilidad de las particulas. Por ejemplo, las particulas preparadas en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS 25 mM) tuvieron inicialmente un tamafio de 134 nm pero en el curso de
unas pocas horas, estas particulas se agregaron visiblemente. Por el contrario, las particulas preparadas en
sacarosa al 10 % o solucion salina al 0,9 % variaron de 120-30 nm, y permanecieron estables en almacenamiento a
4 °C durante al menos un mes (limite de ensayo hasta la fecha). Ademas, las particulas de Cellax preparadas en
solucién salina incubadas con FBS no cambiaron de dimension. La concentracion micelar critica, determinada
mediante ensayo de DPH, fue de 0,1 mg/ml.

Tabla 2: caracteristicas de las particulas de Cellax en diferentes sistemas acuosos

Solucion Tamafio (nm) PDI
PBS 134,0+/-3,4 0,1+/-0,08
Solucion salina (0,9 %) 125,1+/-2,5 0,05 +/- 0,01
Sacarosa (10 %) 128,5 +/- 3,2 0,10+/-0,04
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Las particulas de Cy5.5-Cellax se prepararon con un protocolo similar al que se ha aplicado a las particulas de
Cellax, excepto en que 1,5, 10, 15 y 30 % en peso de estas particulas fueron Cy5.5-Cellax, con el equilibrio
compuesto por Cellax. Las medidas del tamario de particula fueron estables en 102-100 nm hasta 15 % en peso de
Cy5.5-Cellax, después de lo cual las medidas se volvieron erraticas, posiblemente debido a los efectos de
fluorescencia en el instrumento Zetasizer.

Las particulas de Cellax-SPION se prepararon mediante precipitacion de una solucion en THF de SPION y Cellax en
solucion salina, seguido de didlisis y filtracion a través de filtros de 0,22 ym. Se sometié a ensayo una serie de
proporciones de SPION:Cellax (9-50 % de SPION en peso): la integracion de SPION se estabilizé con 30 % en peso,
con una eficacia de integracion de 77 % y un contenido de SPION final después de filtracion de 25,4 +/- 2,5 % en
peso. El tamafio de las particulas de Cellax-SPION fue de 115,4 nm con un PDI de 0,104, y se esterilizaron con
facilidad a través de filtros de 0,22 ym. Las particulas de Cellax-SPION se concentraron mediante filtracion en
Vivaspin para producir una solucién de particulas de 11,4 mg/ml de SPION, 12 mg/ml de DTX, 40 mg/ml de Cellax.
El analisis por MR confirmé que las particulas de Cellax-SPION pudieron proporcionar contraste negativo en los
modos T1 y T2: como se representa en la Figura 3 A, a medida que la solucion de particulas se diluyé desde 168 ug
SPION/mI de forma descendente, el contraste T1 disminuyd del mismo modo en una relacion lineal. De forma mas
importante, el contraste T2 de las particulas de SPION fue elevado, y cuando las particulas de Cellax-SPION se
inyectaron en un ratén (20 mg/kg de SPION, 133 mg/kg de DTX), se detectd un contraste excelente en el tumor
mediante formacion de imagenes de T2 y T2*. La masa de tumor de EMT-6 se pudo observar en la serie de
formaciones de imagen de fondo (Figuras 3B y 3C), y 3 horas después de la inyeccion (Figuras 3D y 3E), las
imagenes T2 y T2* muestran una clara acumulacién de SPION. Después de 24 y 72 horas, estas particulas
permanecen residentes, moviéndose dentro del tumor. El analisis de imagen se llevo a cabo definiendo en primer
lugar el volumen de tumor (VOI). Después de este analisis, se establecié una intensidad umbral que define los
voxeles hipointensos: se midié la intensidad media y la desviacion estandar (SD) de las VOI de los musculos
circundantes, y se restaron multiplos de SD de la intensidad media hasta que no se contaron voxeles (5 SD). Para
todas las imagenes de tumores, el valor de 5 SD del VOI del musculo de referencia se resté del volumen de tumor
no umbral para generar el volumen hipointenso. Como se observa en la Figura 3F, la fraccion del volumen
hipointenso aumento rapidamente en 3 horas (25 %), y mostré un pico en 24 horas en la imagen tanto T2 como T2*
de 30 %. En 72 horas, la fracciéon de volumen hipointenso disminuy6 a 15 %.

Las particulas de Cellax se suspendieron en una mezcla 50:50 de FBS, y se monitoriz6 la liberacion de DTX de las
particulas en el curso de tres semanas. En el estudio preliminar, el FBS se desactivd térmicamente, y se pudo
detectar muy poca liberacion de DTX (no se muestran los datos). En el estudio posterior con FBS no
desnaturalizado, se detectd un pico adicional en el anadlisis por HPLC, y cuando los analisis se duplicaron en un
sistema UPLC/MS, tanto el pico de DTX como el nuevo pico se detectaron como 808 Da en modo MS+, indicando
que el DTX se isomerizé a 7-epidocetaxel. Posteriormente, se cuantificaron tanto DTX como 7-epidocetaxol, y la
cantidad combinada de DTX y el isdbmero se sumaron para expresar el total de taxanos. Como se muestra en la
Figura 4, se control¢ la liberacion de taxanos en el curso de tres semanas, alcanzando la liberacién total en 21 dias.
Aproximadamente la mitad del DTX conjugado se liber6 en forma de DTX activo.

