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DESCRIPCION

Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida biodegradable para uso en el suministro
de agentes bioactivos

La presente invencion se refiere a particulas que comprenden copolimeros de poliesteramida. La presente invencion

también se refiere a las particulas para uso en aplicaciones médicas, especialmente para uso en el suministro de
agentes bioactivos.

Las poliesteramidas biodegradables son conocidas en la técnica, en particular se conocen poliesteramidas (PEA) a
base de diéster de a-aminoacido-diol a partir de G. Tsitlanadze, et al. J. Biomater. Sci. Polym. Edn. (2004) 15:1-24.
Estas poliesteramidas proporcionan una variedad de propiedades fisicas y mecanicas asi como perfiles
biodegradables que se pueden ajustar variando tres componentes en los bloques de construccion durante su

sintesis: aminoacidos de origen natural y, por lo tanto, alfa-aminoacidos hidréfobos, dioles grasos no téxicos y acidos
dicarboxilicos alifaticos.

El documento W0O2002/18477 se refiere especificamente a copolimeros de poliesteramidas (PEA) a base de diéster
de alfa-aminoacido-diol de formula |, denominados posteriormente como PEA-I,
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Férmula |

en la que
m varia de 0,1 a 0,9; p varia de 0,9 a 0,1; n varia de 50 a alrededor de 150;
- cada R1 es independientemente alquileno (C1-Cxo);
- cada Ry es independientemente hidrogeno o aril (Ce-C1o)-alquilo (C+-Cs);

- cada R3 es independientemente hidrégeno, alquilo (C4-Ce), alquenilo (C2-Cg), alquinilo (C2-Cg), 0 aril
(Ce-C1o0)-alquilo (C1-Ce);y

- cada R4 es independientemente alquileno (C2-Cxo).

PEA-I es un copolimero al azar que comprende m unidades construidas sobre alfa-aminoacidos, dioles y acidos

dicarboxilicos alifaticos, que se copolimerizan con p unidades construidas sobre un acido dicarboxilico alifatico y L-
lisina.

El documento WO2007035938 describe particulas basadas en copolimeros al azar de PEA segun la Férmula Il que

comprenden al menos dos restos didlicos alifaticos saturados o insaturados lineales en dos diésteres a base de
bis(a-aminoacido)-diol.
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- mes0,01a0,99;pes0,99a0,01;yqges 0,99a0,01; yenlaquenesb5a100; en la que

- R+ puede seleccionarse independientemente del grupo que consiste en alquileno (C;-Cy), alquenileno
(C2-Cx), -(Re-CO-0-R19-O-CO-Rg)-, -CHR11-O-CO-R12-COOCR1-, y combinaciones de los mismos;

- Rs y Rs en un comonémero individual m o p, respectivamente, se pueden seleccionar
independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo (C+-Ce), alquenilo (C2-Ce), alquinilo
(Cz-Ce), arilo (Ce-Cm), alquilo (C1-C5), -(CHz)SH, -(CHz)zS(CH3), -CHzOH, -CH(OH)CH3, -(CH2)4NH3+, -
-(CH2)sNHC(=NH2+)NH,, -CH,COOH, -(CH2)COOH, -CH»-CO-NH;, -CH2CH>-CO-NHz, -- -
CH2CH>COOH, CH3-CH2-CH(CHs3)-, (CHs)2-CH-CH2-, HoN-(CH2)4-, Ph-CHz-, CH=C-CH,-, HO-p-Ph-
CH>-, (CHz3)2-CH-, Ph-NH-, NH-(CH)3-C-, NH-CH=N-CH=C-CH>-.

- Rs se puede seleccionar del grupo que consiste en alquileno (C2-Czo), alquenileno (C2-Cyo), alquiloxi u
oligoetilenglicol;

- Re se puede seleccionar de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de férmula estructural

(y;

CH O
H C/ \CH
2 \ / 2

0 CH
\

Foérmula lll

- R7 puede ser hidrégeno, arilo (Cs-C1g), alquilo (C4-Cs) 0 un grupo protector tal como bencilo o un
agente bioactivo;

- Rs puede ser independientemente alquilo (C1-Cx) 0 alquenilo (C2-Cyo);
- Ry 0 R1o se puede seleccionar independientemente de alquileno de C,-C12 0 alquenileno de C,-Ciy;

- R11 0 R12 se puede seleccionar independientemente de H, metilo, alquileno de C»-C+2 0 alquenileno de
Cz-C12.

Si en el copolimero al azar de poliesteramida de Féormula (Il), m + p + q =1, q= 0,25, p = 0,45, en el que Ry es -
(CH2)s; Rz y R4 en las unidades de la cadena principal m y p son leucina, -Rs es hexano, y Re son fragmentos
biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de formula estructural (lll); R7 es grupo bencilo y Rg es -(CH2)4-; esta
poliesteramida se denomina posteriormente como PEA-III-Bz. En el caso de que R; sea H, la poliesteramida se
denomina posteriormente como PEA-III-H.

Enelcasodequem+p+q=1,9=0,25 p=0,75y m=0, en el que Ry es -(CHz)4; R3 es (CH3).-CH-CH>-, Ry es
bencilo, Rs es -(CH2)s; y Re se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de formula
estructural (ll), la poliesteramida se denomina posteriormente como PEA-IV-Bz; en el caso de que R; sea H, la
poliesteramida se denomina posteriormente como PEA-IV-H.

El documento W02007035938 describe adicionalmente que las poliesteramidas, y las particulas hechas de las
mismas, facilitan la liberacion in vivo de agentes bioactivos dispersados en el polimero, a una velocidad de liberacion
controlada, que es especifica y constante durante un periodo prolongado. Se describe ademas que la PEA se rompe
in vivo via enzimas para producir a-aminoacidos biolégicos con la ruptura de productos que son sustancialmente no
inflamatorios. También, el documento WO2011045443 describe las poliesteramidas segun la Formula Il anterior en
revestimientos.

Sin embargo, en algunas areas médicas existe la necesidad de polimeros y formas de suministro de farmacos, tales
como particulas que comprenden polimeros que se degradan hidroliticamente en lugar de enzimaticamente. Esta
necesidad existe, por ejemplo, en oftalmologia, en la que el suministro de farmacos de manera intraocular es un
problema particular. El ojo se divide en dos camaras; el segmento anterior, que es la parte frontal del ojo, y el
segmento posterior, que es la parte trasera del ojo. En la parte trasera del ojo, en el vitreo, hay pocas enzimas o
ninguna, de manera que, por ejemplo, las particulas a base de poliesteramidas degradables enzimaticamente no se
degradaran o se degradaran muy lentamente. Si las particulas se degradan muy lentamente, la liberacion de los
agentes bioactivos también estara influida negativamente.

Ademas del aspecto de la degradacion enzimatica, se ha observado adicionalmente que las particulas, tales como
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micro- y nanoparticulas que comprenden las poliesteramidas mencionadas anteriormente, tales como PEA-III-Bz,
tienden a agregarse cuando se exponen a un medio acuoso. Estas propiedades podrian tener un efecto negativo
sobre la redispersabilidad e inyectabilidad de las particulas y, respectivamente, en la administracién de tales
particulas para los fines del suministro de farmacos. Ademas, la agregacion y aglomeracion de las particulas daria
como resultado un cambio del area superficial eficaz de las particulas, impactando directamente sobre la velocidad
de liberacion del farmaco de una manera impredecible y apenas reproducible.

