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DESCRIPCION
Particulas lipidadas de glicosaminoglicano y su uso en el suministro de farmacos y genes para diagndstico y terapia
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un sistema de administracién de farmacos basado en particulas de
glicosaminoglicanos lipidados que encapsulan farmacos para su posterior administracion para uso en terapia y
diagnéstico.

Antecedentes de la invencién

Los glicosaminoglicanos, o mucopolisacaridos, junto con el colageno, son los principales elementos estructurales de
todos los tejidos conectivos. Los glicosaminoglicanos, o gags, son complejos grandes de cadenas de polisacaridos
asociadas con una pequefa cantidad de proteina. Estos compuestos tienen la capacidad de unir grandes cantidades de
agua, produciendo de este modo una matriz tipo gel que forma los tejidos conectivos del cuerpo. Los gags son cadenas
largas compuestas de unidades repetitivas de disacaridos (unidades de repeticién de azlcares aminoazucares acidos).
El aminoazicar es tipicamente glucosamina o galactosamina. El aminoazlcar también puede ser sulfatado. El aztcar
acido puede ser acido D-glucurénico o acido L-idurénico. In vivo, los gags distintos del acido hialurénico estan unidos
covalentemente a una proteina, formando monémeros de proteoglicano. Las cadenas de polisacaridos son alargadas
por la adicién secuencial de azlcares acidos y aminoazucares.

Entre los gags mas comunes se encuentran acido hialurénico, sulfato de queratano, sulfato de condroitina, sulfato de
heparina y sulfato de dermatina. Los gags pueden modificarse quimicamente para contener mas grupos de azufre que
en su forma inicialmente extraida. Ademas, los gags pueden ser parcial 0 completamente sintetizados y pueden ser de
origen vegetal o animal.

El acido hialurénico es un miembro natural de la familia de los glicosaminoglicanos que esta presente en una
concentracién particularmente alta en el cartilago y el liquido sinovial de las articulaciones articulares, asi como en el
humor vitreo, en las paredes de los vasos sanguineos y en el corddn umbilical y otros tejidos conectivos. El acido
hialurénico puede estar en forma libre, tal como en el fluido sinovial, y en una forma unida, tal como un componente de
matriz extracelular. Este polisacérido consiste de residuos de N-acetil-D-glucosamina y acido D-glucurdnico alternantes
unidos mediante enlaces beta-1,3-glucuronidico y beta-1,4-glucosaminidico alternantes. En agua, el acido hialurénico se
disuelve para formar un liquido altamente viscoso. El peso molecular del acido hialurénico aislado a partir de fuentes
naturales generalmente cae dentro del intervalo de 5 x 10* hasta 107 daltons. El acido hialurénico tiene una alta afinidad
por la matriz extracelular y por una variedad de tumores, incluyendo los de mama, cerebro, pulmén, piel y otros 6rganos
y tejidos.

Se utiliza un sistema de suministro de farmacos para mantener un nivel constante en sangre de un farmaco durante un
largo periodo de tiempo mediante la administracién de un farmaco al cuerpo o para mantener una concentracion éptima
de un farmaco en un érgano objetivo especifico por medio de administracién local o sistémica, y durante un periodo
prolongado de tiempo.

El acido hialurénico quimicamente modificado se puede usar para liberacion controlada de farmacos. Balazs y
colaboradores, en la patente estadounidense No. 4.582.865, establecieron que "los geles entrecruzados de &acido
hialurénico pueden retardar la liberacion de una sustancia de bajo peso molecular dispersada en ella pero no unida
covalentemente a la matriz macromolecular de gel".

Se utilizan diversas formas de preparaciones farmacéuticas como sistemas de suministro de farmacos, incluyendo el
uso de una delgada membrana de un polimero o el uso de un liposoma como portador para un farmaco.

Existen dos clases béasicas de portadores de farmacos: sistemas de material formado por particulas, tales como células,
microesferas, envolturas virales y liposomas; y sistemas de material no formado por particulas que suelen ser sistemas
solubles, que consisten de macromoléculas tales como proteinas o polimeros sintéticos.

Generalmente, los portadores de particulas microscopicas y submicroscépicas tienen varias ventajas distintas. Pueden
actuar como depdsitos de liberaciéon sostenida o de liberacién controlada de farmacos, contribuyendo asi a mejorar la
eficacia del farmaco y permitir la reduccién de la frecuencia de dosificacion. Proporcionando proteccién tanto del
farmaco atrapado como del entorno biolégico, estos portadores reducen los riesgos de inactivacion del farmaco y
degradacion del mismo. Dado que la farmacocinética de la liberacion de farmaco libre de las particulas es diferente del
farmaco libre administrado directamente, estos portadores pueden usarse para reducir la toxicidad y los efectos
secundarios indeseables.
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A pesar de las ventajas ofrecidas, existen algunas dificultades asociadas con el uso de biopolimeros que encapsulan el
farmaco. Por ejemplo, biopolimeros estructurados como microparticulas o nanoparticulas tienen capacidades de
direccionamiento limitadas, retencién limitada y estabilidad en circulacién, toxicidad potencial tras administracién crénica
y la incapacidad de extravasar. Se han hecho numerosos intentos de unir diferentes sustancias de reconocimiento,
incluyendo anticuerpos, glicoproteinas y lectinas, a sistemas de particulas, tales como liposomas, microesferas y otros,
con el fin de conferirles una cierta medida de direccionamiento. Aunque la unién de estos agentes de reconocimiento
con el sistema de particulas ha tenido éxito, los sistemas modificados de particulas resultantes no funcionaron como se
esperaba, particularmente in vivo.

Otras dificultades han surgido también cuando se usan tales sustancias de reconocimiento. Por ejemplo, los anticuerpos
pueden ser especificos del paciente, y por lo tanto agregar costo a la terapia con farmaco. Ademas, no todas las
uniones entre el sustrato de reconocimiento y el portador son covalentes. La unién covalente es esencial, ya que la
unién no covalente puede dar como resultado la disociacion de las sustancias de reconocimiento del sistema de
particulas en el sitio de administracion, debido a la competencia entre el sistema de particulas y las contrapartidas de
reconocimiento del sitio objetivo para la sustancia de reconocimiento. Tras dicha disociacién, el sistema de particulas
modificado administrado puede retornar a un sistema de particulas regulares, con lo que se anula el propésito de
administracion del sistema de particulas modificado.

El documento WO 01/39815 describe vehiculos de suministro de farmacos que tienen un ligando de hialuronano de bajo
peso molecular.

Sumario de la invencion
Un objetivo de la presente invencion es superar las deficiencias de |a técnica anterior.
Otro objetivo de la presente invencion es formar particulas a base de glicosaminoglicanos para encapsular farmacos.

Otro objetivo de la presente invencién es suministrar farmacos encapsulados en una particula a base de
glicosaminoglicano.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar métodos de suministro de farmacos utilizando particulas de
glicosaminoglicanos lipidados como vehiculos de suministro de farmacos.

Se describe un portador de glicosaminoglicano lipidado de material en particulas en forma de una esfera con la porcion
de glicosaminoglicano de la particula que forma una cubierta en el exterior y la porcién de lipido del portador que forma
el interior, no siendo dicho portador un liposoma, comprendiendo dicho portador el producto de reaccion de al menos un
glicosaminoglicano con fosfatidiletanolamina, en donde la relacion de la fosfatidiletanolamina con respecto al menos un
glicosaminoglicano esté en el intervalo de 1:1 p/p o en el intervalo de 5: 1 a 20: 1 p/p, y en donde el glicosaminoglicano
es acido hialurénico que tiene un peso molecular de aproximadamente 1 x 10° hasta aproximadamente 1 x 107 daltons.

En una realizacion preferida, el suministro es mediante administracién oral de la formulacién en particulas. En otra
realizacién preferida, el suministro es mediante administracién intranasal de la formulacion en particulas, especialmente
para uso en terapia del cerebro y 6rganos relacionados (por ejemplo, meninges y médula espinal) que pretende evadir
la barrera hematoencefalica (BBB). En este sentido, también es posible la administracion intraocular. En otra realizacion
preferida, el medio de suministro es por administracién intravenosa (i.v.) de la formulacion en particula, lo que es
especialmente ventajoso cuando se desea una formulacién de administracion i.v. de larga duracién.

Aln ofro objetivo de la presente invencion es proporcionar un suministro de genes utilizando particulas de
glicosaminoglicanos lipidados como materiales de administracién génica.

La presente invencién proporciona un nuevo gen de multiples productos y tecnologia de suministro de farmacos asi
como métodos de preparacién y uso de los mismos. El sistema de suministro comprende glicosaminoglicanos lipidados,
también conocidos como gagémeros, que son biopolimeros bioadhesivos producidos por entrecruzamiento de un lipido
que tiene un grupo amino primario a un glicosaminoglicano que contiene acido carboxilico. Las microparticulas o
nanoparticulas se forman de manera controlada, con intervalos de didmetros de particula dominantes de
aproximadamente 2-5 micrémetros para microparticulas y aproximadamente 50-200 nandémetros para nanoparticulas.
Ya sean farmacos pequefios o grandes, agentes bioactivos o ingredientes activos tales como antibioticos,
quimioterapéuticos, proteinas y acidos nucleicos pueden ser atrapados en estas particulas con una alta eficiencia,
usualmente superior al 50%, incluso para macromoléculas grandes. Por ejemplo, para el ADN de plasmido, las
nanoparticulas proporcionan aproximadamente un 66% de atrapamiento y las microparticulas proporcionan un
atrapamiento de aproximadamente 75%.