El andlisis de los valores de Clsg in vitro del Cellax confirmo un efecto citotoxico frente a las lineas celulares tanto
carcinoma de mama EMT-6 como de carcinoma de pulmoén LL/2 (Tabla 3 y Figuras 5 A-B). La concentracion en
masa del polimero de CMC-PEG de control se igual6 a las concentraciones en masa de Cellax, y no hubo ningun
nivel en el que hubiera ninguna indicacion de efectos citotdxicos en estas células. Las células EMT-6 son mas
sensibles a los efectos de una dosis en bolo de DTX, exhibiendo un valor de Clso de 80 nM, comparado con 767 nM
para las células LL/2. Sin embargo, las poblaciones de células tanto EMT-6 como LL/2 estuvieron mas influenciadas
por el tratamiento con particulas de Cellax, con valores de Clso de 9 y 19 nM, respectivamente. Los cultivos de EMT-
6 y LL/2 también se trataron con dosis repetidas de DTX (20 y 200 mM respectivamente,4 aplicaciones durante dos
dias), para determinar si las dosis individuales o las dosis metronémicas de DTX conducirian a resultados diferentes.
De hecho, la viabilidad de los cultivos de EMT-6 y LL/2 fue de 20 y 12 % respectivamente en comparacion con los
controles (comparado con 50 % con una dosis individual), indicando que la exposicidon sostenida al DTX tiene un
mayor efecto antiviabilidad en estas células.

Tabla 3: analisis de citotoxicidad in vitro (analisis Clso)

Linea celular Clso DTX (nM) Clso DTX (nM) Clso Cellax (nM)
Metronoémica

EMT-6 (mama) 80 +/- 3 6 +/- 2,6 9+/-3

LL/2 (pulmén) 767+/-10 12+/- 4 19+/-3

En el estudio de MTD, los ratones BALB/c demostraron una pérdida de peso corporal despreciable con la
administracion de las soluciones de Tween80/etanol/solucion salina (Figura 6A). Los ratones tratados con 20 mg/kg
de DTX no ganaron ni perdieron peso, pero los ratones con la dosificacion de 40 mg/kg exhibieron peso corporal
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ligeramente disminuido y piloereccion suave. Por el contrario, los ratones tratados con particulas de Cellax con una
dosificacion de 20, 40, 85 y 170 mg/kg de DTX no exhibieron signos de estrés fisico, y solo el grupo de dosificacion
de 170 mg/kg de Cellax exhibié pérdida de peso (Figura 6B). Los ratones del grupo de tratamiento de 170 mg/kg
volvieron a recuperar su peso corporal original en una semana de administracion de dosis (Figura 6B). El analisis de
hematologia y quimica de sangre no reveld ninguna anomalia (Tabla 4). El analisis de histologia e
inmunohistoquimica de los 6rganos de los ratones de 170 mg/kg tampoco revel6 ninguna anomalia.

Tabla 4: analisis seroldgico y hematolodgico de la sangre de ratones Balb/c tratados con Cellax (170 mg DTX / kg).

Parém’et.r 0s Unidades Control Cellax
serolégico
Proteina total g/l 50 +/- 9 54 +/-3
Albumina g/l 36 +/-4 39 +/-2
Globulina g/l 14 +/-5 16 +/-1
Proporcion A/G 3+-1 3+/-0
Bilirrubina umol/l 1,5+/-0,5 2+/-0,4
ALP /1 134 +/- 33 158 +/- 9
ALT /1 73 +/- 53 56 +/- 4
AST /1 267 +/- 218 252 +/- 74
Urea mmol/l 9+/-2 9 +/-1
Creatinina umol/l 13 +/-1 19 +/-3
Parametros 'de Descripcion Control Cellax
hematologia
RBC (x 10™/1) Glébulos rojos 9+/-3 11,8 +/- 0,03
Hgb (g/l) Hemoglobina 140 +/- 28,3 161 +/-0
HCT (I1) Hematocrito 0,5+/-0,1 0,63 +/- 0,01
MCV (fl) Volumen corpuscular medio 57,9 +/-6,9 52,9 +/- 0,49
MCH (pglcélula) | "iemeglobina corpuscular 15,9 +/- 2,4 13,6 +- 0
MCHC (g/l) Conceggéﬂggu?:r'ﬁ;‘i’g'c’bi”a 2755 +-9,2 257 +/- 2,8
PLT (x 10%/1) Plaquetas 776 +/- 343,7 629,5 +/- 55,6
WBC (x 108/I) Glébulos blancos 55+/-48 8,2+/-0,8
MPV (fl) Volumen de plaquetas medio 57+/-15 4.6 +/-0,1
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Parém’et'r os Unidades Control Cellax
serolégico

RDW % Distribucion de glébulos rojos 18 +/-0 19,3 +/- 0,1
NE (x 10%1) Neutréfilos 1+4/-05 1,2+/-0,2
LY (x 10”/I) Linfocitos 42 +/-4.2 6,6 +/- 0,4
MO (x 10%1) Monocitos 0,3 +/- 0,1 0,3 +/- 0,1
BA (x 10%/1) Basodfilos 0+/-0 0,01 +/- 0,01
EO (x 10”/I) Eosindfilos 0,1+/-0 0,03 +/- 0,02

En estudios de eficacia piloto, se inocularon ratones con las células EMT-6 y LL/2 para generar modelos de tumor
singenéico, y estos ratones se trataron con una dosis igualada individual de 40 mg/kg de DTX o 40 mg equiv/kg de
Cellax. En el modelo de costado de EMT-6, el DTX libre tuvo un efecto minoritario (no significativo) en el crecimiento
tumoral en comparacion con los ratones tratados con solucion salina de control. Una dosis individual de 40 mg/kg de
Cellax tuvo un impacto significativo en el crecimiento tumoral (Figura 7A). El estudio termin6é cuando los ratones de
control y tratados con DTX comenzaron a exhibir lesiones tumorales. En el modelo de costado de LL/2, el DTX libre
no alter6 las caracteristicas de crecimiento tumoral, pero 40 mg/kg de Cellax tuvo un impacto significativo en el
crecimiento tumoral, aunque menor en comparacion con EMT-6 (Figura 7B). Cuando se aplicé el tratamiento de
170 mg/mg de Cellax a los tumores de LL/2, se midié un aumento del beneficio (Figura 7B). Los modelos de tumores
tanto de EMT-6 como de LL/2 fueron agresivos, pero LL/2 plante6 un desafio debido al rapido crecimiento tumoral y
esto se refleja en la variacion, que es mas sustancial en el grupo de LL/2.