De este modo, todavia existe la necesidad en la técnica de un sistema de suministro de particulas nuevo y mejor
que comprenda poliesteramidas biodegradables que proporcione el suministro continuado de agentes bioactivos
durante un periodo de tiempo sostenido, y que ademas elimine las desventajas mencionadas anteriormente de la
agregacion de particulas.

El objeto de la presente invencion es por lo tanto proporcionar micro- y nanoparticulas que comprenden copolimeros
de poliesteramidas biodegradables que eliminen las desventajas mencionadas anteriormente.

El objeto de la presente invencion se logra proporcionando micro- y nanoparticulas que comprenden un copolimero
de poli(esteramida) (PEA) biodegradable segun la formula estructural (1V),

-
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Férmula IV

en la que

- m + p varia de 0,9-0,1y q variade 0,1a 0,9

- m+p+q=1, enelquemo p podrian ser 0

- n es alrededor de 5 a alrededor de 300;

- R+ se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquileno (C2-Cy), alquenileno (C2-Cyg),

- Rs y Rs en una unica unidad m o p de la cadena principal, respectivamente, se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo (C+-Cs), alquenilo (C2-Cs), alquinilo (C2-Cs),
arilo (Ce-Cm), -(CHz)SH, -(CHz)zS(CH3), -CHzOH, -CH(OH)CH3, -(CH2)4NH3+, -(CH2)3NHC(=NH2+)NH2, -
CH>COOH, -CH>-CO-NHz, -CH2CH,-CO-NH;, -CH2,CH>COOH, CHs3-CH,-CH(CHs)-, (CH3)2-CH-CH,-, HaN-
(CH2)s-, Ph-CHg-, CH=C-CH>-, HO-p-Ph-CH>-, (CH3)2-CH-, Ph-NH-, NH,-CH=N-CH=CH-CH_-;

- Rs se selecciona del grupo que consiste en alquileno (C2-Cxzo), alquenileno (Cz-Cyo),

- Rs se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de férmula estructural (lll);
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- R7 consiste en aril (Cs-C1g)-alquilo (C4-Cs)
- Ra es -(CH2)4-;
en la que a es al menos 0,05, b es al menos 0,05, ya+b=1.

Sorprendentemente, se ha encontrado que las micro- o nanoparticulas que comprenden las poliesteramidas
biodegradables de férmula 1V, en las que estan presentes tanto L-Lisina-H asi como también L-Lisina-bencilo (en lo
sucesivo denominadas PEA-H/Bz), proporcionan propiedades inesperadas en términos de propiedades de
liberacion, degradacion y agregacion. SE ha encontrado que las micro- o nanoparticulas que comprenden
copolimeros de PEA-H/Bz proporcionan una liberacion sostenida de agentes bioactivos y se degradan
hidroliticamente en condiciones fisiologicas via un mecanismo de erosiéon masivo, en contraste con los polimeros de
PEA conocidos en la técnica anterior que se degradan solamente en presencia de ciertas clases de enzimas
mediante erosion de la superficie.

Incluso es mas inesperado que las micro- o nanoparticulas de las poliesteramidas biodegradables de Férmula IV no
se agregan en entorno acuoso, incluso cuando se exponen a temperatura por encima de su Tg humeda durante un
periodo prolongado. La temperatura de transicion vitrea (Tg) (humeda”) es la temperatura de transicion vitrea
cuando la poliesteramida se expone a un entorno acuoso.

Por ejemplo, PEA-III-Bz de formula Il, enlaquem+p+qg=1,9=0,25,p =0,45y m=0,3, en la que R; es -(CHz)s;
R4 y R3 son (CH3).-CH-CHa-, R7 es bencilo, Rs es -(CHz)4, y Rs se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-
dianhidrohexitoles de férmula estructural (lll), es un polimero con una “temperatura de transicion vitrea hiumeda” de
alrededor de 24°C segun se determina tras la exposicion a un tampdn de PBS 0,1 M a 37°C. Las particulas de este
polimero se prepararon via técnica de emulsion de agua/aceite/agua (w/o/w) estandar, se dispersaron en tampon de
PBS 0,1 M y se conservaron a 37°C. Ya a las 24 horas las particulas comenzaron a formar agregados, se fusionaron
en una etapa posterior y se convirtieron en una masa sin forma. Estas propiedades también son representativas
para la poliesteramida de la técnica anterior como se describe, por ejemplo, en el documento WO2007035938.

Como alternativa, cuando se prepararon micro- o nanoparticulas analogas a partir de copolimeros al azar de PEA-III-
H/Bz 50%H de formula IV, enlaquem+p+q=1,9=0,25,p=045ym=0,3,aes 0,5, a+b=1yenlaqueR;es
-(CH2)s, R4 y R3 son -(CH3),-CH-CH>-, Ry es bencilo, Rs es -(CH2)4, y Rs se selecciona de fragmentos biciclicos de
1,4:3,6-dianhidrohexitoles de formula estructural (Ill) con una temperatura de transicién vitrea “humeda” de 21°C, las
particulas obtenidas no se agregaron en la disolucion durante todo el tiempo experimental de 21 dias.

Las T4 “humedas” mencionadas anteriormente se determinaron llevando a cabo ensayos de rampa de temperatura
desde 45 hasta 0°C (enfriamiento a 5°C/min.) a una frecuencia angular de 1 Hz (6,28 rad/s) y un esfuerzo variable
(habilitado el control de autoesfuerzo) con un valor inicial de 0,1%. El espacio se control6 manualmente para
asegurar una fuerza axial constante (compresion) en la muestra (Fn ~30 gramos). Esta fuerza compresiva constante
es necesaria para prevenir una pérdida de contacto entre la muestra y las placas paralelas. La Figura 5 da una
representacion esquematica de la geometria como se usé para la medida de la Tg “humeda”.

También las propiedades de degradacion de las micro- o nanoparticulas que comprenden los copolimeros de PEA-
H/Bz segun la presente invencion son notablemente diferentes de las propiedades de degradacion de los polimeros
de la técnica anterior tales como PEA-I, PEA-IIl, PEA-IV o PLGA. Se ha encontrado que las micro- o nanoparticulas
que comprenden los copolimeros de PEA-H/Bz parecen degradarse hidroliticamente y principalmente via un
mecanismo de erosion de la superficie, mientras que las particulas de PEA conocidas se degradan principalmente
via un proceso de degradacion enzimatica y via un mecanismo de erosidon masivo. También otros polimeros de la
técnica anterior, tales como PLGA o PLLA, parecen degradarse principalmente via un mecanismo de erosion
masivo. Esto se confirma en la Figura 1.

Una desventaja adicional en la degradacion de, por ejemplo, las particulas de PLGA y PLLA es el hecho de que a
menudo dan como resultado una caida de pH que es indeseable debido a que puede influir en la estabilidad del
agente bioactivo a liberar desde las micro- o nanoparticulas. Tras cuatro semanas de degradacion, las particulas de
PLGA comienzan a liberar productos de degradacion muy acidos que dan como resultado una caida del pH. Por el
contrario, el pH de las micro- o nanoparticulas de PEA-I-H/Bz no cambia a lo largo de todas 13 semanas. Parece
que los grupos carboxilicos libres de la lisina y las especies acidas generadas durante la degradacion estan en un
equilibrio correcto para catalizar la escision de los enlaces a lo largo de la cadena de poliesteramida sin
comprometer las condiciones fisiolégicas optimas. A partir de los experimentos, se ha encontrado
sorprendentemente que las micro- o nanoparticulas de PEA-H/Bz no muestran una caida significativa del pH.