Para los propositos de la presente invencion, "farmaco" significa cualquier agente que pueda afectar el cuerpo
terapéuticamente o que puede usarse in vivo para el diagnoéstico. Ejemplos de farmacos terapéuticos incluyen
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quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer, antibidticos para el tratamiento de infecciones y antifingicos para el
tratamiento de infecciones flngicas. Ejemplos de farmacos de diagndstico incluyen isétopos radiactivos tales como *Tc,
127]y 7Gd, y moléculas fluorescentes que se usan para visualizar sitios de interés en el cuerpo.

La preparacion de los biopolimeros de la presente invencion y el atrapamiento de farmacos son procesos sencillos y
rentables. Estos nuevos portadores actian como depédsitos de farmacos de liberacidon sostenida, con semividas en el
intervalo de 19-35 horas para el eflujo de antibiéticos y quimioterapéuticos. Estas propiedades, junto con su naturaleza
bioadhesiva, proporcionan a estos nuevos portadores de farmacos la capacidad de actuar como depdsitos de farmacos
de liberacion sostenida, adheridos al sitio, retenidos en el sitio, para administraciones sistémicas, que incluyen
administracion oral, tépica y regional, incluyendo intranasal.

Adicionalmente, los gagémeros de la presente invencion no son toxicos. Cuando los farmacos quimioterapéuticos
fueron atrapados y ensayados en un modelo de cultivo celular, los sistemas mostraron un alto potencial en el
tratamiento de tumores, incluso superando el bien conocido impedimento de la resistencia a farmacos. De este modo,
los gagémeros pueden utilizarse como sistemas de suministro de farmacos microscépicos y submicroscopicos para una
amplia gama de actividades terapéuticas, tales como cancer, enfermedades infecciosas, cicatrizacién de heridas,
terapia enzimatica, terapia génica y otros.

Inesperadamente, las particulas vacias (que contienen s6lo gagémeros y ningun farmaco u otra formulacién terapéutica)
también parecen tener importantes efectos inhibidores de tumores. Por lo tanto, tales particulas pueden ser Utiles para
la terapia del cancer, especialmente para el cancer metastasico, ya sea como agente quimioterapéutico principal o
adyuvante.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B son imagenes de microscopia electronica de barrido de campos de particulas del mismo lote a dos
diferentes aumentos. La Figura 1A esta a una ampliacion de 5000x. La Figura 1B esta a una ampliacién de 3000x.

Las Figuras 2A-2C son micrografias confocales que muestran células individuales incubadas con tres formulaciones
diferentes. La Figura 2A muestra células de la linea C6 (glioma de rata) que se incubaron con bromuro de etidio libre
(EtBr). La Figura 2B muestra células de la linea C6 que se incubaron con gagémeros "vacios" (es decir, solo atrapando
regulador) suspendidos en una solucién de EtBr libre. La Figura 2C muestra células de la linea C6 que se incubaron con
gagdémeros que atrapan EtBr.

La Figura 3A muestra células de la linea celular PANC-1 (de adenocarcinoma pancreatico humano) tratadas con EtBr
encapsulado en gagémero.

La Figura 3B, muestra células de la linea celular PANC-1 tratadas con EtBr libre.
La Figura 4A es una micrografia confocal de un sistema similar al de la Figura 3B, pero con un aumento mayor.
La Figura 4B es una micrografia confocal de un sistema similar al de la Figura 3A, pero con un aumento mayor.

La Figura 5 muestra los resultados de los estudios de turbidez del acido hialurénico libre y un gagémero basado en
acido hialurénico en funcién de la concentracion macromolecular, después de cambios de absorbencia a 600 nm en
forma de grafico que representa la concentracion de é&cido hialurénico libre y un gagdbmero con base en acido
hialurénico.

Las Figuras 6A y 6B muestran microscopia de microgagémeros y nanogagémeros. La Figura 6A muestra microscopia
de fluorescencia de microgagémeros que atrapan una proteina modelo, BSA-FITC, factor de aumento: 2000. La Figura
6B muestra microscopia 6ptica de nanogagémeros que atrapan ADN de plasmido, factor de aumento: 2000.

La Figura 7 es un gréafico que ilustra el eflujo de doxorrubicina de microgagémeros (circulos) y nanogagémeros
(cuadrados) en condiciones de flujo unidireccional. La variable independiente es el tiempo. La variable dependiente (f)
es el porcentaje de farmaco liberado en el tiempo = t con respecto al farmaco total en el sistema en el tiempo t = 0. Los
simbolos representan los datos experimentales y las curvas de linea continua son las expectativas tedricas de acuerdo
con un mecanismo de flujo de combinacién multiple.

La Figura 8 es un grafico que muestra la supervivencia de células C6 48 horas después del tratamiento mediante
microgagomeros libres (es decir, solo regulador de encapsulacién, como en "vacio" definido en la descripcion de la
Figura 2B), una dosis dada de un farmaco quimioterapéutico libre, y una dosis equivalente del mismo farmaco atrapada
en el microgagémero. Los estudios se realizaron con mitomicina ¢ (MMC), doxorrubicina (DOX) y vinblastina (VIN), y los
resultados se organizaron en tres conjuntos de datos, uno para cada farmaco. Cada barra es un promedio de tres
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experimentos independientes, cada uno de los cuales comprendia 20 mediciones separadas. Las barras de error
representan las desviaciones estandar respectivas.

La Figura 9 muestra los potenciales zeta (carga superficial efectiva) de las nanoparticulas y microparticulas en funcion
de la concentracién. Los potenciales Zeta reflejan las fuerzas de interaccion totales entre las particulas de tamano
coloidal en suspension.

La Figura 10 representa los resultados de las pruebas de toxicidad de las nanoparticulas del sistema de suministro de
farmaco libre (DDS). La dosis de DDS fue de 1 mg/mL y el tiempo de incubacién fue de 24 horas. Cada barra es un
promedio de 32-64 determinaciones independientes, y las barras de error representan las desviaciones estandar.

Las Figuras 11A y 11B muestran los efectos citotdéxicos de MMC (Figura 11A) y de DOX (Figura 11B), formulados en
DDS-(nanoparticulas) en células C26 expuestas al medio de tratamiento durante 4 horas, en comparacion con el
farmaco libre y el sistema de suministro del farmaco libre (DDS). *** indica p <0,001, que compara cada especie de
farmaco y dosis del portador versus las formulaciones libres.

La Figura 12 representa las concentraciones de MMC en sangre, en funcién del tipo de formulacién y del tiempo de
inyeccion. Cada simbolo es un promedio de 5 animales y las barras de error representan el error estandar de la media
(SEM). Las lineas no son teoricas, dibujadas para enfatizar las tendencias de los datos.

La Figura 13 ilustra el aumento del volumen tumoral con el tiempo. Los puntos son experimentales, cada uno con un
promedio de 5 animales; las barras de error son el SEM y las curvas no son tedricas, lo que indica las tendencias de los
datos. Las flechas y los numeros arriba de ellas indican dias de tratamiento. Los nimeros junto a los simbolos son dias
de aparicion del tumor.

La Figura 14 ilustra la supervivencia de los animales en la prueba 1. Cada animal recibi6 3 inyecciones de la
formulacion seleccionada. Los datos para los grupos de solucién salina y MMC libre son de 10 animales/grupo; los
datos para el DDS libre y el MMS/DDS son de 5 animales/grupo.

La Figura 15 ilustra la supervivencia de los animales en la prueba 2. Cada animal recibi6 4 inyecciones de la
formulacion seleccionada. Los datos para el DDS libre son de 3 animales y para el MMC/DDS de 5 animales.

La Figura 16 es un grafico de barras que muestra la acumulacién en el cerebro de MMC, usada como marcador,
después de administracion intranasal (IN) de MMC libre y MMC atrapada en nanoparticulas de DDS. Los datos son de
la prueba 1, un experimento con ratas.

La Figura 17 es un gréfico de barras que muestra la acumulacion en el cerebro de MMC, usada como marcador,
después de la administracién intranasal (IN) de MMC libre y MMC atrapada en nanoparticulas de DDS. Los datos son
de la prueba 2, un experimento con ratones.

La Figura 18 muestra el nimero de metastasis encontradas en los pulmones de los ratones C57BL/6 inyectados en
forma i.v. con células B16F10. El grupo de control representa animales sanos que no fueron inyectados con células
tumorales. Cada barra es un promedio de los cinco animales del grupo y la barra de error es la desviacion estandar.

La Figura 19 muestra el aumento de peso de los pulmones de ratones inyectados con tumor calculado a partir de los
datos no procesados del peso de los pulmones, de acuerdo con la férmula enumerada en la seccidon experimental. Cada
barra es un promedio para los 5 animales del grupo y las barras de error son la desviacién estandar.

La figura 20 representa un nuevo grafico de los datos de las Figuras 18 y 19 (sélo promedios). Los puntos son los datos
experimentales, y las lineas continuas son no teoricas, dibujadas para enfatizar las tendencias.

La Figura 21 representa la captacién de gagémeros que atraparon BSA-FITC en células MCF7 usando microscopia de
luz y fluorescente. Los dos paneles superiores muestran la captacion de proteina libre y unién no especifica. Los dos
paneles inferiores representan la entrada de proteinas en el citosol y el nucleo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la preparacion y usos de sistemas de suministro microscépicos y submicroscopicos,
asi como a materiales que pueden usarse para la modificacidon genética de tejidos y el andamiaje de tejidos. Los
sistemas de suministro de farmacos de la presente invencién son nuevos biopolimeros adhesivos que toman la forma
de un portador en particulas, también denominado gagémero, elaborado a partir de un lipido que contiene al menos una
amina primaria y un glicosaminoglicano, es decir, glicosaminoglicanos lipidados.
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Las particulas de la presente invencién son particularmente rentables cuando se comparan con otros portadores en
particulas, como se muestra en la Tabla 1.