En los dos modelos de EMT-6 y LL/2, se recogieron los tumores y los érganos de los ratones sacrificados, se fijaron,
se seccionaron y se tifieron con H&E, y anticuerpos TUNEL cromogénico, Ki67, y CD31. Modelo EMT-6: en las
secciones tefiidas con H&E, fue evidente que las partes de los tumores tratadas con Cellax y DTX fueron necroticas
(Figura 8A), y esta observacion se reflejé en la tincion de Ki67 (viabilidad celular), CD31 (angiogénesis) y TUNEL
(apoptosis). Mediante examen visual, fue evidente que DTX causo necrosis / apoptosis, y este efecto fue mas
pronunciado en los tumores tratados Cellax. Estas observaciones de histologia se siguieron de analisis de imagen
para verificar la observacion con medidas cuantitativas. Como se observa en la Figura 9 B-D, el tratamiento con
Cellax causo6 significativamente mas apoptosis, e inhibié la replicacion celular y la angiogénesis hasta un grado
significativo, tanto en comparacién con los tumores tratados con DTX, como con los controles. El analisis de los
demas 6rganos en el sistema (también mediante H&E, TUNEL, Ki67 y CD31) reveld que se produjo cierto dafio en
los rifiones y los pulmones de los ratones tratados con DTX, pero esto sé6lo se pudo detectar mediante la tincion de
TUNEL (Figura 8B, Figuras 9 E, F). Mediante el analisis de las imagenes de H&E, por ejemplo, todas las morfologias
de tejidos de organos parecieron normales (no se muestran los datos). No se detectd ningun dafio en el higado,
corazoén, o bazo. El analisis de los rifiones y los pulmones de los ratones tratados con Tween80/etanol/solucion
salina (solucién vehiculo para DTX) no se tradujo en tincion de TUNEL positiva, lo que indica que la toxicidad en los
ratones tratados con DTX fue atribuible al farmaco, no a la solucion del vehiculo. Modelo LL/2: la presencia de tejido
necrotico sélo se detectd en los tumores tratados con Cellax (Figura 10 A), y la tincion de TUNEL positiva fue minima
en el control y los tumores tratados con DTX (Figura 10B), mientras que el aumento en la tinciéon positiva en los
tumores tratados con Cellax correspondié con la necrosis observada en la Figura 10A. El analisis de los demas
organos mediante H&E y TUNEL no descubrié ninguna anomalia fisioldgica o apoptosis, lo que sugiere que Cellax
con una dosificacion de 40 y 170 mg/kg fue no toxico y seguro para tejidos normales en los ratones C57/BL6.

En el modelo de cancer metastasico de los ratones Balb/c, el inicio de los sintomas de la enfermedad se ley6 a
través de cambios de peso y observaciones de comportamiento, determinandose el sacrificio mediante un conjunto
de parametros establecidos por el cuerpo de veterinarios del AUP. El inicio de la pérdida de peso en los ratones de
control (inyecciones de solucién salina) se observoé en el dia 5, y fue rapido (véase la Figura 11 A). Se observé un
inicio rapido similar de pérdida de peso en el dia 6 en los ratones tratados con DTX (40 mg/kg), pero en el grupo de
Cellax, la pérdida de peso no comenz6 hasta después del dia 8, y la tasa de pérdida de peso en el grupo de Cellax
fue mas lenta. Algunos signos de estrés de la enfermedad incluyeron piloereccion (todos los ratones en los grupos
de control y DTX) y paralisis, especialmente en los movimientos de las patas (5/10 para el grupo de control, 4/10
para el grupo de DTX). Los ratones tratados con Cellax no exhibieron piloerecciéon o paralisis en ningun punto,
incluso cuando la pérdida de peso hizo necesario el sacrificio, lo que sugiere que ciertos aspectos del cancer (tal
como compresion medular) estaban ausentes en los ratones tratados con Cellax. La mediana de los tiempos de
supervivencia de los grupos de control, DTX, y Cellax fue de 8, 9, y 15 dias respectivamente (Figura 11B): Cellax
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aumento el tiempo de supervivencia 170 % en comparacion con DTX, y 187 % en comparacion con los ratones sin
tratar. El analisis de histologia de las secciones de tejido indicoé que la carga de la enfermedad principal estaba en
los pulmones (Fig. 11C), sin ninguna masa de tumor detectable en el corazon, higado, bazo, rifiones, cerebro o
médula ésea. Mediante inspeccion visual, la carga de la enfermedad en los ratones tratados con Cellax fue menor en
comparacion con los ratones de control y DTX.

En el modelo de cancer pancreatico PANO2 en ratones EMT-6, el inicio de los sintomas se hizo evidente cinco dias
después de la inoculacion, exhibiendo los ratones debilidad, falta de actividad, y pérdida de peso. En el sacrificio y la
necropsia, se produjeron presentaciones variadas de cancer: intestinos dilatados, nédulos tumorales localizados en
la pared intraperitoneal y en los intestinos, pancreas dilatados, nédulos biliares dilatados y oscuros en el higado,
estdbmago hinchado, y fluido ascitico. Los ratones de control exhibieron sintomas seguidos en primer lugar por los
ratones tratados con GEM 120 mg/kg, y como se muestra en la Figura 12, el declive fue rapido una vez se detecto el
inicio de los sintomas. A diferencia de los ratones dosificados con solucién salina y gemcitabina, los ratones de DTX
y Cellax no exhibieron signos de pérdida de peso o sintomas de la enfermedad.

Un objetivo de este estudio fue desarrollar una nanoparticula terapéutica basada en carbohidrato de
autoensamblado, y aumentar la eflcaC|a y reducir la toxicidad del docetaxel. Como se describe en la Tabla 5, se
complementaron Ios Earametros % de disefio de Ringsdorf con los requeridos para la formacién de nanoparticulas y
mejora de la PK"’ . Para propiedades de formacién de nanoparticulas eficaces, se equilibraron los elementos
hidréfobos e hidréfilos de la macromolécula, de modo que cuando estas estructuras anfifilicas entraran en contacto
en solucion acuosa, se ensamblaran espontaneamente en micelas termodinamicamente estables La CMC se
considera generalmente se79ura (GRAS), y encuentra un amplio uso en biomateriales’® formulaciones
farmacéuticas®’, y alimentos’’. A pesar de la presencia ubicua de la CMC en la formulacion, solo un pequefo
numero de grupos ha examlnado la formulacion de nanoparticulas usando CMC, y la mayoria de nonoparticulas de
polisacarido se formulan con derivados de quitosano, dextrano, heparina 52:60.78

Tabla 5: parametros de disefio para una nanoparticula de Cellax preferente

Parametro de

.o Composicion Fundamento
diseio

Excipiente aprobado, disponible en el mercado,

Polimero Carboximetilcelulosa . : . e
disponibles grupos funcionales para modificaciones.