Los hallazgos anteriores confirman que las micro- o nanoparticulas que comprenden las poliesteramidas de formula
IV, en las que estan presentes tanto L-Lisina-H asi como L-Lisina-bencilo en una cierta relacién, proporcionan
propiedades sorprendentes abordando mejor las necesidades de micro- y nanoparticulas en el suministro de
farmacos.

En las siguientes realizaciones de la presente invencién, n en la Férmula IV varia preferiblemente de 50-200 y puede
ser al menos 0,15, mas preferiblemente al menos 0,5, lo mas preferible 0,75, incluso mas preferiblemente al menos
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0.8.

En una realizacién, las micro- o nanoparticulas que comprenden el copolimero de poliesteramida biodegradable
segun la Férmula (IV) comprendenp=0ym+q=1,enelquem=0,75,a=0,5ya+b =1, Ry es (CHz)s, Rs es -
(CH3)2-CH-CH2-, Rs es hexilo, R7 es bencilo y Rg es -(CH.)s-. Esta poliesteramida se denomina como PEA-I-H/Bz
50%H.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, las micro- o nanoparticulas que comprenden el copolimero de
poliesteramida biodegradable segun la Férmula (IV) comprendenm+p+q=1,q=0,25,p=0,45ym=0,3, en el
queaes05ya+b=1yen el que Ry es -(CHy)s; Rs y R4 son respectivamente -(CHs),-CH-CH.-, Rs se selecciona
del grupo que consiste en alquileno (C2-Czo), Re se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles
de formula estructural (lll); R7 es bencilo y Rg es -(CH.)a. Esta poliesteramida se denomina PEA-III-H/Bz 50%H.

En todavia una realizacién preferida adicional de la presente invencion, las micro- o nanoparticulas que comprenden
el copolimero de poliesteramida biodegradable segun la Férmula (V) comprendenm+p +q=1,9=0,25,p=0,45y
m=0,3,enelqueaes0,75ya+b=1,Ryes-(CH.)s; Rs es (CH3).-CH-CHa-, Ry es bencilo, Rs es -(CH2)s- y Rg se
selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de formula estructural (l11). Esta poliesteramida se
denomina PEA-III-H/Bz 25%H.

En aun otra realizacion preferida de la presente invencion, las micro- o nanoparticulas que comprenden el
copolimero de poli(esteramida) biodegradable segun la Férmula (IV) comprendenm+p+q9=1,9q=0,1,p=0,30y
m=0,6,enelquea=0,5ya+b=1.R;es-(CHz)s; R3y R4 son respectivamente (CHs),-CH-CH>-; Rs se selecciona
del grupo que consiste en alquileno (C2-C2), R7 es bencilo, Rs es -(CHz2)s- y Rs se selecciona de fragmentos
biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de formula estructural (Ill). Esta poliesteramida se denomina PEA-II-H/Bz
50%H.

Como se usa aqui, el término “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que
incluye metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-hexilo, y similar.

Como se usa aqui, el término “alquileno” se refiere a una cadena hidrocarbonada ramificada o no ramificada,
divalente, que contiene al menos un enlace insaturado en la cadena principal o en una cadena lateral.

Como se usa aqui, el término “alquenilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que
contiene al menos un enlace insaturado en la cadena principal o en una cadena lateral.

Como se usa aqui, el término “alquenileno” se refiere a formulas estructurales aqui para significar una cadena
hidrocarbonada ramificada o no ramificada, divalente, que contiene al menos un enlace insaturado en la cadena
principal o en una cadena lateral.

Como se usa aqui, “alquinilo” se refiere a grupos hidrocarbonados de cadena lineal o ramificada que tienen al menos
un triple enlace carbono-carbono.

El término “arilo” se usa con referencia a férmulas estructurales aqui para representar un radical fenilo o un radical
carbociclico biciclico condensado en orto que tiene alrededor de nueve a diez atomos anulares, en el que al menos
un anillo es aromatico. Los ejemplos de arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, y nitrofenilo.

El término “biodegradable” se refiere a material que es capaz de ser degradado o erosionado completa o
sustancialmente cuando se expone a un entorno in vivo o a un representante in vitro. Un polimero es capaz de ser
degradado o erosionado cuando se puede romper gradualmente, reabsorber, absorber y/o eliminar, por ejemplo,
mediante hidrdlisis, enzimodlisis, oxidacion, procesos metabdlicos, erosién masiva o superficial, y similar, en un
sujeto. Los términos “bioabsorbible” y “biodegradable” se usan en esta solicitud de forma intercambiable.

La expresion “copolimero al azar”, como se usa aqui, se refiere a la distribucion de las unidades m, p y q de la
poliesteramida de férmula (V) en una distribucion al azar.

Como se usa aqui, las particulas incluyen micro- o nanoparticulas.

Al menos uno de los alfa-aminoacidos usados en los copolimeros de poliesteramida segun la féormula (IV) es un alfa-
aminoacido natural. Por ejemplo, cuando los R3s o0 R4s son bencilo, el alfa-aminoacido natural usado en la sintesis
es L-fenilalanina. En alternativas en las que los R3s 0 Rss son -CH»-CH(CHa)2, el copolimero contiene el aminoacido
natural leucina. Variando independientemente los Rss y Rss dentro de variaciones de los dos comondmeros como se
describe aqui, también se pueden usar otros alfa-aminoacidos naturales, por ejemplo glicina (cuando el R3 0 R4 son
H), alanina (cuando el R3 0 R4 son CHj3), valina (cuando el Rz 0 Rs son -CH(CHs).), isoleucina (cuando el R3 o R4 son
-CH(CHs;)-CH2-CHg), fenilalanina (cuando el Rz o Rs son CH2-CgHs), lisina (cuando el Rz o R4 son (CHz)4-NHz), o
metionina (cuando los R3s 0 R4s son -(CH2)2S(CHs), y mezclas de los mismos.

Los copolimeros de poliesteramida de Formula (1V) tienen preferiblemente un peso molecular medio numérico (Mn)
que oscila de 15.000 a 200.000 Daltons. Los copolimeros de poliesteramida descritos aqui se pueden fabricar en
una variedad de pesos moleculares y una variedad de proporciones relativas de las unidades m, p, y q en la cadena
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principal. El peso molecular apropiado para un uso particular se determina facilmente por un experto en la técnica.
Un Mn adecuado estara en el orden de alrededor de 15.000 a alrededor de 100.000 Daltons, por ejemplo de
alrededor de 30.000 a alrededor de 80.000, o de alrededor de 35.000 a alrededor de 75.000. Mn se mide via GPC
en THF con poliestireno como patron.

El procedimiento de polimerizacién basico de poliesteramidas se basa en el procedimiento descrito por G.
Tsitlanadze, et al. J. Biomater. Sci. Polym. Edn. (2004) 15:1-24; sin embargo, se usaron blogues de construccion y
grupos activantes diferentes.

Las poliesteramidas de Férmula (IV) se sintetizan, por ejemplo, como se muestra en el esquema 1; via
policondensacion en disolucion de sales diaminicas de para-toluenosulfonato (X1, X2, X3) con diacidos activados
(Y1). Tipicamente, como disolvente se usan dimetilsulféxido o dimetilformamida. Tipicamente, como base, se afiade
trietilamida, la reaccion se lleva a cabo en una atmésfera inerte a 60°C durante 24-72 horas con agitacion constante.
Subsiguientemente, la mezcla de reacciéon obtenida se purifica via una precipitacion con agua, seguido de una
precipitacion y filtracion organica. ElI secado a presidon reducida produce la poliesteramida.
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Tipicamente, el diametro medio de las microparticulas dado por la teoria de Fraunhofer en porcentaje en volumen
oscila de 10 nm a 1000 um. El diametro medio preferido depende del uso pretendido. Por ejemplo, en el caso de que
las microparticulas estén destinadas al uso como un sistema de suministro de farmacos inyectable, en particular
como un sistema de suministro de farmacos intravascular, puede ser deseado un diametro medio de 1-40 um, mas
preferiblemente puede ser deseado un diametro medio de 20-40 pm.