Como se usa en la presente solicitud, el término acido hialurénico, o HA, se refiere al acido hialurdnico y a cualquiera de
sus sales hialuronato, incluyendo, por ejemplo, hialuronato de sodio, hialuronato de potasio, hialuronato de magnesio y
hialuronato de calcio. De manera similar, para cualquiera de los glicosaminoglicanos, las sales asi como los acidos
libres se incluyen en el término glicosaminoglicano.

Los gagbmeros de la presente invencidn son sistemas de administracién de farmacos en microparticulas y
nanoparticulas, también denominados MDDS y NDDS, respectivamente, que utilizan biopolimeros adhesivos que
atrapan farmacos. Estos portadores, cuando se cargan con farmacos, mejoran los resultados clinicos en comparacion
con los mismos farmacos administrados en su forma libre. Los gagémeros estan hechos de materiales naturales que

son biocompatibles y biodegradables.

Tabla 1

Ventajas de la presente invencién: Aspectos de un produccion rentable

Gagomeros

Otros portadores en particulas

Produccién rentable: Ma

terias primas

Estable, disponible, relativamente econdmica, se ajusta a una
amplia poblacién de pacientes

Algunos o todos los componentes tienen limitaciones
de estabilidad y disponibilidad, algunos pueden
encajar solo a poblaciones de pacientes estrechas

Produccién rentable: Fabricacion

Las metodologias de fabricacion utilizadas para R&D son
susceptibles de escalado con poca o ninguna modificacion

La mayoria de
inversiones en el
produccién escalados

los casos requieren grandes
desarrollo de métodos de

Gagomeros

Otros portadores en particulas

Produccion rentable: Lineas de produccion

Dado que la produccion del GAG lipidado y el atrapamiento del
farmaco son procesos separados, una sola linea de produccion
del GAG lipidado se adapta a todos los productos. Dos
poblaciones de tamafios de particula pueden fraccionarse
mediante un procedimiento simple, del mismo lote.

La produccién de particulas y el atrapamiento de
farmacos se realizan, la mayoria de las veces, en el
mismo proceso, requiriendo una linea de productos
separada para cada formulacién final. Igualmente
para diferentes tamafos de particula.

Produccién rentable: Preparacion de la formulacion para uso

La formulacién final es mediante simple rehidratacién del polvo
seco de GAG lipidado en una solucién acuosa del farmaco
deseado. Puede hacerse al lado de la cama del paciente, en
casa, etc.

La formulacién final, incluyendo el farmaco atrapado,
tiene que ser proporcionada por el fabricante.

Produccidn rentable: Estabilidad y vida util

El farmaco y el GAG lipidado se pueden almacenar por
separado en forma seca, hasta su reconstitucién para uso,
proporcionando una alta estabilidad y una vida util a largo plazo.

El almacenamiento es de la formulacién final, es
decir, del portador cargado con farmaco. La forma
seca no esta disponible en todos los casos. Como
resultado, existen limitaciones tanto en la estabilidad
como en la vida util.

Los gagémeros de la presente invencion tienen una serie de
incluyendo aspectos de su destino in vivo, como se muestra en la

otras ventajas sobre otros portadores en particulas,
Tabla 2.
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Tabla 2

Ventajas de la presente invencién - Aspectos del destino in vivo

Gagémeros

Otros portadores en particulas

Destino in vivo: Biodegradabilidad y biocompatibilidad

Todos los componentes son biomateriales, por lo tanto
proporcionan estas propiedades

Algunos portadores tienen componentes no biol6gicos que
desmejoran estas propiedades

Destino in vivo: Toxici

dad e inmunogenicidad

Basandose en la naturaleza de las materias primas, no se
esperan toxicidad y baja o ninguna inmunogenicidad. Los
estudios in vitro e in vivo no confirman toxicidad.

Varia de un portador a otro. Aceptable en los pocos
sistemas aprobados para uso clinico.

Destino in vivo tras administracion i.v.: Retencién en circulacion

Se confirm6 retencién buena y suficiente, ya que el
componente GAG ya tiene la capa externa hidrofila
encontrada para retrasar la opsonizacién y absorcién por
el RES.

Retencién obtenida pobre e insuficiente, a menos que el
portador sea modificado en la superficie para portar un
ligando apropiado en su superficie para retrasar tanto la
opsonizacién como la absorcion por el RES.

Los gagomeros de la presente invencion también proporcionan una actividad biolégica y terapéutica superior en
comparacioén con otros portadores en particulas. Algunas de estas ventajas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

Ventajas de la presente invencién: Aspectos de actividad biologica/terapéutica

Gagémeros

Otros portadores en particulas

Actividad biolégica/terapéutica: Eficiencia del atrapamiento del farmaco

Capacidad de atrapamiento de alta eficacia

independiente del tamafo del farmaco hasta e
incluyendo proteinas y material genético, debido a una
naturaleza "envolvente" o de "ajuste inducido”.

Las eficiencias de atrapamiento van desde pobres hasta altas,
con baja eficiencia de entidades de alto peso molecular.

Actividad biolégica/terapéutica: Retencion en el sitio y direccionamiento

La naturaleza bioadhesiva del componente GAG
confiere a los sistemas la capacidad de adherirse con
alta afinidad a los sitios de reconocimiento in vivo y
confiere medidas de direccionamiento activo.

Se requiere una modificacién adicional del portador, que no
siempre es posible y en algunos casos es contraproducente
para la produccion y aspectos de destino in vivo para dotar a
los sistemas con estas propiedades.

Se pueden sintetizar dos tipos basicos de gagémero: uno con una relacion de lipidos a glicosaminoglicanos baja, [1:1,
p/p] denominada LLG y uno con una relacion alta de lipido a glicosaminoglicano, [5:1 a 20:1, p/p ] denominado HLG. Al
cambiar los pasos especificos en la preparacion, el resultado puede ser dirigido a formar microparticulas o

nanoparticulas.

Los gagémeros de la presente invencion, glicosaminoglicanos lipidados, se pueden usar como sistemas de suministro
para terapia con farmacos para tratar una afeccion patoldgica en un animal que lo necesite. El término "animal" usado
en la presente invencion incluye seres humanos y otros mamiferos tales como ganado vacuno, perros, gatos, ratas,

ratones; asi como las aves; reptiles; y pescado.
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Para la presente invencion, las condiciones patolégicas adecuadas para el tratamiento por medio de los gagémeros
incluyen, pero no se limitan a, cancer, infecciones por hongos o bacterias, incluidas las secundarias a traumatismos
tales como quemaduras, infecciones causadas por parasitos o virus, infecciones por priones, y similares.

Los gagomeros de la presente invencion también pueden tener uso en preparaciones de vacunas y terapia génica. La
preparaciéon de vacunas que contienen un polipéptido inmunogénico como ingrediente activo es conocida por un experto
en la técnica. Del mismo modo, la preparacion de vectores para insercion génica es también conocida por un experto en
la técnica.

Los gagémeros formados por los procedimientos de la presente invencion pueden ser liofilizados o deshidratados en
diversas etapas de formacién. Por ejemplo, la pelicula de lipidos se puede liofilizar después de eliminar el disolvente y
antes de anadir el farmaco. Alternativamente, la pelicula de lipido-farmaco se puede liofilizar antes de hidratar los
gagomeros. Dicha deshidratacion puede llevarse a cabo mediante la exposicion del lipido o el gagémero a presién
reducida, eliminando de este modo todo el disolvente de la suspension.

Alternativamente o adicionalmente, la preparacion de gagémero hidratada también puede deshidratarse colocandola en
medio circundante en nitrégeno liquido y congelandola antes de la etapa de deshidratacién. La deshidratacién con
congelacién previa puede realizarse en presencia de uno o mas agentes protectores, tales como azicares. Tales
técnicas mejoran el almacenamiento a largo plazo y la estabilidad de las preparaciones.

Después de la rehidratacion, puede calentarse la preparacion. Pueden utilizarse otros métodos adecuados en la
deshidratacién de las preparaciones de gagémeros. Los gagémeros también pueden deshidratarse sin congelacion
previa. Una vez que se han deshidratado los gagémeros, se pueden almacenar durante largos periodos de tiempo hasta
que se van a utilizar. La temperatura apropiada para el almacenamiento dependera de la formulacion de lipidos de los
gagémeros y de la sensibilidad a la temperatura de los materiales encapsulados.

Cuando se van a utilizar los gagémeros deshidratados, la rehidratacion se consigue simplemente afiadiendo una
solucién acuosa, tal como agua destilada o un regulador apropiado, a los gagémeros y permitiéndoles que se
rehidraten. Esta rehidratacion puede realizarse a temperatura ambiente o a otras temperaturas apropiadas para la
composicion de los gagémeros y su contenido interno.

Los gagémeros de la presente invencion, glicosaminoglicanos lipidados, se preparan preferiblemente mediante union
covalente de un lipido que tiene al menos un grupo amino primario a un glicosaminoglicano que contiene &acido
carboxilico mediante el siguiente método:

(a) Se proporciona un recipiente de reaccién en el que se esparce el lipido en una capa delgada sobre el fondo y las
paredes del recipiente. Esto puede efectuarse disolviendo el lipido en un disolvente organico y evaporando el lipido a
sequedad a baja presion en un evaporador rotatorio.

(b) El glicosaminoglicano se activa por preincubacién en pH &acido con un entrecruzador.
(c) El glicosaminoglicano activado se afade al recipiente de reaccion.
(d) La mezcla de reaccion del lipido y del glicosaminoglicano activado se regula a un pH basico de 8,6.