Papel doble como quimica de ocultacion y agente de
Solubilidad PEG, Pm = 2000 solubilizacion. PEG de mayor Pm mas dificil de conjugar
y purificacion impedida.

Ocultacion PEG, Pm = 2000 Composicion establecida y eficaz.

Agente quimioterapéutico bien caracterizado. Hidrofobico

Farmaco Docetaxel (conduce al autoensamblado de particulas).
Copeqtor Ester Hidrolizable, modelo de liberacién lenta.
escindible

Fijacion de diana Pasiva (EPR) Método conocido y eficaz de fijacion de diana a tumor.

Acetilacion de CMC y | Formacion de particula favorecida con DTX, la acetilacion

Equilibrio hidréfobo DTX reduce la solubilidad en agua del polimero de CMC.

La CMC sddica es un polimero soluble en agua compuesto por unldades de repeticion de anhidroglucosa, y es solo
apenas soluble en disolventes organicos tales como DMF o DMSO™. En los esfuerzos smtetlcos iniciales, el
contraion sodio del acido carboxilico se intercambié con trietilamina (TEA) o tetrabutilamonio (TBA) con el fin de
generar CMC soluble en disolventes. Sin embargo, la conversion de los grupos acido carboxilico en ésteres de DTX
y PEG usando quimica EDC/NHS fue baja (<10 %), y las particulas formadas usando estos materiales fueron
heterogéneas en tamafo y propensas a la autoagregacion. En la técnica publicada, el interés en la solubilidad en
disolventes de la CMC ha sido principalmente del dominio de compaiiias de revestimiento quimico y de polimeros,
donde la compatibilidad de la CMC con otras resinas y las propiedades formadoras de dispersion de este material se
optlmlzaron mediante ajuste de la solubilidad en disolventes a través de modificaciones quimicas. Por ejemplo,
Namikoshi’? optimizd un proceso quimico para la preparacion de carboxialquil acetil celulosas, en el que la sal
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sodica se convierte en un acido libre, y los grupos hidroxilo se acetilan cuantitativamente en presencia de anhidrido
acético y catalizador de acido sulfurico en un disolvente de acido acético a 40-60 °C. En esta reaccion fue critica la
deshidratacion completa del acido libre antes de las reacciones de acetilacion. Después de esta modificacion, la
CMC(Ac) de acido libre soluble en disolventes se pudo hacer soluble en agua por conversion del acido libre de
nuevo en la sal sddica. Allen®' describio un proceso similar para la acetilacion de los grupos hidroxilo, pero ahadié
acido sulfdrico después de la acetilacion y calenté el polimero para hidrolizar parcialmente los ésteres de acetilo y
conseguir solubilidad parcial en agua, con el fin de modular las propiedades de humectacion y gelificacion en
formulaciones de revestimiento, y proporcionar sitios de reticulacion para isocianatos o melamina. De particular
interés en el presente documento de patente, los inventores indicaron que la esterificacion posterior del grupo acido
carboxilico de cada unidad de anhidroglucosa era fuertemente dependiente del acido carboxilico que estaba en
forma de acido libre. Estos informes se confirman en el presente trabajo, tanto en términos de perfiles de solubilidad
como de la reactividad de los grupos acido carboxilico.

El grado de sustitucion (DS) por unidad de anhidroglucosa, como se especifica por parte del fabricante, fue 0,8
moles de acido por mol de anhidroglucosa, con 2,2 moles de hidroxilo (convertidos posteriormente en grupos
acetilo). Para una molécula de CMC(Ac), los presentes inventores pudieron calcular los moles tedricos de grupo
acetilo y grupo acido, y disefiar sistemas de conjugacion en consecuencia. Los analisis mediante RMN 'H
confirmaron los calculos de DS: mediante integracion de los espectros de RMN de protén, se descubrié que la
proporcion de los protones de anhidroglucosa con respecto a los protones de acetilo estaba de acuerdo con la
prediccion. A un polimero de CMC(Ac) activado con EDC/NHS en DMF se alimentaron % en moles variables de
mPEG OH y % en moles variables de DTX (con respecto a los grupos acido carboxilico), y mediante andlisis por
RMN 'H estas reacciones prodUJeron un polimero con 0,9-5,4 % de DS con PEG y 13,4-26,4 % de DS con DTX.
Mediante estimacion por RMN 'H y analisis del contenido de farmaco total (UV), la molécula de Cellax acabada
contenia 22,5-43,3 % en peso de DTX y 3,5-22,7 % en peso de PEG. La varianza en el resultado de la sintesis se
anticip6é dada la polidispersidad del polimero de Cellax, y dado que se prepararon mas lotes, se identifico la pureza
de los disolventes de DMF y acetonitrilo como un factor importante para un resultado de reaccién positivo.