Se concibe que las particulas con un diametro medio menor que 1000 nm sean nanoparticulas. Tipicamente, para
los fines intracelulares, son utiles nanoparticulas con un tamafio menor que 800 nm, en particular menor que 500
nm. Para tales fines, el diametro medio oscila preferiblemente de 50-500 nm, mas preferiblemente oscila de 100-300
nm.

En otras aplicaciones pueden ser deseables dimensiones mas grandes, preferiblemente un diametro medio en el
intervalo de 1-100 um, o incluso 1-1000 um. Preferiblemente, el diametro medio de las microparticulas oscila de 10-
100 pm. Mas preferiblemente, el diametro medio de las microparticulas oscila de 20-60 pm. Incluso mas
preferiblemente, el diametro medio de las microparticulas oscila de 20-40 um. En particular, el diametro de las
particulas como se usa aqui es el diametro segin se determina mediante un Malven Mastersizer 2000. Las
particulas se pueden definir y clasificar de diversas maneras diferentes, dependiendo de su estructura especifica,
tamafio, o composicion; véase, por ejemplo, Encyclopaedia of Controlled drug delivery Vol2 M-Z Index, Chapter:
Microencapsulation Wiley Interscience, pagina 493-496.

Si las particulas son demasiado pequefias o no analizables mediante dispersién de luz, que puede ser el caso con
nanoparticulas debido a sus propiedades Opticas, entonces se puede usar la microscopia electréonica de barrido
(SEM) o la microscopia electrénica de transmision (TEM).

Las micro- y nanoparticulas de la presente invencion se pueden usar como un sistema de suministro para agentes
bioactivos, pero también para el suministro de auxiliares de diagndstico o agentes formadores de imagenes.

Las micro- o nanoparticulas segun la presente invencion pueden comprender uno o mas agentes bioactivos. El
agente o agentes bioactivos se pueden dispersar mas o menos homogéneamente en las micro- o nanoparticulas. El
agente bioactivo también puede estar localizado en el nucleo o en la corteza de las micro- o nanoparticulas.

En particular, el agente bioactivo se puede seleccionar del grupo de nutrientes, sustancias farmacéuticas, farmacos
de pequefias moléculas, proteinas y péptidos, vacunas, materiales genéticos (tales como polinucledtidos,
oligonucledtidos, plasmidos, ADN y ARN), agentes de diagndstico, y agentes formadores de imagenes. El agente
bioactivo, tal como un ingrediente farmacolégico bioactivo (API), puede demostrar cualquier tipo de actividad,
dependiendo del uso pretendido.

El agente bioactivo puede ser capaz de estimular o suprimir una respuesta bioldgica. El agente bioactivo se puede
escoger, por ejemplo, de factores de crecimiento (VEGF, FGF, MCP-1, PIGF, antibiéticos (por ejemplo, penicilinas
tales como B-lactamas, cloranfenicol), compuestos antiinflamatorios, compuestos antitrombogénicos, farmacos anti-
claudicacion, farmacos anti-arritmicos, farmacos anti-ateroscleréticos, antihistaminas, farmacos contra el cancer,
farmacos vasculares, farmacos oftalmicos, aminoacidos, vitaminas, hormonas, neurotransmisores, neurohormonas,
enzimas, moléculas de sefializacion y medicamentos psicoactivos.

Los agentes bioactivos pueden tener propiedades antiproliferativas o antiinflamatorias, o pueden tener otras
propiedades tales como propiedades antineoplasicas, antiplaquetarias, anticoagulantes, antifibrina, antitrombaéticas,
antimitéticas, antibiodticas, antialérgicas, o antioxidantes. Los ejemplos de agentes antiproliferativos incluyen
rapamicina y sus derivados funcionales o estructurales, 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina (everolimus), y sus derivados
funcionales o estructurales, paclitaxel y sus derivados funcionales y estructurales. Los ejemplos de derivados de
rapamicina incluyen ABT-578, 40-O-(3-hidroxi)propilrapamicina, 40-O-[2-(2-hidroxi)etoxi]etil-rapamicina, y 40-O-
tetrazol-rapamicina. Los ejemplos de derivados de paclitaxel incluyen docetaxel. Los ejemplos de antineoplasicos y/o
antimitéticos incluyen metotrexato, azatioprina, vincristina, vinblastina, fluorouracilo, hidrocloruro de doxorrubicina
(por ejemplo, Adriamicina(R) de Pharmacia AND Upjohn, Peapack NJ.), y mitomicina (por ejemplo Mutamicina(R) de
Bristol-Myers Squibb Co., Stamford, Conn.). Los ejemplos de tales antiplaquetarios, anticoagulantes, antifibrinas, y
antitrombinas incluyen heparina sédica, heparinas de bajo peso molecular, heparinoides, hirudina, argatroban,
forscolina, vapiprost, prostaciclina y analogos de prostaciclina, dextrano, D-phe-pro-arg-clorometilcetona
(antitrombina sintética), dipiridamol, anticuerpo antagonista del receptor de glicoproteina Hb/nia de la membrana
plaquetaria, hirudina recombinante, inhibidores de trombina tales como Angiomax (Biogen, Inc., Cambridge, Mass.),
bloqueadores de los canales de calcio (tales como nifedipina), colchicina, antagonistas del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), aceite de pescado (acido graso omega 3), antagonistas de histamina, lovastatina (un inhibidor de
HMG-CoA reductasa, un farmaco reductor del colesterol, marca Mevacor(R) de Merck AND Co., Inc., Whitehouse
Station, NJ), anticuerpos monoclonales (tales como aquellos especificos para receptores del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF)), nitroprusuro, inhibidores de fosfodiesterasas, inhibidores de prostaglandinas,
suramina, bloqueadores de serotonina, esteroides, inhibidores de tioproteasas, triazolopirimidina (un antagonista de
PDGF), superoxido dismutasas, mimético de superoxido dismutasa, 4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilo (4-
amino-TEMPO), estradiol, agentes contra el cancer, suplementos dietéticos tales como diversas vitaminas, y una
combinacion de los mismos. Los ejemplos de agentes antiinflamatorios, incluyendo agentes antiinflamatorios
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esteroideos y no esteroideos, incluyen biolimus, tacrolimus, dexametasona, clobetasol, corticosteroides, o
combinaciones de los mismos. Los ejemplos de tales sustancias citostaticas incluyen angiopeptina, inhibidores de
enzima conversora de angiotensina tales como captoprilo (por ejemplo Capoten(R) y Capozida(R) de Bristol-Myers
Squibb Co., Stamford, Conn.), cilazaprilo o lisinoprilo (por ejemplo Prinivilo(R) y Prinzida(R) de Merck AND Co., Inc.,
Whitehouse Station, NJ). Un ejemplo de un agente antialérgico es permirolast potasico. Otras sustancias o agentes
terapéuticos que pueden ser apropiados incluyen alfa-interferén, pimecrolimus, mesilato de imatinib, midostaurina, y
células epiteliales modificadas genéticamente mediante ingenieria.