(e) Las mezclas de reaccion reguladas se incuban, con agitacion continua, durante un periodo de tiempo suficiente para
formar el glicosaminoglicano lipidado, tal como durante la noche a 37°C. Dado que los gags lipidados estan disefiados
para usarse in vivo, deben ser estables a aproximadamente 37°C. Aunque pueden usarse temperaturas mas altas para
la lipidacion, los lipidos experimentan cambios fisicos con temperaturas crecientes, generalmente alrededor de 62°C.
Por lo tanto, la lipidacion se lleva a cabo preferiblemente a temperaturas de aproximadamente 30-40°C.

(f) El glicosaminoglicano lipidado se regula a un pH neutro y se afaden otros iones y aditivos solubles en agua de
acuerdo con la necesidad para elevar la fuerza ionica hasta niveles fisiolédgicos con iones o sales presentes en fluidos
bioldgicos (tales como NaCl, KCI, Ca%* y Mg?*).

(9) Las particulas se fraccionan por centrifugaciones sucesivas, cada una a 4°C, durante 40 minutos a una fuerza g de
1,3 x 105, de la siguiente manera: El precipitado después de 3 series es la fraccion enriquecida con microparticulas, el
sobrenadante de la fraccién enriquecida en microparticulas sometida a 3 series adicionales es la fraccion enriquecida en
nanoparticulas.

(h) El glicosaminoglicano lipidado resultante se liofiliza.
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Para atrapar farmacos u otros ingredientes activos en los gagémeros, se disuelve el material de interés en agua pura
libre de iones. El gagébmero en polvo seco liofilizado obtenido como se mencion6 anteriormente se reconstituye
entonces en la solucién acuosa del material que se va a atrapar.

Se pueden realizar estudios de turbidez, después de la dispersion de luz en un espectrofotometro, para concentraciones
iguales de acido hialurénico soluble y de un gagémero preparado a partir de acido hialurénico y fosfatidiletanolamina
para obtener una idea de si la sintesis realmente produce materia en particulas. Los resultados representativos de tales
estudios se muestran en la Figura 5. Como era de esperar, en el intervalo de concentracion probado el acido hialurénico
libre es soluble, y sus soluciones no dispersan la luz. Por el contrario, las muestras que contienen gagémeros son
turbias, aumentando la dispersion de la luz con la concentracion de gagémero, dejando claro que el biopolimero es un
material insoluble.

Las muestras de los gagémeros que atrapan macromoléculas son visibles tanto por microscopia éptica como de
fluorescencia. Un campo tipico observado bajo el microscopio fluorescente, de microparticulas de entre 2 y 5 micras de
diametro, preparado a partir de HLG y atrapando una proteina modelo, BSA-FITC, se muestra en la Figura 6, panel
superior. Estas microparticulas se preparan como se ha descrito anteriormente. Antes de la observacién bajo el
microscopio, la proteina no atrapada se elimina de la preparacion por ultracentrifugacion a 4°C durante 30 minutos y una
fuerza g de 1,2 x 10°. El precipitado que contiene las particulas con su proteina atrapada se resuspende en solucion
salina regulada con fosfato (PBS).

Un campo tipico de nanoparticulas (entre 50 y 200 nm de didmetro) visto bajo el microscopio 6ptico preparado a partir
de HLG que atrapa un ADN de plasmido se muestra en la Figura 6, panel inferior. Las nanoparticulas se preparan como
se ha descrito anteriormente para el FITC-BSA.

Las particulas hechas de glicosaminoglicanos tienen una amplia gama de aplicaciones, ya que las mismas particulas
pueden usarse solas, o con cualquier tipo de material encapsulado en ellas. Las particulas de glicosaminoglicano se
elaboran preferiblemente sin ningiin material encapsulado y después se liofilizan para formar un polvo. Las particulas de
glicosaminoglicano en polvo se mezclan entonces con un polvo del material a encapsular. Alternativamente, las
particulas de glicosaminoglicano en polvo se reconstituyen mezclando con una solucion acuosa del material a
encapsular. Una vez que se reconstituye la mezcla, las particulas habran capturado el material con el que fue mezclado.
De este modo, las moléculas pequenas, tales como antibiéticos y farmacos quimioterapéuticos, y moléculas grandes,
tales como proteinas, pueden encapsularse con esta técnica. Las particulas se pueden utilizar para encapsular ADN, y
las particulas mas grandes pueden incluso encapsular células enteras y lineas celulares. Por lo tanto, también se
pueden utilizar particulas como un andamio para la modificacion genética de tejidos.

Las particulas de la presente invencidén se preparan haciendo reaccionar al menos un glicosaminoglicano en la forma
larga, es decir, el gag no se ha cortado en tamafios mas pequefios. Todos los glicosaminoglicanos, excepto el acido
hialurénico, estan naturalmente en forma de una unidad estructural proteica unida covalentemente a una unidad
estructural de polisacarido. Los métodos para hidrolizar el enlace de proteina-azdcar son bien conocidos por los
expertos en la técnica, tanto quimicamente como enzimaticamente. Ademas, estan disponibles algunos productos
comerciales en los que la unidad estructural de proteina ya ha sido removida.

El polimero de glicosaminoglicano se hace reaccionar con un lipido que tiene al menos un grupo amino primario para
entrecruzar el residuo carboxilico del glicosaminoglicano con una amina primaria en el lipido. Una vez que se produce
esta reaccién, la estabilidad termodinamica hace que los lipidos interactien entre si para convertir el producto en una
esfera que tiene al glicosaminoglicano en el exterior y los lipidos en el interior. Estas particulas se utilizan entonces para
encapsular otros materiales, incluyendo farmacos, ADN, células, proteinas, etc.

En una realizacion de la presente invencion, se elimina la parte de proteina del glicosaminoglicano y sélo se hace
reaccionar la cadena principal de azdcar con los lipidos.

Se conoce en la técnica como unir &cido hialurdnico al exterior de liposomas para dirigir o para hacer que los liposomas
sean mas bioadhesivos. En la presente invencién, no hay liposoma, en vez de eso, las moléculas de lipido estan unidas
covalentemente al acido hialurdnico.

En otra realizacién de la presente invencion, se pueden unir otras moléculas primero al glicosaminoglicano, que
después se hace reaccionar con lipidos. Estas particulas tienen las otras moléculas que aparecen en el exterior de las
particulas. Estas otras moléculas pueden ser, por ejemplo, anticuerpos, folato, porfirinas o lectinas, y pueden usarse
para direccionamiento.

El glicosaminoglicano reivindicado es acido hialurénico.
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Las fuentes naturales de glicosaminoglicanos incluyen tanto fuentes vegetales como animales, incluyendo pero no
limitandose a arboles de haya y formas de cartilago animal, incluyendo cartilago de tiburdn, traquea bovina, septo de
ballena, narices de porcino y moluscos como Perna canaliculus 'y pepino de mar.

Se ha encontrado que los farmacos encapsulados en las particulas de glicosaminoglicano de la presente invencién son
mucho mas eficaces que los farmacos libres, particularmente para las células cancerosas que se han vuelto resistentes
a farmacos. Parece que los gagémeros se unen a las células cancerosas y se convierten asi en depoésitos de farmacos
que pueden entrar en las células mas rapidamente de lo que son excretados. Estos farmacos tienen por lo tanto un
efecto téxico sobre las células a pesar de los mecanismos resistentes a farmacos que se han desarrollado, abrumando
a las células cancerosas.

Los gagdmeros de la presente invencion pueden encapsular casi cualquier tipo de molécula sin ser modificados. Por el
contrario, los liposomas, por ejemplo, deben cargarse primero positivamente para formar complejo con el ADN, mientras
que los liposomas que encapsulan muchos otros materiales no se cargan positivamente. Es una ventaja de la presente
invencion que los gagéomeros puedan encapsular practicamente cualquier tipo de molécula.

Los glicosaminoglicanos se utilizan en los tamafios obtenidos cuando se purifican a partir de sus fuentes biolégicas y
que no han sido sometidos a degradacion quimica y/o biolégica. Por ejemplo, para el acido hialurdnico, esto
corresponde a un intervalo de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 107 daltons.

Las composiciones farmacéuticas que utilizan gagémeros de acuerdo con la presente invencion pueden administrarse
por cualquier via conveniente, incluyendo parenteral, por ejemplo, subcutanea, intravenosa, tdpica, intramuscular,
intraperitoneal, transdérmica, rectal, vaginal, intranasal o intraocular. Alternativamente o concomitantemente, la
administracién puede ser por via oral.

La administracién parenteral puede ser por inyeccion en bolo o por perfusién gradual a lo largo del tiempo. La
administracién parenteral se caracteriza generalmente por inyeccién, mas tipicamente subcutanea, intramuscular o
intravenosa.

Las formulaciones tdpicas compuestas de los constructos de gagdémeros de la presente invencion, reforzadores de
penetracion y otros farmacos o medicamentos biol6gicamente activos pueden aplicarse de muchas maneras. La
solucién se puede aplicar gota a gota, desde un dispositivo de administracion adecuado, al area apropiada de piel o de
piel enferma o membranas mucosas y se frota a mano o simplemente se deja secar al aire. Se puede afiadir un agente
gelificante adecuado a la solucién y se puede aplicar la preparacién al area apropiada y se frota. Para administracién a
heridas o quemaduras, los gagémeros se pueden incorporar en formas de dosificacion tales como aceites, emulsiones y
similares. Tales preparaciones pueden aplicarse directamente a la zona afectada en forma de lociones, cremas, pastas,
unguentos y similares.