Para las macromoléculas anflflllcas smtetlcas tales como PEG-policaprolactona, es eficaz una pluralidad de
enfoques de preparacion de partlcula 92182 gjp embargo, la produccion de nanoparticulas de Cellax bien definidas y
estables probé ser mas dependiente del método. Por ejemplo, el Cellax se disolvié en acetonitrilo o DMF, y esta
solucion se dializ6 frente a multiples intercambios de agua para retirar el disolvente: el polimero se agregé
invariablemente en masas. Del mismo modo, las metodologias de pelicula delgada fueron ineficaces en la
produccién de nanoparticulas bien definidas. La precipitacion de una solucion de MeCN o THF en medio acuoso
(dilucion 10x) probd ser la mejor aproximacion para formar nanoparticulas bien definidas, siempre que la
concentracion de Cellax en la solucién de MeCN variara entre 10-25 mg/ml. Se observé que las particulas formadas
a partir de soluciones de 25 mg/ml tenian un tamafo de aproximadamente 150 nm, y las particulas formadas a partir
de soluciones de 10 mg/ml eran mas pequefias (100 nm). Para todo el trabajo posterior, se establecieron los
parametros de 10 mg/ml y de dilucién 10x de modo que proporcionaran la poblacién de nanoparticulas bien definida
mas pequefia. Del mismo modo, la seleccién del tampdén o el medio acuoso fue importante. Las particulas
preparadas en PBS fueron inicialmente de una dimension razonable, pero se agregaron en horas. Las particulas
preparadas en cloruro sédico al 0,9 %, sacarosa al 10 %, o agua fueron estables, y mantuvieron sus dimensiones
cuando se transfirieron a una solucion al 50 % en volumen de FBS.

Antes del analisis in vitro o in vivo, se analizé la liberacion de DTX de las nanoparticulas de Cellax, para afirmar que
se produciria la hidrdlisis de los enlaces éster en presencia de suero. Las muestras de particulas incubadas en FBS
se extrajeron con acetato de etilo, y mediante analisis por LC/MS, se detectaron dos picos con un valor de MS ES*
de 808,8 m/z, correspondiendo a DTXQ/ a un isomero DTX, 7-epidocetaxel: estos picos se analizaron para generar
un valor total de liberacién de taxano’ . Como se muestra en la Figura 4, la liberacién de DTX en el curso de 21
dias fue sostenida, culminando en la IlberaC|c’)n completa, siendo la mitad de la cantidad de taxano total DTX activo.
Estos datos se contextualizaron con respecto a los informes publicados sobre conjugados de taxanos. Por ejemplo,
la IlberaC|on de PTX a partir de conjugados de albumina solubles en agua es rapida, con 40 % de liberacion en 1
dia®. La liberacion de DTX de conjugados de PEG es rapida, con liberacién completa en 6 dias®. La liberacién de
PTX de conjugados de acido poliglutamico es comparativamente lenta, con liberacién de 15-30 % reglstrada en 4-5
dias®®. En ausencia de estudios detallados de topografia molecular para los ejemplos de conjugados solubles en
agua, se supone que el facil acceso de las enzimas hidroliticas a los enlaces éster que unen el taxano a la
macromolécula produce una elevada velocidad de hidrdlisis. El Cellax (como Polyglumex) esta compuesto por una
cadena de polimero con taxanos hidréfobos conjugados a lo largo de la longitud de la molécula: el modelado
molecular de Polyglumex indica que las interacciones entre las moléculas de taxanos conducen al colapso de la
cadena de polimero para formar una particula con un interior hidréfobo y un exterior hidrofilo®. Para el Cellax, el
estado condensado del polimero y la adicion de ocultacion de PEG parece controlar la h|dr0||3|s de forma eficaz,
pero con una velocidad mayor que la informada para Polyglumex.

Se midié la actividad de liberacién de DTX in vitro siguiendo la viabilidad de lineas celulares cancerigenas en
presencia de particulas de Cellax. Tanto el carcinoma de mama EMT-6 como el carcinoma de pulmén LL/2
mostraron sensibilidad al DTX libre de conformidad con los informes publlcados y, significativamente, las células
expuestas a Cellax exhibieron una mayor supresion de la viabilidad en comparacién con el DTX libre, cuando se
suministré el DTX en una dosis en bolo. EI DTX es un farmaco antineoplasico antimitético que se une a la tubulina e
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impide la replicacion celular, induciendo finalmente apoptosis y muerte celular®. Las células que sobreviven a la
exposicion inicial al DTX pueden continuar replicandose en ausencia de una administracion posterior de DTX. En el
estudio de dosis metrondmica con las lineas celulares de EMT-6 y LL/2, en los que se aplico la dosis Clso de DTX en
cuatro dosis separadas a lo largo de dos dias, la viabilidad de las lineas celulares fue inferior, con valores de Clsg
comparables a los del Cellax (Tabla 3). En comparacion con el DTX libre, el polimero de Cellax libera DTX de forma
continua, y este modelo de liberacion sostenida puede representar una modalidad preferente para esta clase de
farmaco. Diversos informes recientes han enfatizado el beneficio de la exposicién continua a DTX, a diferencia de la
liberacion subita. Por ejemplo, De Souza informé que la liberacion de DTX i.p. a partir de un gel de
quitosano/laurinaldehido/fosfatidilcolina de huevo/DTX (DTX-Ponge|) exhibié una actividad conS|derabIe frente a
tumores de ovario xenoinjertados SKOV3-luc en comparacion con el tratamiento intermitente con DTX®'. En estudios
preclinicos y clinicos, se ha demostrado que la administraciéon de dosis inferiores y mas frecuentes de agente
quimioterapéutico (terapla metrondmica) mejora la eficacia, atribuyéndose los efectos al aumento de muerte celular y
efectos antlanglogenlcos 293 Otros investigadores de conjugados de DTX y PTX han indicado el aumento de los
valores de Clso de sus formulamones Por ejemplo, Esmaeili et al. |nformaron que albumina-DTX es mas eficaz que
DTX, y atribuyeron este efecto a la mejora del transporte transendotelial®®. En el presente estudio, los presentes
inventores verificaron en las lineas de carcinoma de mama EMT-6 y de pulmén LL/2 un beneficio de la terapia
metrondmica in vitro y, de forma interesante, los valores de Clsy de Cellax y DTX metrondmico fueron equivalentes.
Las opiniones actuales mantienen que la acumulacion de conjugados de polimero en el compartimento del tumor no
solo liberara mas farmaco localmente, sino que se puede internalizar de forma estacionaria por parte de las células
(mediante pinocitosis o interacciones medladas por un receptor especifico), lo que conduce al aumento de la
liberacion del farmaco en el cﬂoplasma Ciertos conjugados (incluyendo Xyotax y entidades HPMA) parecen
circunvalar la resistencia a multiples farmacos (MDR) vy las rutas p-gp, una ventaja sobre las terapias de molécula
pequefia que a menudo se enfrentan a limitaciones de MDR*"***, En este punto del estudio, no se ha dilucidado el
mecanismo mediante el cual el Cellax mejora el efecto, y representa un objetivo para estudios posteriores.