Otros ejemplos de agentes bioactivos especificos son farmacos neuroldgicos (anfetamina, metilfenidato),
antagonista de adrenorreceptores alfal (prazosina, terazosina, doxazosina, ketenserina, urapidilo), bloqueadores de
alfa2 (arginina, nitroglicerina), hipotensivos (clonidina, metildopa, moxonidina, hidralazina minoxidilo), bradicinina,
bloqueadores de receptores de angiotensina (benazeprilo, captoprilo, cilazeprilo, enalaprilo, fosinoprilo, lisinoprilo,
perindoprilo, quinaprilo, ramiprilo, triolaprilo, zofenoprilo), bloqueadores de angiotensina-1 (ciesartan, eprosartan,
irbesartan, losartan, telmisartan, valsartan), endopeptidasa (omapatrilato), agonistas de beta2 (acebutolol, atenolol,
bisoprolol, celiprolol, esmodol, metoprolol, nebivolol, betaxolol), bloqueadores de beta2 (carvedilol, labetalol,
oxprenolol, pindolol, propanolol) activos diuréticos (clortalidon, clorotiazida, epitizida, hidroclortiazida, indapamida,
amilorida, triamtereno), bloqueadores de canales de calcio (amlodipina, barnidipina, diltiazem, felodipina, isradipina,
lacidipina, lercanidipina, nicardipina, nifedipina, nimodipina, nitrendipina, verapamilo), un agente activo antiarritmico
(amiodarona, solatol, diclofenaco, flecainida) o ciprofloxacina, latanoprost, flucloxacilina, rapamicina y analogos y
derivados de limus, paclitaxel, taxol, ciclosporina, heparina, corticosteroides (acetonido de triamcinolona,
dexametasona, aceténido de fluocinolona), anti-angiogénico (ARNi, antagonistas de VEGF: bevacizumab,
ranibizumab, pegaptanib), factor de crecimiento, factor de transcripcion de dedos de cinc, triclosan, insulina,
salbutamol, estrogeno, norcantaridina, analogos de microlidilo, prostaglandinas, estatinas, condroitinasa,
dicetopiperazinas, compuestos macrociclicos, neuregulinas, osteopontina, alcaloides, inmunosupresores,
anticuerpos, avidina, biotina, clonazepam. Las sustancias anteriores también se pueden usar en forma de
profarmacos o cofarmacos de las mismas. Las sustancias anteriores también incluyen metabolitos de las mismas y/o
profarmacos de los metabolitos. Las sustancias anteriores se dan a titulo de ejemplo y no pretenden ser limitantes.

Segun la presente invencion, si esta presente un agente bioactivo, la concentracion de uno o mas agentes bioactivos
en las micro- o nanoparticulas es preferiblemente al menos 1% en peso, basado en el peso total de las micro- o
nanoparticulas, en particular al menos 5% en peso, mas en particular al menos 10% en peso. La concentracion
puede ser hasta 90% en peso, hasta 70% en peso, hasta 50% en peso, o hasta 30% en peso, seguin se desee.

También es posible funcionalizar al menos la superficie de las microparticulas, puesto que el polimero contiene de
forma natural grupos carboxilo libres a lo largo de la cadena polimérica, en particular con una molécula de
sefalizacién, una enzima o una molécula receptora, tal como un anticuerpo. La molécula receptora puede ser por
ejemplo una molécula receptora para u componente de interés, que se va a purificar o detectar, por ejemplo como
parte de un ensayo de diagndstico, haciendo uso de las particulas de la presente invencion. Los métodos de
funcionalizacién adecuados se pueden basar en un método conocido en la técnica. En particular, la molécula
receptora se puede unir a la poliesteramida biodegradable de la cual se preparan las particulas via un grupo reactivo
disponible o introducido posteriormente.

Puesto que las micro- o nanoparticulas comprenden grupos —COOH, es posible funcionalizar estos grupos —COOH
con carbodiimida, que se puede hacer reaccionar posteriormente con un grupo hidroxilo o un grupo amino de un
resto funcional diana a acoplar a las particulas.

Ademas de las poliesteramidas biodegradables como se representan por la formula 1V, las micro- o nanoparticulas
de la presente invencién pueden comprender adicionalmente uno o mas polimeros adicionales seleccionados del
grupo de polimeros biocompatibles.

Ejemplos de polimeros biocompatibles son poli(ortoésteres), poli(anhidridos), poli(acido D,L-lactico), poli(acido L-
lactico), poli(acido glicélico), copolimeros de poli(acido lactico) y acido glicdlico, poli(L-lactida), poli(D,L-lactida),
poli(glicolida), poli(D,L-lactida-co-glicolida), poli(L-lactida-co-glicolida), poli(fosfoésteres), poli(carbonato de
trimetileno), poli(oxa-ésteres), poli(oxa-amidas), poli(carbonato de etileno), poli(carbonato de propileno),
poli(fosfoésteres), poli(fosfazenos), poli(carbonatos derivados de tirosina), poli(arilatos derivados de tirosina),
poli(iminocarbonatos derivados de tirosina), copolimeros de estos polimeros con poli(etilenglicol) (PEG), o
combinaciones de los mismos.

En principio, las micro- o nanoparticulas se pueden preparar de manera conocida en la técnica, con la condicion de
que los polimeros usados en la técnica anterior se sustituyen por las poliesteramidas biodegradables de Férmula
(IV). En general, las particulas se pueden preparar, por ejemplo, via agregacién con calor o ajuste de pH, via
coacerbacion (separacion de fases), via secado por pulverizacion, o via extraccion con disolventes. En J. Control
Release, 102:313-332, en 2005 por Freitas S et al. se ha descrito un repaso de los métodos de preparacion. Las
micro- o nanoparticulas de la presente invencion se preparan preferiblemente via un método de emulsién de aceite
en agua. El método se describe con detalle en el Ejempilo .

Si se desea, las micro- o nanoparticulas se pueden cargar con uno o mas agentes bioactivos. La carga se puede
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lograr formando las micro- o nanoparticulas en presencia del agente bioactivo o después. Para lograr micro- o
nanoparticulas con una cantidad elevada de agente bioactivo, generalmente se prefiere preparar las micro- o
nanoparticulas en presencia del agente bioactivo. En particular, en el caso de que el agente bioactivo sea sensible,
se prefiere cargar las micro- o nanoparticulas después de que se han formado. Esto se puede lograr poniendo en
contacto las micro- o nanoparticulas con el agente bioactivo, y permitiendo que el agente bioactivo se difunda al
interior de las micro- o nanoparticulas y/o se adhiera/adsorba a la superficie de las mismas.

Segun la invencioén, es posible proporcionar micro- o nanoparticulas con uno o mas agentes bioactivos con una
eficiencia de encapsulamiento satisfactoria (es decir, la cantidad de agente bioactivo en las particulas, dividida entre
la cantidad de agente activo usado). Dependiendo de las condiciones de carga, es factible una eficiencia de al
menos 20%, una eficiencia de al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% o mas.

Se pueden preparar diversos tipos de estructuras de micro- y nanoparticulas, incluyendo éstas estructuras
sustancialmente homogéneas. Sin embargo, en el caso de que se haya de liberar mas de un agente bioactivo, o en
el caso de que se necesite una o mas funcionalidad, se prefiere que las micro- o nanoparticulas se proporcionen con
una estructura que comprenda un nucleo interno y una corteza externa. La estructura de nucleo/corteza permite un
modo de accién mas multiple, por ejemplo, en el suministro de farmacos de compuestos incompatibles o en
formacion de imagenes. La corteza se puede aplicar después de la formacién del nucleo, usando una secadora por
pulverizaciéon. El nucleo y la corteza pueden comprender los mismos polimeros o polimeros diferentes, con
diferentes agentes activos. En este caso, es posible liberar los agentes bioactivos a diferentes velocidades. También
es posible que el agente bioactivo esté presente solamente en el nucleo, y que la corteza esté compuesta de un
polimero.