Alternativamente, la formulacion en solucion tépica puede colocarse en un dispositivo de atomizacién y ser suministrada
como un aerosol. Este tipo de dispositivo de administracion de farmacos esta particularmente adaptado para su
aplicacion a grandes areas de piel afectadas por patologias dérmicas, a piel altamente sensible o0 a cavidades nasales u
orales. Opcionalmente, los gagémeros se pueden administrar en forma de un unglento o parche transdérmico.

Se entiende que las vias orales de administracién incluyen vias de administracion bucal y sublingual.

Los gagémeros de la presente invencion también se pueden administrar por otras vias que optimizan la captacion por la
mucosa. Por ejemplo, vaginal (especialmente en el caso de tratar patologias vaginales), rectal e intranasal son las vias
de administracién preferidas. Ademas, los gagémeros son particularmente adecuados para el suministro a través de
tejido mucoso o epitelio. Si se administran en forma intranasal, los gagémeros se administraran tipicamente en forma de
aerosol, o en forma de gotas. Esto puede ser especialmente Util para tratar patologias pulmonares. Se pueden encontrar
formulaciones adecuadas en Remington's Pharmaceutical Sciences, 16 y 18 Ed., Mack Publishing, Easton, Pa. (1980 y
1990), e Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 42 Edicion, Lea & Febiger, Filadelfia (1985), cada una de las
cuales se incorpora aqui como referencia.

Dependiendo del modo de administracion pretendido, las composiciones utilizadas pueden estar en formas de
dosificacién sélidas, semisélidas o liquidas, tales como, por ejemplo, tabletas, supositorios, pildoras, capsulas, polvos,
liquidos, suspensiones, o similares, preferiblemente en formas de dosificacion unitarias adecuadas para administracion
Unica de dosificaciones precisas. Las composiciones farmacéuticas incluiran el constructo de gagémero tal como se ha
descrito y un excipiente farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, pueden incluir otros agentes medicinales,
agentes farmacéuticos, vehiculos, coadyuvantes, etc. Se prefiere que el portador farmacéuticamente aceptable sea uno
que sea quimicamente inerte a los compuestos activos y que no tenga efectos secundarios perjudiciales ni toxicidad
bajo las condiciones de uso. La eleccion del portador se determina en parte por el ingrediente activo particular, asi como
por el método particular usado para administrar la composiciéon. Por consiguiente, hay una amplia variedad de
formulaciones adecuadas de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion.
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Los excipientes adecuados son, en particular, rellenos tales como sacaridos, por ejemplo, lactosa o sacarosa, manitol o
sorbitol, preparaciones de celulosa y/o fosfatos de calcio, por ejemplo, fosfato tricalcico o fosfato acido de caélcico, asi
como aglutinantes tales como pasta de almidén usando, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de
arroz, almidén de patata, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica y/o
polivinil pirrolidina.

Las formulaciones inyectables para administracién parenteral se pueden preparar como soluciones o suspensiones
liquidas, formas sélidas adecuadas para solucién o suspension en liquido antes de la inyeccién, o como emulsiones.
Excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares. Ademas, si se
desea, las composiciones farmacéuticas a administrar pueden contener también cantidades menores de sustancias
auxiliares no toxicas tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes reguladores del pH y similares, tales
como, por ejemplo, acetato de sodio, monolaurato de sorbitan, oleato de trietanolamina, etc.

Las suspensiones para inyeccion acuosa también pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspension, incluyendo, por ejemplo, carboximetilcelulosa sédica, sorbitol y/o dextrano. Opcionalmente, la suspension
puede contener también estabilizantes.

Las formulaciones parenterales pueden estar presentes en recipientes sellados de dosis unitarias o de dosis multiples,
tales como ampollas y viales, y pueden almacenarse en una condicion de secado por congelacion (liofilizada) que
requiere solamente la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, agua, para inyecciones inmediatamente antes del
uso. Las soluciones y suspensiones inyectables extemporaneas pueden prepararse a partir de polvos, granulos y
comprimidos estériles del tipo anteriormente descrito.

Para la administracién oral, se forma una composicion no téxica farmacéuticamente aceptable mediante la incorporacion
de cualquiera de los excipientes normalmente empleados, tales como, por ejemplo, manitol, lactosa, almidén, estearato
de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, croscarmelosa sédica, glucosa, gelatina, sacarosa, carbonato de
magnesio y similares. Tales composiciones incluyen soluciones, suspensiones, comprimidos, comprimidos dispersables,
pastillas, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. Las formulaciones adecuadas para
administracion oral pueden consistir en soluciones liquidas tales como cantidades eficaces del compuesto o
compuestos disueltos en diluyentes tales como agua, solucién salina o jugo de naranja; bolsitas, grageas y pastillas,
conteniendo cada uno una cantidad predeterminada del ingrediente activo como sélidos o granulos; polvos,
suspensiones en un liquido apropiado; y emulsiones adecuadas. Las formulaciones liquidas pueden incluir diluyentes
tales como agua y alcoholes, por ejemplo, etanol, alcohol bencilico y los alcoholes de polietileno, con o sin la adicion de
un surfactante farmacéuticamente aceptable, agentes de suspensién o agentes emulsionantes.

Cuando la composicion es una pildora o comprimido, contendrd, junto con el ingrediente activo, un diluyente tal como
lactosa, sacarosa, fosfato dicalcico o similares; un lubricante tal como estearato de magnesio o similar; y un aglutinante
tal como almidén, goma acacia, gelatina, polivinil pirrolidina, celulosa y sus derivados, y similares.

Las formas de comprimidos pueden incluir uno 0 mas de lactosa, sacarosa, manitol, almidéon de maiz, almidén de
patata, acido alginico, celulosa microcristalina, goma arabiga, gelatina, goma guar, diéxido de silicio coloidal,
croscarmelosa sdédica, talco, estearato de magnesio, estearato calcico, estearato de zinc, acido estearico y otros
conservantes, agentes saborizantes y agentes desintegrantes farmacéuticamente aceptables, agentes humectantes,
conservantes, y portadores farmacolégicamente compatibles.

Las formas en capsula pueden ser del tipo ordinario de gelatina dura o blanda que contiene, por ejemplo, surfactantes,
lubricantes y rellenos inertes, tales como lactosa, sacarosa, fosfato de calcio y almiddén de maiz.

Las formas de grageas pueden comprender el ingrediente activo en un portador, usualmente sacarosa y acacia o
tragacanto, asi como pastillas que comprenden el ingrediente activo en una base inerte tal como gelatina o glicerina, o
sacarosa y acacia.

Para determinar las dosificaciones de las particulas de gagémero a administrar, se selecciona la dosificacién y
frecuencia de administracion en relacién con las propiedades farmacolégicas de los ingredientes activos especificos.
Normalmente, deben usarse al menos tres niveles de dosificacion. En los estudios de toxicidad en general, la dosis mas
alta debe alcanzar un nivel toxico pero no alcanzar a ser letal para la mayoria de los animales del grupo. Si es posible,
la dosis més baja debe inducir un efecto biolégicamente demostrable. Estos estudios deben realizarse en paralelo para
cada compuesto seleccionado.

Adicionalmente, el nivel de ED50 (dosis efectiva para el 50% de la poblacion de prueba) del ingrediente activo en
cuestion debe ser uno de los niveles de dosificacion seleccionados y los otros dos seleccionados para alcanzar un nivel
téxico. La dosis méas baja es aquella dosis que no presenta un efecto biolégicamente demostrable. Las pruebas
toxicologicas deben repetirse utilizando nuevas dosis adecuadas calculadas con base en los resultados obtenidos.
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Los ratones jovenes sanos o las ratas pertenecientes a una cepa bien definida son la primera eleccion de la especie, y
los primeros estudios usan generalmente la via de administracién preferida. Los grupos de control que recibieron
placebo o no fueron tratados estan incluidos en los ensayos. Los ensayos de toxicidad general, como se ha indicado
anteriormente, deberian normalmente repetirse en otras especies no roedoras, por ejemplo, un conejo o un perro. Los
estudios también pueden repetirse usando rutas alternativas de administracion.

Los ensayos de toxicidad de una dosis Unica deben realizarse de tal manera que se revelen signos de toxicidad aguda y
se determine el modo de muerte. La dosificacion a administrar se calcula con base en los resultados obtenidos en los
ensayos de toxicidad antes mencionados. Puede ser deseable no continuar estudiando todos los compuestos
inicialmente seleccionados.

Los datos sobre la toxicidad de una dosis Unica, por ejemplo LD50, la dosis a la que mueren el 50% de los animales de
experimentacion, se expresan en unidades de peso o volumen por kg de peso corporal y se deben suministrar
generalmente a al menos dos especies con diferentes modos de administracién. Ademas del valor de LD50 en
roedores, es deseable determinar la dosis mas alta tolerada y/o la dosis letal mas baja para otras especies, es decir,
perro y conejo.

Cuando se ha establecido un nivel de dosificacion adecuado y presumiblemente seguro como se ha descrito
anteriormente, también se pueden requerir estudios sobre la toxicidad cronica del farmaco, su efecto sobre la
reproduccién y potencial mutagenicidad para asegurar que el intervalo de dosificacion apropiado calculado sera seguro,
también con respecto a estos peligros.

Se llevan a cabo entonces estudios farmacoldgicos en animales sobre la farmacocinética que revelan, por ejemplo, la
absorcion, distribucién, biotransformacién y excrecion del ingrediente activo y metabolitos. Utilizando los resultados
obtenidos, se disefian estudios sobre farmacologia humana.