Como se ha establecido en el ensayo in vitro, el componente de PEG-celulosa del vehiculo de la nanoparticula es
soluble en agua y no es téxico para las lineas celulares murinas de carcinoma de mama EMT-6 y de pulmdn LL/2.
Ademas, en un estudio de MTD de ratones Balb/c, no se midié ninguna pérdida de peso o toxicidad observable
durante un periodo de 1 semana después de 20 y 40 mg/kg de DTX equivalentes de Cellax, en comparacion con la
toxicidad suave medida en ratones tratados con 20 y 40 mg/kg de DTX libre (Fig 5B). Para dosis superiores a 85 y
170 mg/kg de Cellax, se observo toxicidad minima, y no se pudo establecer una MTD verdadera para Cellax en un
ensayo de dosis Unica ya que la concentracion de particulas alcanza un maximo de 15mg DTX/ml, o una
concentracion de 50 mg de polimero de Cellax / ml. No se pudo detectar ninguna indicacion de toxicidad en los
organos en los ratones Balb/c y C57/BL6 con la dosificacion de 40 mg/kg para Cellax (Figura 8B), pero la toxicidad
renal y pulmonar fue un problema para la terapia de DTX. Con dosis elevadas de 170 mg/kg de Cellax, no se detecto
ninguna anomalia en los érganos mediante analisis de histologia e inmunohistoquimica (no se muestran los datos).

Se llevo a cabo el analisis por MRI de particulas de Cellax cargadas con SPION para medir la acumulacion tumoral,
y establecer residencias estimadas para estas particulas. Las SPION generan gradientes de susceptibilidad
magnética local que se difasan rapldamente cerca de magnetizacion transversal y producen un buen contraste
negativo en las imagenes por MRI*"*® Se conoce a partir del experimento preliminar que examina la SPION en una
microplaca que el tiempo de relajacion de la sefial T2 es apreciable (>100 ms) para concentraciones razonables
(Figura 3A). Como se observa en las Figuras 3 B y C, la intensidad de T2 y T2* del tejido tumoral antes de la
inyeccion es mayor que los tejidos circundantes. Después de la inyeccion (Figuras 3D y 3E) las particulas de Cellax-
SPION se acumularon en areas discretas, muchas cerca de la superficie del tumor, creando un perimetro visible
sobre las dos secciones nodulares del tumor. En el curso de tres dias, las particulas permanecieron faciimente
visibles, y dado que el volumen del tumor continué expandiéndose, la distribucion de las particulas se repartio mas
en volumen, pero permanecio concentrada dentro de las ubicaciones originales. Como se muestra en la Figura 3F, la
fraccion de volumen de voxeles hipointensos (contraste) que corresponde a Cellax-SPION presenta un pico en 24
horas, y comienza a disminuir a las 72 horas. Dado que el volumen del tumor continud creciendo durante el periodo
de estudio de 72 horas, no se sabe en este punto si la reduccién de la fraccién de volumen hipointenso se debié a la
eliminacion de las SPION o se debio solo al aumento del volumen del tumor.

El tratamiento de dosis Unica de tumores EMT-6 con Cellax produjo una notable reduccion en el crecimiento tumoral
(Figura 7A) en comparacion con los controles (p < 0,001) y DTX solo (p < 0,05). En comparacion con las micelas
cargadas no covalentemente con taxanos, el conjugado de Cellax rindié bien. Por ejemplo, Garrec et al. cargaron
micelas de copolimero de polivinilpirrolidona-acido polilactico con PTX y dosificaron con 60 mg/kg en el dia 0, 1, 2, 7,
8 y 9, y consiguieron reducciones marginales no significativas en el volumen del tumor en el dia 14. Los autores
|nd|caron de la rapida eliminacion de PTX de las micelas y tuvieron en cuenta la rapida reparticion de PTX desde las
micelas®. La conjugacion del taxano a un polimero parece mejorar conS|derabIemente la PK y la eficacia. Por
ejemplo, L| informd sobre polyglumex (Xyotax) e informo la mejora de la PK® y una excelente respuesta frente a
tumores de ovario (OCA-1) en ratones con cura a 160 mg/kg. A 80 mg/kg, la eficacia de PTX-polyglumex mejor6 en
comparacion con PTX, pero no curé los tumores. Xyotax fue eficaz (aunque menos en comparacion con el estudio
de OCA-1) en la reduccion del crecimiento tumoral en modelos de xenoinjerto de SCOV3ip1 y MDA-MB-231, y en
modelos de sarcoma hepatocelular smgenelco El estudio piloto de eficacia de Cellax se llevdé a cabo para
concentraciones que igualan la dosis de DTX y CeIIax (40 mg/kg), y Cellax demostré una ventaja significativa sobre