Las micro- o nanoparticulas también se pueden usar para llenar una capsula o tubo usando alta presién, o se
pueden comprimir como un pelete, sin dafar sustancialmente las particulas. También se pueden usar en forma
inyectable o pulverizable como una suspension en una forma libre o en una formulacién de gel que se forma in situ.
Ademas, las micro- y nanoparticulas se pueden incorporar, por ejemplo, en armazones (prototipado rapido),
revestimientos, parches, materiales compuestos, geles, emplastos o hidrogeles.

Las micro- o nanoparticulas segun la presente invencion se pueden inyectar, pulverizar, implantar o absorber.

En una realizacion preferida, las particulas segun la presente invencion estan incluso esencialmente libres de
crioprotectores. Un crioprotector es una sustancia que protege un material, es decir, particulas, del dafio por
congelacion (dafio debido a la formacion de hielo). Los ejemplos de crioprotectores incluyen un glicol, tal como
etilenglicol, propilenglicol y glicerol o dimetilsulféxido (DMSO).

En todavia una realizacion adicional, las micro- o nanoparticulas pueden comprender un nicleo magnético o
magnetizable y una corteza que comprende las poliesteramidas biodegradables. Los materiales magnéticos o
magnetizables adecuados son conocidos en la técnica. Tales microparticulas pueden ser Utiles por la capacidad de
ser atraidas por objetos que comprenden metal, en particular acero, por ejemplo un objeto implantado tal como un
injerto o una endoprétesis. Tales micro- o nanoparticulas pueden ser Utiles ademas para fines de purificacion o
analiticos.

En todavia una realizacion adicional, las micro- o nanoparticulas se pueden formar en imagenes mediante una
técnica especifica. Las técnicas de formacion de imagenes adecuadas son MRI, CT, rayos X. El agente formador de
imagenes se puede incorporar dentro de las micro- y nanoparticulas, o se puede acoplar sobre su superficie. Tales
micro- o nanoparticulas pueden ser Utiles para visualizar como migran las particulas, por ejemplo en la sangre o en
las células. Un agente de formacion de imagenes adecuado es, por ejemplo, gadolinio.

Las micro- o nanoparticulas que comprenden los copolimeros de poliesteramida segun la presente invencion se
pueden usar en el campo médico, especialmente en el suministro de farmacos en el campo del manejo de dolor,
MSK, oftalmologia, tratamiento del cancer, composiciones de suministro de vacunas, dermatologia, campo
cardiovascular, campo ortopédico, medular, intestinal, pulmonar, nasal o auricular.

En una realizacién preferida, la invenciéon proporciona micro- o nanoparticulas de la presente invencién para uso
como un medicamento.

Ademas de en el campo médico, las micro- o nanoparticulas segun la invencion se pueden usar entre otros en una
aplicaciéon agricola. En ese caso, las micro- o nanoparticulas pueden comprender un plaguicida o un nutriente
vegetal.

La presente invencion se refiere ademas a articulos que comprenden las micro- o nanoparticulas de la presente
invencion. En otro aspecto, la invencién proporciona un dispositivo que comprende micro- o nanoparticulas. En el
contexto de la presente invencion, un articulo es un objeto o producto o elemento individual de una clase designado
para servir a un fin o realizar una funcion especial, y tiene entidad por si mismo.

En todavia otra realizacién preferida, la invencién proporciona un dispositivo que comprende el articulo de la
presente invencién. Un articulo es un elemento de equipo o un mecanismo disefiado para servir a un fin especial, o
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para llevar a cabo una funcion especial, y puede consistir en mas de un articulo (ensamblaje de multiples articulos).
Los ejemplos de dispositivos incluyen, pero no se limitan a, catéteres, endoprétesis, varillas, implantes.

La presente invencion se describirda ahora con detalle con referencia a las siguientes Figuras y ejemplos no
limitantes que son solamente a titulo ilustrativo.

FIG. 1: Degradacion hidrolitica de PEA-I, PEA-IIl, PEA H/Bz y PLGA
FIG. 2: Comportamiento de agregacion de PEA-III-H/Bz en comparacion con PEA-II-Bz.

FIG. 3: Liberacion de dexametasona a partir de microparticulas que comprenden PEA-III-Bz; PEA-III-H/Bz
25%H; PEA-III-H/Bz 50%H o PLGA 50:50.

FIG. 4: pH del tampodn durante el estudio de degradacion de PEA-I-H/Bz 25%H, PEA-I-H/Bz 50%H y PLGA.
FIG. 5: redmetro ARES2 con geometrias desechables.
FIG. 6: Montaje experimental del estudio de degradacion.

Ejemplo |

El protocolo usé PEA-I-Bz, copolimeros de PEA-I-H/Bz 25%H, 50%H, PEA-IV-Bz, y PLGA 50/50, PLGA 75/25.

20 g de fase oleosa comprendieron 5% en peso de polimero, 0,5% en peso de fluoresceina, 9,45% en peso de
dimetilsulfoxido (DMSO) y 85,05% en peso de diclorometano (DCM). Habitualmente, se disolvié 1 g de polimero en 9
g de DCM.

La fase acuosa comprendi6 2,5% en peso de NaCl, 1% en peso de poliacetato de vinilo (PVA) (9-10 kDa, 80%
hidrolizado) y 96,5% en peso de agua desmineralizada. El PVA se disolvié en agua caliente (80°C) y se dejo en
agitacion toda la noche a 75°C. La concentracion usada fue 5% de PVA en agua. Se usaron 200 ml de fase acuosa
fria por 20 g de fase oleosa.

Para la formacion de particulas, la fase acuosa se vertié en un vaso de precipitados VWR de 300 ml, de 12 cm de
altura, 6,7 cm de diametro. El emulsionamiento se realizé con un Ultraturrax IKA T25 acoplado con un agitador
S25NK-19G. La velocidad de agitacion usada fue 4000 rpm. El polimero se inyecté via una jeringuilla de 20 ml con
una aguja doblada de 12 cm, de 0,80 mm de diametro. La agitaciéon se dejo funcionar 3 min. tras el final de la
inyeccion. Después, la mezcla se dejo bajo agitacion magnética toda la noche con una lamina de aluminio con
orificios pequefios en la parte superior del vaso de precipitado, para permitir que el disolvente se evaporase.

La disolucion usada contiene disolucion de Tween 20 0,4 mg/ml en agua. Se usaron alrededor de 400 ml de
disolucién de lavado por 20 g de fase oleosa.

La mezcla previamente obtenida se dividid en cuatro tubos Falcon de 50 ml y se mantuvo en hielo. El vaso de
precipitados se enjuagdé con disolucion de lavado, que se afiadio a los tubos. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 5
min. El sobrenadante se elimind y se sustituyé por 40 ml de disolucién de lavado. Las particulas se volvieron a
dispersar mediante agitacion suave. Los tubos se centrifugaron a 1000 rpm durante 2 min. Nuevamente, el
sobrenadante se elimind y se sustituyd por 40 ml de disolucién de lavado. Este lavado se repitié dos veces, y el
sobrenadante se elimind y se sustituyé por 5 ml de disolucion de lavado. Las fracciones se mezclaron en un tubo
Falcon de 50 ml tarado. Los tubos se enjuagaron con disolucién de lavado, que se afadio al tubo tarado.