Los estudios de la farmacodinamia y la farmacocinética de los compuestos en seres humanos deben realizarse en
sujetos sanos utilizando las vias de administracion destinadas a uso clinico, y pueden repetirse en pacientes. La
relacion dosis-respuesta cuando se administran diferentes dosis, o cuando se administran varios tipos de conjugados o
combinaciones de conjugados y compuestos libres, debe ser estudiada con el fin de dilucidar la relacion dosis-respuesta
(dosis versus concentracion en plasma versus efecto), el intervalo terapéutico y el intervalo 6ptimo de dosis. También
deben realizarse estudios sobre la relacién tiempo-efecto, por ejemplo, estudios sobre el curso en el tiempo del efecto y
estudios sobre diferentes érganos con el fin de dilucidar los efectos farmacolégicos deseados e indeseados del farmaco,
en particular sobre otros sistemas de 6rganos vitales.

Los compuestos de la presente invencion estan entonces listos para ensayos clinicos para comparar la eficacia de los
compuestos con la terapia existente. Una relacion dosis-respuesta con el efecto terapéutico y efectos secundarios
puede establecerse mas finamente en este punto.

La cantidad de compuestos de la presente invencién que se va a administrar a cualquier paciente dado debe
determinarse empiricamente y variard dependiendo de la condicién de los pacientes. En primer lugar se pueden
administrar cantidades relativamente pequefias del ingrediente activo, con dosis cada vez mayores si no se observan
efectos adversos. Por supuesto, nunca se debe exceder la dosis maxima de toxicidad segura determinada en las
pruebas de toxicidad de rutina con animales.

Las composiciones dentro del alcance de la presente invencion incluyen todas las composiciones en las que el
ingrediente activo esta contenido en una cantidad eficaz para lograr el propésito previsto. Aunque las necesidades
individuales varian, la determinacion de los intervalos 6ptimos de cantidades efectivas de cada compuesto esta dentro
de la maestria en la técnica. La dosis administrada dependera de la edad, el estado de salud y el peso del individuo
receptor de la misma, asi como sobre la naturaleza de cualquier tratamiento concurrente y el efecto deseado. Las
dosificaciones tipicas comprenden de 0,01 a 100 mg/kg de peso corporal. Las dosis preferidas que comprenden 0,1 a
100 mg/kg de peso corporal. Las dosificaciones mas preferidas comprenden de 1 a 50 mg/kg de peso corporal.

Los gagomeros pueden formularse para atrapar composiciones terapéuticas para farmacos o terapia génica, o pueden
estar vacios, para uso en el tratamiento de cancer, especialmente cancer metastasico.

Ejemplo 1: Estudios estructurales de microgagémeros

Los datos estructurales proporcionados aqui (Figuras 1A y 1B) se obtuvieron por medio de microscopia electrénica de
barrido (SEM). Ambas partes de la Figura 1 son campos del mismo lote, con dos aumentos diferentes (ver informacion
estampada por el propio dispositivo en la parte inferior de cada figura). Tres caracteristicas son demostradas por estos
resultados: (1) estos datos constituyen una confirmacion de la naturaleza en particulas de estos polimeros; (2) estos
datos también constituyen una confirmacion del intervalo de tamanos (véase una barra de 1 ym en la Figura 1A); y (3)
se proporcionan algunos detalles sobre la forma de las particulas.
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Se observa que las particulas son heterogéneas con respecto al tamafio. Esto se observa en la Figura 1A'y mas adn en
la Figura 1B. Este es un resultado esperado, ya que la microscopia se realiz6 en toda la preparacion, antes del
fraccionamiento en las poblaciones de nano y microparticulas. Los intervalos de ampliacién aplicados bajo el
microscopio para uso en SEM favorecen el de las microparticulas.

Ejemplo 2: Unién quimica

Puesto que el grupo amino lipidico se entrecruzé con los residuos carboxilicos del acido hialurénico, deberia haber una
disminucion en el nimero de acidos carboxilicos libres del acido hialurénico libre para el gagémero. Cuanto mas ligado
a los lipidos, méas extensa debe ser la disminucion de los grupos de acido carboxilico libres. Ademas, a partir del grado
de pérdida de &cido carboxilico libre, es posible medir la estequiometria de lipido con respecto a acido hialurénico.
Usando un ensayo de acido carboxilico, fue posible medir la disminucion esperada. También se podria estimar que, en
las microparticulas, alrededor del 33% de los residuos de acido glucurénico estan ocupados por moléculas lipidicas, en
las que en las nanoparticulas so6lo aproximadamente el 20% de los residuos de acido glucurénico estan ocupados por
moléculas lipidicas.

Ejemplo 3: Detalles fisicoquimicos y propiedades de la formulacién de gagémero de EtBr

La eficacia de atrapamiento de farmacos u otros agentes bioactivos en los gagémeros y la cinética de eflujo del farmaco
para farmacos de pequerio peso molecular se determinaron usando absorbencia en un lector de placas de ELISA, con
longitudes de onda apropiadas para cada entidad atrapada dada.

Los resultados tipicos de la eficacia de atrapamiento se muestran en las Tablas 4 y 5 de las microparticulas y
nanoparticulas, respectivamente.

Tabla 4

Microgagomeros: Eficacia del atrapamiento de farmaco y la semivida del eflujo de farmaco

Eficacia de encapsulacion (%)
Entidad atrapada Semivida del eflujo de farmaco (horas)
Por termodindmica Por cinética
Fluoresceina 49,6 +4,8 40,6 £5,8 7,9
Cloranfenicol 39,3+3,9 30,5+1,9 28,2
Mitomicina ¢ 494 +25 443+27 20,1
Doxorubicina 52,4 +6,3 50,2+1,2 35,3
BSA 32,0+25
ADN 745+28
Tabla 5

Microgagdmeros: Eficacia del atrapamiento de farmaco y la semivida del eflujo de farmaco

Eficacia de encapsulacion (%)
Entidad atrapada Semivida del eflujo de farmaco (horas)
Por termodinamica Por cinética
Fluoresceina 37,4+12 29,1 +6,1 21,9
Cloranfenicol 47,4 +0,3 471 +15 14,8
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Mitomicina c 54,8 +0,9 41,7+1,6 29,8
Doxorubicina 57,0 3,7 53,6 £ 0,9 22,3
BSA 35,0+1,8
ADN 65,8 +4,8

La concentracion de EtBr atrapado por gagémero fue de 25 pM. La eficacia del atrapamiento fue 49,8 (= 3,1) (%). La
semivida del eflujo de EtBr del gagémero fue de 27,7 horas.

Ejemplo 4: Estudios de toxicidad in vitro

Se ensayaron los gagémeros libres de farmaco de tamafio micro y nano para determinar la toxicidad en cultivos
celulares tanto para gagémeros de bajo contenido de lipidos y alto contenido de lipidos. Se ensayaron dos lineas
celulares, la linea celular de glioma de rata C6 y la linea de fibroblastos de raton NIH3T3. En todos los casos se
encontré que los gagémeros no tenian toxicidad en el intervalo de concentraciones de 100 veces de 0,02 a 2 mg/mL de
polimero.

Ejemplo 5: Actividad terapéutica ejemplificada por tratamiento de una linea celular de glioma resistente a farmacos
(MDR)

Debido a su localizacién y pobre respuesta a farmacos quimioterapéuticos, los tumores cerebrales, particularmente los
gliomas, son muy dificiles de tratar (Wolff y colaboradores, 1999; Nutt y colaboradores, 2000). La pobre respuesta del
farmaco se debe en parte a la falta de acceso y en parte a la resistencia inherente a multiples farmacos (MDR) de estos
tumores (Larsen, 2000; Gottesman y colaboradores, 1995).

En tumores cerebrales, la resistencia a multiples farmacos es un impedimento incluso en los casos en los que se ha
proporcionado el acceso al tumor, tal como mediante administracién local o dejando un deposito local al final de un
procedimiento quirdrgico. En este mecanismo prevalente de resistencia a farmacos, que aparece tanto en un modo
adquirido como inherente, los farmacos no pierden su actividad toxica intrinseca, ni tampoco las células resistentes
encontraron una manera de metabolizar los farmacos hasta entidades no toxicas. Mas bien, el farmaco que entra en la
célula a través de la difusién pasiva a través de la membrana celular se bombea activamente hacia fuera, reduciendo
los niveles intracelulares por debajo de su umbral letal. La linea de glioma C6, que muestra MDR inherente, sirvi6 como
el sistema modelo para probar si el tratamiento con gagémeros que encapsulaba un farmaco quimioterapéutico
ofreceria cualquier ventaja sobre un tratamiento similar con el farmaco libre.

Metodologia

Las células se sembraron en placas de 96 pozos, y se inicié el experimento en semiconfluencia, usualmente 24 horas
después de la siembra. A las células se les suministrd una dosis seleccionada del farmaco de eleccion, atrapado en una
formulacion de gagémero a la que se le lavé el exceso de farmaco no atrapado antes del uso. Los sistemas de control
eran la misma dosis de farmaco libre y una dosis de gagémero libre de farmaco a una dosis similar a aquella del
sistema de ensayo. La supervivencia celular se determind 48 horas después del tratamiento, utilizando el ensayo MTT
(Nutt y colaboradores, 2000, Larsen y colaboradores, 2000).