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2547326 T3

DTX solo. El analisis de histologia de los tumores EMT-6 indicd que DTX y Cellax induce apoptosis (Figura 8A,
tincion de TUNEL), induciendo Cellax considerablemente mas apoptosis en comparacion con DTX (p < 0,001) o los
controles (p < 0,0001), en cierto modo contrario a los analisis de apoptosis en el estudio de polyglumex de Li¥,
donde el indice de apoptosis fue de hecho menor para polyglumex. Se observa el mismo patrén de necrosis tisular
tanto en el estudio de Li como en los tumores tratados con Cellax y, ademas, los indices de CD31 (angiogénesis) y
Ki67 (replicacion celular) para los tumores tratados con Cellax son considerablemente inferiores en comparacion con
los controles (p < 0,0001) y los tumores tratados con DTX (p < 0,05 y p < 0,01 respectivamente). Del mismo modo, el
tratamiento de dosis Unica de tumores de LL/2 con Cellax redujo considerablemente el crecimiento tumoral en
comparacion con los controles y los tumores tratados con DTX (Figura 7B), aunque no en el mismo grado que se
observa con el modelo EMT-6. De forma interesante, los tumores de LL/2 tratados con DTX no mostraron ningun
signo de apoptosis (Figura 9B) y no se limitd el crecimiento tumoral en comparacion con los controles (Figura 7B).
Los presentes inventores extendimos nuestro analisis de la linea celular de mama EMT-6 a un estudio metastasico,
para determinar si esta forma particularmente agresiva de tumor se podia tratar de forma eficaz con Cellax. Mediante
analisis de histologia, las células EMT-6 inyectadas i.v. se acumularon principalmente en los pulmones (Figura 11C),
con una reduccion visible del volumen tumoral para los ratones tratados con Cellax (40 mg/kg). Como se observa en
las Figuras 11A y 11B, la pérdida de peso se redujo y la supervivencia de los ratones se prolongé considerablemente
con el tratamiento de Cellax y, de forma importante, no se detectaron signos visibles de dolor o distrés incluyendo
piloereccion, paralisis de las patas posteriores, temblores, y apatia en los ratones tratados con Cellax, pero estos
sintomas fueron evidentes para los ratones de control y tratados con DTX, siendo necesario su sacrificio. Dado que
los ratones de control exhibieron estos sintomas del mismo modo, es improbable que los problemas fisicos
estuvieran relacionados con neuropatia inducida por DTX (un grave efecto secundario limitante de dosis para
docetaxel), que en su lugar se debieron a los efectos de la extension del cancer metastasico'. Docetaxel esta en
ensayos clinicos para terapia frente a cancer pancreatico que se ha metastatizado al espacio i.p., y en
consecuencia, este estudio también examind el efecto de Cellax frente a esta forma de cancer. Los ratones
inoculados con células PANO2 (y no tratados) exhibieron signos de enfermedad cinco dias después de la inoculacion
(Figura 12), y experimentaron un rapido declive. El tratamiento con 120 mg/kg de gemcitabina no confirié un
aumento de beneficios significativo a los ratones. Por el contrario, los ratones tratados con DTX y Cellax (40 mg/kg)
no presentaron sintomas durante periodos mas prolongados, y la supervivencia también se prolongd
significativamente.

En resumen, los presentes inventores informaron en este ejemplo la sintesis de una macromolécula basada en
carboximetilcelulosa que contenia un farmaco hidréfobo, docetaxel, y una unidad de PEG, una estructura disefiada
para ensamblarse en nanoparticulas bien definidas en soluciones acuosas. La celulosa es un material bien conocido
y biocompatible con un perfil de seguridad extenso. Los métodos para preparar las particulas de Cellax se
optimizaron para producir particulas a escala de 100 nm con una cmc de 0,1 mg/ml, un contenido de 37 % en peso
de DTX, y 5% en peso de PEG. Las particulas de Cellax aumentan la MTD para docetaxel en modelos de ratdn
hasta > 170 mg/kg en comparacién con 40 mg/kg para DTX libre, y son mas eficaces que DTX frente a lineas de
cancer de mama y de pulmén murino in vivo. Un tratamiento de dosis Unica de 40 mg/kg de Cellax minimiz6 de
forma eficaz el crecimiento de los tumores de costado de EMT-6 y LL/2 murinos: el analisis inmunohistoquimico e
histoldgico indicé un aumento de la apoptosis en los tumores tratados con Cellax, y una reduccién de la formacion de
microvasos y de la replicacion celular. Ademas, Cellax fue particularmente eficaz frente a un modelo de cancer de
mama metastasico en ratones Balb/c, y los estudios adicionales investigaran el mecanismo mediante el cual Cellax
duplica el tiempo de supervivencia y reduce los sintomas clinicos de metastasis 6sea y compresion medular.

Ejemplo 3: particulas de camptotecina, doxorrubicina (DOX) y paclitaxel

La sintesis de Camptotecina-PEG-CMC ilustra que los farmacos muy hidréfobos se pueden conjugar con éxito a
CMC-Ac, permitiendo el suministro de farmacos de otro modo insolubles. Se usé un esquema sintético y de
purificacion diferente al de DTX, adaptado a la quimica y la solubilidad especificas de este compuesto.

La conjugacion de DOX a la CMC-Ac fue sintéticamente satisfactoria, pero los materiales no poseen las propiedades
de autoensamblado requeridas para la formacién de nanoparticulas, destacando el requisito de un farmaco hidréfobo
en el disefio de este sistema de suministro de farmacos.

Paclitaxel y docetaxel son ambos farmacos anticancerigenos usados habitualmente, y la preparacion de analogos
de PTX y DTX sigui6 procesos sintéticos y de purificacion equivalentes.

Ejemplo 4: analogos de PEG5000 de Cellax

Es preferente el uso PEG con un Pm = 2000, ya que la extraccion del exceso de PEG mediante valoracion es
sencilla. Sin embargo, los conjugados de PEG de Pm mayor pueden mejorar la PK de ciertas nanoparticulas, y por
lo tanto se sintetizd un analogo de PEG5000: el material demuestra las propiedades pesadas de autoensamblado.

Ejemplo 5: analogos de CMC de Pm inferior

La CMC esta disponible en una diversidad de Pm, pero se caracteriza principalmente por la viscosidad y el grado de
sustitucién debido a las dificultades en analizar el Pm, como entendera un experto en la materia. Una variante
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producida con CMC (Pm de 20.000) produjo una particula de 140 nm.
Ejemplo 6: analisis por TEM de la particula de Cellax

Se llevé a cabo el andlisis del Cellax por TEM. Los datos del tamafo de particula a partir de las medidas de
Zetasizer y TEM son similares (100-120 nm).