Las particulas se volvieron a dispersar (se puede usar bafio de ultrasonidos), y se congelaron en nitrégeno liquido.
En esta etapa, el tubo se puede guardar en un congelador. Se taladraron orificios en una tapa que se ajusta al tubo
Falcon. Después, el tubo Falcon tarado con la tapa taladrada se coloc6 en un liofilizador (0,04 mbares, -40°C)
durante al menos cuatro dias.

Ejemplo Il

Este estudio se llevo a cabo con microparticulas preparadas segun el ejemplo |, y las microparticulas se cargaron
con fluoresceina. Se introdujeron muestras de alrededor de 25 mg de particulas secas en un tubo Falcon de 15 ml.
Se usaron dieciocho tubos por polimero estudiado (seis puntos de datos por triplicado). A cada tubo se afiadieron 12
ml de tampén de PBS 0,1 M, pH 7,4, con 0,05% de NaNs. Después, los tubos se colocaron en una rejilla soporte de
tubos con agitacion en una camara aclimatada, como se representa en la Figura 6.

Después, para cada punto de dato, el pH del tampdn se midié, y 2 ml del tampon se filtraron y almacenaron en un
vial de HPLC en un congelador. Después de eso, el tampoén se elimind, y las particulas se lavaron con agua
desmineralizada. Las particulas se monitorizaron entonces mediante microscopia, y se secaron a vacio a 37°C toda
la noche. La siguiente etapa fue disolver 5 mg de particulas en 2 ml de THF, para medir su distribucion de pesos
moleculares.
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Las microparticulas cargadas con fluoresceina se estimularon en el estudio de degradacién mientras se monitorizan
los cambios del peso molecular del polimero y la capacidad de las particulas para retener la fluoresceina cargada.
Se mostrd que las particulas de PEA-H se hinchan rapidamente, liberando la molécula de colorante. Las particulas
de PEA-Bz mas hidrofobas no se hinchan, y retienen la fluoresceina cargada mucho mejor; sin embargo, los
polimeros no muestran ningun signo de degradacion durante el experimento (13 semanas).

En la Figura 1 se muestran los resultados del estudio de degradacion.

Ejemplo Il

Técnica de emulsion de W/O/W para la preparacion de microparticulas de PEA.
Los polimeros usados en este estudio fueron PEA-III-Bz, PEA-III-H/Bz y PLGA.

Disolucion acuosa 1 (W1): composicion oleosa de 10 mg/ml de Fitc-BSA que contiene 100 mg/ml de
trehalosa.2H20: se disolvieron 5% en peso del polimero correspondiente en cloroformo. Disoluciéon acuosa 2 (W2):
80 gramos de PVA al 5% y 320 gramos de agua desmineralizada y 20 gramos de NaCl. Para la fabricacién de las
microparticulas, se us6 un tubo Falcon (50 ml) y una jeringuilla (10 ml). Tras afadir la disolucion W1 al aceite, la
mezcla se sometio a voértice durante 30 segundos. Tras eliminar el émbolo, se adjunté una aguja a la jeringuilla, y la
mezcla se vertié en la jeringa (10 ml). EI émbolo se afiadié cuando la aguja de la jeringa estaba en la capa W2. La
mezcla de O/W se afiadié en aproximadamente 60 segundos a 4000 RPM. La mezcla se agité durante 3 minutos
adicionales a 4000 RPM. Las particulas se agitaron toda la noche con un agitador magnético y caudal de nitrégeno.

Las particulas se suspendieron en una disoluciéon madre de Tween 20 en H20 a 0,4 mg/ml, que se prepard y se
almacen6 en un frigorifico. A continuacion, la suspension de particulas se afiadié a 4 tubos Falcon. Los tubos se
centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min., y se colocaron directamente en hielo. El sobrenadante se sustituyé por 5
ml de la disolucion fria de Tween 20, y se recogieron 4 fracciones en un tubo Falcon. Las muestras se redispersaron
inmediatamente mediante agitacion suave y ultrasonidos corto cuando fue necesario. Entonces, las muestras se
centrifugaron nuevamente y se sustituyd el sobrenadante. El procedimiento de lavado se repitié dos veces.

Tras una etapa de redispersion, las particulas se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. A continuacion,
las tapas de los tubos se taladraron, y las muestras se llevaron al liofilizador.

Se pesaron con exactitud aproximadamente 20-40 mg de las microparticulas liofilizadas, y se transfirieron a viales
de muestra de 5 ml. A continuacion, se afiadieron dos ml de disolucién madre a cada vial que contiene tampén de
PBS 0,1 M que contiene 0,05% en peso de NaN3 y 0,05% en peso de Tween 20. Los viales se colocaron en una
camara climatizada a 37°C con agitacion suave. Las muestras se evaluaron, y se hicieron fotografias después de 7 y
24 horas, 3, 4, 8, 21 dias. Las particulas de PEA-III-H/Bz 50%H flotaban libremente en disolucién, en contraste con
las particulas de PEA-III-Bz, que ya formaron aglomerados en las primeras 24 horas.

Los resultados se muestran en la Figura 2.

Se puede observar que las microparticulas que consisten en PLGA 50:50 formaron agregados, que se pudieron
redispersar tras agitacion vigorosa. Las microparticulas que consisten en PEA-III-Bz formaron una pequefia cantidad
de agregados; sin embargo, los agregados no fueron facilmente redispersables. Sorprendentemente, las
microparticulas de PEA-III-H/Bz 25%H y PEA-III-H/Bz 50% no mostraron aglomeracion en absoluto.

Ejemplo IV

Se prepararon microparticulas via una técnica de emulsion de soélido en aceite en agua (S/O/W). De forma breve, se
dispersaron 100 mg de dexametasona en 20 g de disolucién de polimero en CHCI3 que contenia 5% de polimero
(fase oleosa). Los polimeros usados fueron respectivamente PEA 11l Ac Bz, PEA 11l H/Bz 25%H, PEA IIl H/Bz 50%H
y PLGA 50:50. Las dispersiones de la fase oleosa obtenidas se inyectaron en la fase acuosa que contenia 1% de
PVA 9-10 kDa, 88% hidrolizado, y 2,5% de NaCl, bajo mezclamiento con Ultraturrax. La suspension de
microparticulas obtenida se agité durante 18 horas en condiciones ambientales antes de centrifugar a 1000 RPM
durante 5 minutos. Después de eso, el sobrenadante se separé por decantacion. El residuo de microparticulas se
resuspendid en 10 ml de agua destilada que contenia 0,4 mg/ml de Tween 20. La suspension se centrifugd
nuevamente a 1000 RPM durante 5 minutos, y el sobrenadante se separd por decantacion. El residuo de
microparticulas se resuspendié en 10 ml de agua destilada que contenia 0,4 mg/ml de Tween 20. La suspension de
microparticulas obtenidas se liofilizé y se almacend a -20°C. La carga de dexametasona se determiné con RMN 1H.

Carga de farmaco 5-7%, intervalo de tamafio de particulas 10-35 um.
El tamario de las particulas se determiné usando SLS (dispersion de luz estatica).
Los resultados se dan en la Figura 3.

Por duplicado, se pesaron con exactitud aproximadamente 20 mg de microparticulas liofilizadas y se transfirieron a
viales de muestra de 10 ml. A los viales se afadieron 4 ml de tampén de PBS que contiene 0,05% de NaN3 y 0,05%
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de Tween 20. Los viales se colocaron a 37°C bajo agitacion suave. La toma de muestras tuvo lugar bisemanalmente,
seguido de una toma de muestras semanal. Durante la toma de muestras, se permiti6 que las microparticulas
sedimentaran durante al menos 1 hora, después de lo cual se sustituyeron 2 ml del tampén por tampén reciente. La
concentracion de dexametasona se determind en el tampoén de liberacidon usando un método de RP-HPLC con
deteccion de DAD a 238 nm. La grafica ilustra la liberacion sostenida de dexametasona hasta 62 dias a partir de las
matrices de poliesteramida.