Resultados

Los resultados para tres farmacos quimioterapéuticos se muestran en la Figura 8 en tres conjuntos de datos. Los datos
para el gagémero libre (la barra mas a la izquierda en cada uno de los tres conjuntos de datos) es una confirmacion
adicional de los datos discutidos anteriormente con respecto a los gagémeros que no son téxicos. Dependiendo del
farmaco especifico, con cada farmaco operando en su propio intervalo de dosis, puede observarse que incluso dosis
relativamente altas de farmaco libre permiten que el 20-60% de las células sobreviva. Tales resultados, mostrados en la
barra media de cada conjunto de datos, son tipicos para la forma inherente de células resistentes a multiples farmacos.
El reemplazo del farmaco libre con la misma dosis de farmaco atrapado por gagémero gener6 una diferencia dramatica,
como puede verse en la barra mas a la derecha de cada conjunto de datos. Para cada uno de los tres farmacos, la
nueva formulacion genera un aumento de 3 a 4 veces de muerte celular en comparacion con el farmaco libre
correspondiente. Dos hallazgos vinculan estrechamente esta respuesta mejorada en el tratamiento con la novedosa
formulacion de suministro de farmaco de la presente invencion: la naturaleza no toxica del gagémero libre y el aumento
de muerte celular obtenido para tres farmacos diferentes que tienen un mecanismo citotoxico unico.
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Para superar la resistencia a multiples farmacos, debe encontrarse un mecanismo para elevar las dosis intracelulares
de un farmaco quimioterapéutico por encima del umbral letal. El enfoque tradicional adoptado en el intento de alcanzar
esta elevacion es reducir el bombeo utilizando agentes de inversion que también se conocen como
quimiosensibilizadores. Aunque varios de estos agentes han sido identificados, el mas prominente entre ellos
verapamilo, ninguno de los quimiosensibilizadores disponibles actualmente puede ser utilizado clinicamente. Ademas, el
tratamiento requiere una orquestacion cuidadosa, ya que las dos entidades activas, el farmaco quimioterapéutico y los
quimiosensibilizadores, deben alcanzar el objetivo juntos para ser eficaces. Esto no es un asunto sencillo en la practica
clinica.

Otra forma de elevar la dosis de farmaco intracelular es aumentar la afluencia, tanto en magnitud como en duracion.
Parece que el aumento sobresaliente en la respuesta al farmaco para los gagémeros de atrapamiento de farmacos de la
presente invencion funciona aumentando la afluencia. La naturaleza bioadhesiva de los gagémeros los posicioné como
depdsitos de farmacos unidos a la membrana celular. Esto aumenté tanto el gradiente electroquimico del farmaco a
través de la membrana celular en comparacion con el farmaco libre, asi como el intervalo de tiempo durante el cual se
produce la entrada del farmaco. Por lo tanto, el tratamiento sélo requiere una entidad, la composicion farmaco-
gagbémero. Estas nuevas formulaciones también beneficiaran a los tumores no resistentes al permitir un tratamiento
exitoso con dosis de farmaco significativamente mas bajas.

Ejemplo 6: Interaccion de microgagdémeros con células

Se sabe que las células son impermeables a EtBr (bromuro de etidio), un marcador fluorescente sensible a acido
nucleico. Su emision de fluorescencia se incrementa significativamente tras la union a ADN y ARN, lo que permite
determinar si un portador ha hecho que las células sean permeables a EtBr y, en particular, si ha alcanzado el ndcleo.

Con el fin de examinar las interacciones de estos nuevos polimeros con células, se prepararon gagdémeros que
encapsulan EtBr, se determinaron las propiedades fisicoquimicas de estos gagdémeros y después se incubaron los
gagdémeros con células. Los resultados fueron escaneados usando microscopia confocal.

Se ensayaron dos lineas celulares, C6, una linea celular de glioblastoma de rata, y PANC-1, una linea celular de
adenocarcinoma pancreatico humana. Para cada linea celular, se incubaron monocapas de las células con tres
formulaciones diferentes: (1) EtBr libre, (2) gagdmeros "vacios" (es decir, solamente regulador de encapsulacion)
suspendidos en una solucion de EtBr libre, y (3) Gagdmeros que atrapan EtBr.

En todas las tres formulaciones, se utiliz6 EtBr a la misma concentracién de 25 uM. Los gagdmeros en las
formulaciones (2) y (3) estaban en la misma concentracion, 0,25 mg/mL. Cada formulacion se incub6 con las células
durante 60 minutos a temperatura ambiente, antes de la realizacion de la microscopia confocal. Los resultados se
muestran en la Figura 2 para la linea celular C6 y en las Figuras 3 y 4 para la linea celular PANC-1.

Los resultados para la linea celular C6 se muestran en la Figura 2A. La seccidén superior izquierda muestra los
resultados de las células incubadas con EtBr libre. Esta claro que hay fluorescencia insignificante dentro de las células,
como se espera para este marcador cuando esta libre en solucién. La seccion superior derecha de la figura 2A es para
las células incubadas con EtBr libre en una solucion que tenia gagémeros vacios suspendidos en él. Aqui se observa
una fluorescencia despreciable, y su similitud con EtBr libre es una indicacion clara de que las propias particulas no
promueven la entrada de EtBr libre (no atrapado) en las células.

En contraste con estos dos controles, cuando el EtBr esta atrapado dentro de la particula, gana entrada en las células y
en el nucléolo. Esto es claro a partir de la alta intensidad de fluorescencia de la parte inferior de la figura 2A y de su
localizacién dentro de las células en el nucléolo (que interactia con el ADN) y también en el citosol (que interactia con
el ARN). Estos hallazgos no se limitan a una linea celular especifica, ya que se obtuvieron resultados similares también
con la linea PANC-1.

En la Figura 3 se representan los resultados con las formulaciones (2) y (3) solas. Las diferencias importantes entre
EtBr libre y atrapado por gagémero se muestran con mayor detalle en la Figura 4. La Figura 4A muestra una Unica
célula incubada con EtBr libre. S6lo una cantidad despreciable del marcador ha entrado en la célula y alcanzado el
nucléolo. Ademas, si hay cualquier EtBr en el citosol esta por debajo del limite de deteccion. Por el contrario, como se
muestra en la Figura 4B, cuando se incuba con EtBr atrapado por gagémero, cantidades sustanciales del marcador
entran en la célula y se encuentran en el nicleo (unido al ADN) y en el citosol (unido al ARN).

Como todos los datos se obtuvieron usando la misma concentracién de EtBr, parece claro que el atrapamiento dentro
del polimero hizo la diferencia. En principio, hay tres mecanismos principales que pueden explicar un portador que
facilita la entrada de su marcador sensible al &cido nucleico cargado en una célula de tal manera que le permite al
marcador intracelular libre interactuar con ARN y también lograr la entrada en el nucléolo para interactuar con el ADN:
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(1) Adsorcion y difusién. Las particulas cargadas con marcador se adhieren a la membrana celular, creando depdsitos
locales. El marcador se difunde hacia fuera de las particulas adherentes y parte de este marcador liberado se difunde a
través de la membrana celular, dentro de la célula.

(2) Fusion. El portador cargado con marcador se une primero a la membrana celular, después se fusiona con él y en el
curso de la fusion, el material atrapado se libera en el citosol.

(3) Endocitosis y liberacion. El portador cargado con marcador entra a la célula mediante una via endocitica. El portador
endocitado tiene éxito en la liberacion de marcador en el citosol. En los tres mecanismos, una vez que el marcador esta
libre en el citosol, parte de esta combinacién del marcador ahora intracelular encuentra su camino hacia el nucléolo.

El primer mecanismo puede ser eliminado debido a los datos fisicoquimicos que muestran que el flujo de salida del
marcador atrapado es bastante lento. Con base en la constante de velocidad de flujo de salida (enumerada
anteriormente en forma de semivida), se puede calcular que en el transcurso de los 50 minutos de incubacién antes de
la microscopia, el flujo de salida seria como maximo el 2% del marcador atrapado, correspondiente a EtBr 0,5 pM que
se libera. Incluso si todo esto fuera a través de la membrana celular en la célula, el resultado habria sido aln mas
despreciable que el observado con la concentracién 50 veces mayor (25 uM versus 0,5 uM) de EtBr libre (Figura 2A).
Por el contrario, los resultados con el marcador atrapado en el portador muestran una entrada sustancialmente mas
alta, tal como la que no se podria obtener a través del mecanismo de "adsorcién y difusion”.

Independientemente de si el mecanismo de fusién o endocitico del tratamiento de las células cancerosas es el medio
por el cual el marcador atrapado entra en la célula, estd claro que este portador permite que las moléculas
impermeables entren en la célula y en el nucléolo. Esta capacidad es un buen augurio para el desempefio de los
gagoémeros en el suministro de farmacos.

Ejemplo 7: Estudios de formulacién
Propiedades de las particulas

Calibracion de las particulas: Se calibraron las nano y microparticulas de la relacién de bajo contenido de lipidos con
respecto a los glicosaminoglicanos (LLG) y la relacion de alto contenido de lipidos con respecto a los
glicosaminoglicanos (HLG) usando un calibrador de particulas ALV-NIBS. Los resultados, enumerados en la Tabla 6,
proporcionan datos cuantitativos completos y estan de acuerdo con los datos de microscopia obtenidos previamente
(EM, fluorescencia). Los dos tamaros se distinguen bien entre si, y la dispersion relativamente baja dentro de cada
sistema indica una buena eficacia del proceso de separacién. Los datos también muestran que dentro de cada tipo de
particula, hay cierta flexibilidad en el disefio del tamafio de particula mediante la manipulacion de la relacion lipido/HA.