Ejemplo 7: incorporacion de CMT en una particula de Cellax

Se ha demostrado la incorporacion de entidades hidrofébicas tales como CMT (y SPION): el tamafio de particula es
estable y similar para las particulas de Cellax, y se observa una alta eficacia de incorporacién. La incorporacion no
covalente de farmaco o agentes de formacion de imagenes proporcionan particulas multifuncional es que contienen
mas de un farmaco o funcionalidad de formacién de imagenes.

Aunque en la presente memoria se han descrito realizaciones preferentes de la invencidn, los expertos en la materia
entenderan que se pueden realizar variaciones en las mismas sin apartarse del animo de la invenciéon o del alcance
de las reivindicaciones anexas. Todas las referencias que se mencionan en la presente memoria, incluyendo la
siguiente lista de referencias, se incorporan por referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende una carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac) unida covalentemente a: al menos un
poli(etilenglicol) (PEG), y al menos un farmaco hidréfobo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que las uniones covalentes son uniones éster.
3. El compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en el que el al menos un farmaco hidréfobo es un agente anticancerigeno.
4. El compuesto de la reivindicacion 3, en el que el agente anticancerigeno es docetaxel, camptotecina o paclitaxel.

5. El compuesto de la reivindicacion 3 o 4, en el que el al menos un PEG es poli(etilenglicol) metil éter (MPEG) que
tiene un M, promedio entre aproximadamente 550 y aproximadamente 10.000, preferentemente aproximadamente
2000, opcionalmente en el que la CMC consiste entre aproximadamente 95 y 3600 unidades de mondmero,
preferentemente aproximadamente 3500 unidades de mondmero, opcionalmente ademas en el que la proporciéon
molar de (grupos acetilo de CMC-Ac):(grupos acido carboxilico de CMC-Ac/PEG/farmaco hidrofobo) esta entre
aproximadamente 2,5:0,5 - 1,8:1,2, preferentemente aproximadamente 2,18:0,82, opcionalmente ademas en el que
el mPEG esta presente en una cantidad de aproximadamente 3,5-22,7 % en peso, y el docetaxel esta presente en
una cantidad de aproximadamente 22,5-43,3 % en peso, preferentemente en el que el mPEG esta presente en una
cantidad de aproximadamente 4,7-5,3 % en peso, y el docetaxel esta presente en una cantidad de aproximadamente
30,1-39,5 % en peso, mas preferentemente en el que el MPEG esta presente en una cantidad de 4,7 % en peso, y el
docetaxel esta presente en una cantidad de 36,9 % en peso.

6. El compuesto de la reivindicacion 5, en el que la proporcion molar de mPEG:docetaxel:(grupos acido carboxilico
de CMC-Ac) es de aproximadamente 0,9:13,4:85,7 a aproximadamente 5,4:26,4:68,2, segun se estima mediante
analisis por RMN 'H, preferentemente, en el que la proporcién molar de mPEG:docetaxel:(grupos acido carboxilico
de CMC-Ac) es aproximadamente de 1:15,1:83,6 a 1,1:23,7:75,3, y mas preferentemente 1:20,1:78,5.

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la CMC-Ac esta unida covalentemente
ademas al menos a un agente de formacion de imagenes, preferentemente Cy5.5.

8. Composicidon de nanoparticulas de autoensamblado que comprende el compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

9. La composiciéon de nanoparticulas de autoensamblado de la reivindicaciéon 8, en la que la composicion tiene una
concentracion micelar critica (cmc) de aproximadamente 0,1 mg/ml.

10. La composicién de nanoparticulas de autoensamblado de la reivindicacién 8 o 9, en la que las nanoparticulas
tienen un diametro medio de aproximadamente 49-278 nm y/o con un intervalo de 16 - 396 nm.

11. La composicién de nanoparticulas de autoensamblado de una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, que
comprende ademas al menos un agente hidréfobo encapsulado en la misma, seleccionado preferentemente entre un
agente de formacion de imagenes o un agente terapéutico, preferentemente en la que el al menos un agente de
formacion de imagenes es una nanoparticula de 6xido de hierro superparamagnético (SPION), preferentemente
entre 7-30 % en peso de SPION, y mas preferentemente aproximadamente 30 % en peso de SPION.

12. Composicién farmacéutica que comprende la composicién de nanoparticulas de autoensamblado de una
cualquiera de las reivindicaciones 8-11 y un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. Proceso para preparar una composicién de nanoparticulas de autoensamblado que comprende:
a) unir covalentemente al menos un PEG y al menos un farmaco hidréfobo a una CMC-Ag;
b) aislar el producto de la etapa (a);

c) disolver el producto aislado de la etapa (b) en un disolvente organico adecuado, preferentemente DMF o
DMSO y mas preferentemente THF o acetonitrilo, para formar una solucion;

d) afiadir la solucion de la etapa (c) gota a gota a una solucion acuosa en condiciones adecuadas para formar la
composicion de nanoparticulas de autoensamblado.

14. Un compuesto de la reivindicacion 1, representado por la férmula:
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en la que Ro, Ri(1)...R1(n), R2(1)...Ram), Raq)...R3m), ¥ Rein S€ seleccionan cada uno independientemente entre:

(a) acetilo;

@)
(b)f‘\)LOH;

0O

AN

O(HD)
5 (c) > en la que -O(HD) representa un farmaco hidréfobo que tiene un punto de union a través de
un grupo hidroxilo; o

)

AA

O(PEG)-
(d) ( }’y

n es un numero entero > 94;
preferentemente en el que el farmaco hidréfobo es uno de docetaxel, camptotecina y paclitaxel; y
10 preferentemente en la que el PEG es m(PEG).
15. El compuesto de la reivindicacion 14, en el que la proporcion de (a):(b+c+d) es aproximadamente 2,18 : 0,82.

16. El compuesto de la reivindicacion 15, en el que n es entre aproximadamente 95 y 3600 unidades de monémero,
preferentemente aproximadamente 3500.
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Figura 2
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Figura 10

A Tumor: H&E (40 y 400X)
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% de cambio en peso
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Dias posteriores a inoculacion de tumor

Porcentaje de supervivencia

Figura 11

Porcentaje de supervivencia

Figura 12
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