La liberacion de PLGA sigui6 una curva de liberacion bimodal asociada con la propiedad de degradacién masiva del
material. La liberacion de dexametasona a partir de microparticulas de PEA no ilustré este comportamiento, y mostro
una liberacién sostenida durante el periodo de ensayo de 62 dias. Los polimeros con un % de H creciente mostraron
una mayor polaridad y propiedades de hinchamiento asociadas con la captacion de agua. Sin embargo,
sorprendentemente, la cinética de liberacion no se correlacion6 con el incremento de %H; se anticipé que PEA-III-
H/Bz 50%H se liberaria de forma mas rapida, y que PEA-III-Bz se liberaria de forma mas lenta.

Ejemplo V

Este estudio se llevo a cabo con microparticulas obtenidas con el método de aceite en agua como se describe en el
ejemplo I. Se introdujeron 20-25 mg de microparticulas en un tubo Falcon de 15 ml. Cada punto de dato estaba
triplicado. Se introdujeron 12 ml de tampén de PBS con 0,05% de NaNs; en cada tubo. El pH se midi6 con un
Metrohm 848 Titrino plus. La calibracion se comprobd antes de cada uso con tampones de pHdepH=7ypH =20
4,ysellevoacaboconpH=2ypH=09.

Para cada punto de dato, el pH del tampdn se midid, y se filtraron 2 ml del tampdn y se almacenaron en un vial de
HPLC en un congelador.

Después de eso, el tampon se elimind, y las particulas se lavaron con agua desmineralizada. Las particulas se
monitorizaron entonces mediante microscopio y se secaron a vacio a 37°C toda la noche. La siguiente etapa fue
disolver 5 mg de particulas en 2 ml de THF, para medir su distribucién de pesos moleculares. Algunos de los
polimeros estudiados no se disolvieron en THF después de estar en tampoén de PBS; se dan los problemas y las
soluciones encontradas. Los resultados se muestran en la Figura 4.
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REIVINDICACIONES

1. Micro- y nanoparticulas que comprenden un copolimero al azar de poli(esteramida) (PEA) biodegradable segun la
férmula estructural (1V),

-
o 0 0 H
Il Il [l I Il Il [l [
< C—R*—c—N—c—c—o—Rf’—o—c—c—T c—R*—c—rlxl—c—c—o—RB—o—c—c—N
H R® R® H H R* R* H
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Q o H
ll Il | I Il |
c—R1—c—T—c—R8—rr c—RW—c—T—?—RS—mII >
H C—0—R7 H H C—OH H
| a I b1,
o
Zn
Férmula IV

en la que

- m + p varia de 0,9-0,1y q variade 0,1a 0,9

- m+p+q=1,enelquemo p podrian ser 0

- n varia de 5 a 300;

- R+ se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquileno (C2-Cy), alquenileno (C2-Cyo),

R3 y R4 en una unica unidad m o p de la cadena principal, respectivamente, se seleccionan independientemente del
grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (C+4-Cs), alquenilo (C2-Cs), alquinilo (C2-Cs), arilo (Ce-Ci0), -(CH2)SH, -
(CH2)2S(CH3), -CH20OH, -CH(OH)CHj3, -(CH2)sNH3+, -(CH2)sNHC(=NH2+)NH,, -CH,COOH, -CH,-CO-NH;, -CH2CH,-
CO-NHj, -CH2CH2COOH, CH3-CH,-CH(CHa)-, (CH3)2>-CH-CHz-, HoN-(CH2)4-, Ph-CH2-, CH=C-CH>-, HO-p-Ph-CH-,
(CH3)2-CH-, Ph-NH-, NH2-CH=N-CH=CH-CH>-;

Rs se selecciona del grupo que consiste en alquileno (C2-Cxzo), alquenileno (Cz-Cyo),

Rs se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de formula estructural (111);

CH O
H C/ \CH
2 \ / 2

0 CH
\

Formula 11
R7 consiste en aril (Cs-C1g)-alquilo (C4-Cs)
Rs es -(CH2)4;
caracterizada por que a es al menos 0,05, b es al menos 0,05, ya+b =1.

2. Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida segun la reivindicacion 1, en el que a
es al menos 0,5.

3. Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida segun la reivindicacion 1, en el que a
es al menos 0,75.

4. Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida segun la reivindicacion 1, en el que p =
Oym+qg=1,m=0,75
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- aesO05ya+b=1.
- R1 es (CHa)s, Rs es (CH3).-CH-CH>-, Rs es hexilo, R7 es bencilo, Rs es - (CH2)s-.

5. Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida segun la reivindicacion 1, en el que m
+p+q=1,9=0,25p=045ym=0,3

- aesO05ya+b=1

- R1 es -(CHz)s; Rs y R4 son respectivamente (CH3).-CH-CH.-, Rs se selecciona del grupo que consiste
en alquileno (C2-Cx), R7 es bencilo, Rs es -(CH2)a;

- Re se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de férmula estructural (lll).
6. Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida segun la reivindicacion 1, en el que:
m+p+q=1,9=0,25p=045ym=0,3
-a=0,75,a+b=1
- R1 es -(CHz)s; R4 es (CH3)2-CH-CHa-, Ry es bencilo, Rs es -(CH2)s;
- R se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de férmula estructural (l11).
7. Micro- o nanoparticulas que comprenden un copolimero de poliesteramida segun la reivindicacion 1, en el que:
m+p+q=1,9=0,1,p=0,30ym=0,6
-aes05ya+b=1

- R1 -(CH2)4; Rs y Rs son respectivamente (CHs).-CH-CH»-; R7 es bencilo, Rs es -(CHz)s-; Rs se
selecciona del grupo que consiste en alquileno (C2-Cxo),

- R se selecciona de fragmentos biciclicos de 1,4:3,6-dianhidrohexitoles de férmula estructural (l11).

8. Micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprenden microparticulas con un
diametro medio en el intervalo de 1-1000 pm.

9. Micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprenden microparticulas con un
diametro medio menor que 1000 nm.

10. Micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprenden una estructura de
nucleo interno y de corteza externa.

11. Micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que comprenden un agente bioactivo.
12. Micro- o nanoparticulas segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para uso como un medicamento.

13. Uso de las micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en aplicaciones de
suministro de farmacos.

14. Composicién que comprende las micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

15. Un articulo que comprende las micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o la
composicion segun la reivindicacion 14.

16. Un articulo segun la reivindicacion 15, seleccionado del grupo de peliculas, revestimientos, micelas o hidrogeles.

17. Un dispositivo, que se define como un ensamblaje de multiples articulos, que comprende las micro- o
nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o la composiciéon segun la reivindicacion 14.

18. Un dispositivo, que se define como un ensamblaje de multiples articulos, que comprende el articulo segun una
cualquiera de las reivindicaciones 15 o 16.

19. Uso de las micro- o nanoparticulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o la composicién segun la
reivindicacion 14, el articulo segun las reivindicaciones 15-16 o el dispositivo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 17-18, en aplicaciones cardiovasculares terapéuticas, aplicaciones veterinarias, aplicaciones
oftalmicas, aplicaciones de manejo del dolor, aplicaciones de MSK, tratamiento del cancer y en composiciones para
el suministro de vacunas.
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FIG3
Liberacidn de dexametasona acumulativa
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