Tabla 6
Distribucion de tamafio de los sistemas DDS tau nano y micro
Especificaciones de particula
Diametro de particula (nm)

Tipo Relacion lipido/HA

LLG 227 £ 37
Nano

HLG 135 + 41

LLG 1330 + 225
Micro

HLG 1150 £ 178

Potenciales Zeta: Se midieron los potenciales zeta de micro y nanoparticulas, en funciéon de la concentracion de
particulas. El potencial zeta o electrocinético representa el potencial a través de la capa difusa de iones que rodean
cualquier particula coloidal cargada, y es en gran parte responsable de la estabilidad coloidal. Los resultados tipicos,
mostrados en la Figura 9, demuestran que: (a) como se espera con base en la composicion quimica de las particulas y
las caracteristicas estructurales de las particulas, los potenciales zeta son negativos; y (b) los patrones observados para
la dependencia del potencial zeta en la concentracion encajan con el patrén general observado en el campo para
particulas cargadas negativamente.
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Eficiencias de atrapamiento

Se investigaron dos formulaciones: insulina e interferon a, cada uno atrapado en formulaciones separadas en las
microparticulas. Las eficiencias de atrapamiento obtenidas se muestran en la Tabla 7. Claramente, ambas proteinas
nuevas son atrapadas con alta eficiencia, como se mostr6 anteriormente para otras macromoléculas (Tablas 4 y 5). La
concentracién de insulina fue de 10 mg/mL. En este intervalo esta proteina ya esta agregada en dimeros y hexameros,
lo que significa que las entidades atrapadas eran mayores de 6000 Da. No se informaron niveles de encapsulacién tan
altos, a este nivel de dosis de insulina, para otros portadores en particulas.

Tabla 7

Eficiencias de encapsulacién de proteinas terapéuticas en las nuevas DDS (microparticulas)

Materia Encapsulada Intervalo de PM (Da) Eficiencia de Encapsulacién (%)
Insulina (Recombinante humana) 6.000 86,9 +4,7
Interfer6n a (Recombinante humana) 19.000 72,5 +3,7

Ejemplo 8: Estudios in vitro
Ensayos de toxicidad en cultivos celulares

El ensayo de toxicidad del DDS libre se realizé de la siguiente manera: se incubaron células de una linea dada con
concentraciones crecientes del DDS, que abarcan el intervalo de 0,01-5 mg/mL, durante 24 o 48 horas. Las células de
control no fueron expuestas al DDS. Estos ensayos se realizaron con 8 lineas celulares diferentes, procedentes de
humanos, ratas y ratones. La caracteristica comun de las ocho lineas celulares fue que tienen receptores para el acido
hialurénico. Los resultados similares a los de la dosis de DDS de 1 mg/mL, como se muestra en la Figura 10, se
encontraban en todo el intervalo de concentracion del DDS ensayado (es decir, 0,01-5 mg/mL). Los datos en la Figura
10 demuestran que sobre todas las dosis de DDS, periodos de incubacion y lineas celulares este DDS no es toxico para
las células.

Transfeccién de genes

La capacidad del DDS para atrapar plasmidos con una afinidad excepcionalmente alta se report6 en las Tablas 4 y 5. El
potencial de dicha formulacién para transfectar células con un plasmido deseado que daria como resultado la expresion
de la proteina codificada se ensay6 in vitro.

Las lineas celulares ensayadas fueron PANC-1 y C6, ambas lineas celulares con receptores para acido hialuronico. El
gen informador era el que codificaba la proteina fluorescente verde (GFP). EIl DDS se comparé con dos vectores
comercialmente disponibles que sirvieron como "puntos de referencia": Polyplex , un polimero catidnico, y lipofectamina,
un liposoma cationico. Los protocolos utilizados para los vectores comerciales fueron los recomendados por los
fabricantes.

El plasmido fue atrapado en el DDS (microparticulas), y se dej6 equilibrar durante 24 horas antes del uso. La
concentracién de ADN fue la misma para los tres vectores, 1,5 pug/pozo. Las células se incubaron con las formulaciones
del ADN del vector seleccionado en DMEM durante 5 horas; los pozos de control se incubaron durante el mismo periodo
en DMEM solo. Al cabo de 5 horas, se afadié medio de crecimiento celular suplementado con suero a todos los pozos.

Las células se observaron bajo un microscopio fluorescente invertido a las 12 y 24 horas desde el inicio. Se cont6 el
nuamero total de células y el numero de células fluorescentes en la muestra observada. Estos datos se usaron para
calcular la eficiencia de la transfeccién, definida como el % de células fluorescentes de las células totales, en la muestra
observada. El numero total de células en una muestra observada fue de 200-400 células. La viabilidad celular se prob6
al final del experimento, 24 horas desde el inicio.

Los resultados obtenidos se enumeran en la Tabla 8. Las dosis utilizadas para los puntos de referencia fueron 2 mg/mL
(como se recomienda en sus protocolos establecidos) y para el DDS se usaron 0,2 mg/mL, una dosis diez veces menor.
La concentracion de ADN fue la misma para los tres. A las 12 horas, el producto génico, GFP, se detectd con los
vectores establecidos. Este hallazgo, aunque esperado, fue alentador ya que las lineas celulares ensayadas fueron las
de interés terapéutico especial, pero no las lineas celulares clasicas (tales como COS 7) utilizadas en la transfeccion.
Con el DDS, se requirieron 24 horas para la expresién de la proteina. Las eficiencias de transfeccion para cada uno de
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los tres vectores, en ambas lineas celulares, también enumeradas en la tabla, muestran que el rendimiento del vector
DDS funciona asi como los puntos de referencia, a una décima parte de la dosis (0,2 mg/mL versus 2 mg/mL).

Tabla 8

Transfeccién génica in vitro

Vector Tiempo de deteccion | Eficiencia de la transfeccion Viabilidad celular (% a partir del
(horas) a las 24 horas (%) control no tratado)
Especies mg/mL PANC-1 Cé6
Polyfect 2 12 18 20 <50
Lipofectamina 2 12 12 15 <50
DDS 0.2 24 19 19 100

Uno de los inconvenientes graves de vectores de transfeccion génica que son polimeros catidnicos o lipidos catidnicos
es la toxicidad. Esto se observé para los dos vectores establecidos aqui, en cada linea celular, el nivel de células
viables a las 24 horas era inferior al 50% en comparacion con el control no tratado. Por el contrario, no hubo toxicidad
con el vector DDS. La viabilidad celular se mantuvo tan alta como la de las células de control. Los datos de toxicidad
reportados en la seccidon anterior sugieren que las dosis de DDS elevadas con respecto a aquellas de los vectores
establecidos, 2 mg/mL, tampoco serian téxicas.

Los datos apoyan claramente la aplicacion potencial del nuevo DDS en terapia génica. Parece haber dos ventajas
distintas sobre los vectores no virales competidores: (1) en dos lineas celulares diferentes era tan buena como los
vectores establecidos a una concentracién 10 veces menor para lograr el mismo nivel de expresion de la proteina, lo
que sugiere que para concentraciones iguales de vectores el sistema DDS puede ser significativamente superior a sus
competidores; y (2) en dos lineas celulares diferentes, no se produjo toxicidad con el sistema vectorial DDS, mientras
que los otros dos vectores utilizados fueron bastante toxicos.

Tratamiento de tumores MDR

En los estudios de cultivos celulares disefiados para evaluar la citotoxicidad de un portador objetivo de atrapamiento de
farmacos, en comparaciéon con la misma dosis de farmaco libre, el disefio experimental, y por lo tanto los resultados,
suelen estar sesgados a favor del farmaco libre. Esto se debe a las condiciones estaticas versus dindmicas,
respectivamente para las situaciones in vitro e in vivo. In vitro, el farmaco libre esta en contacto continuo con las células
durante la duracién del experimento, usualmente 24 horas o mas. In vivo, la duracion del farmaco, administrado en
forma libre, al sitio del tumor serd mucho mas corta, debido al tiempo limitado de administraciéon y los procesos de
eliminacion naturales. El desempefio in vitro de una formulacién de farmaco/portador (incluso un portador objetivo)
puede no ser muy diferente de aquel del farmaco libre, en periodos de incubacion de 24 horas o mas. Por el contrario, in
vivo, si el portador se adhiere al objetivo y permanece alli como un depésito de liberacién sostenido, el suministro de
farmaco al sitio del tumor puede ser mucho mas alto (dosis y duracién) que el farmaco libre, dando como resultado una
citotoxicidad mejorada.

Con el fin de reducir el sesgo in vitro a favor del farmaco libre, se expusieron las células a las siguientes formulaciones
de tratamiento: farmaco libre, farmaco atrapado en el DDS y DDS libre durante un periodo de s6lo 4 horas. El medio de
tratamiento se reemplazé entonces con medio de cultivo celular suplementado con suero, libre de cualquier farmaco o
portador, y se determiné el nimero de células viables 20 horas mas tarde (24 horas desde el inicio). Si una parte de la
formulacion portadora se adhiere a las células, debe permanecer alli como deposito a pesar del reemplazo del medio y
alimentar continuamente las células con farmaco, mientras que las células que recibieron el farmaco libre no estaran
expuestas a ningun farmaco mas, una vez se remplazé el medio.

Los resultados tipicos que muestran el aumento de la muerte celular (en comparacién con el control no tratado) en
funcion de la formulaciéon de tratamiento, se muestran en la Figura 11, para la linea celular C26. Esta es una linea
inherente resistente a multiples farmacos (MDR) procedente del carcinoma de colon de raton. En la Figura 11A se
muestran los resultados con el farmaco mitomicina C (MMC). Como se esperaba a partir de los estudios previos de
toxicidad in vitro (Figura 2), el DDS libre (probado aqui con la dosis de 1 mg/mL) no era toxico. Dos dosis de MMC libre,
30 y 50 pg/mL no fueron eficaces, dando como resultado porcentajes de muerte celular inferiores al 15%. Esta baja
respuesta a dosis bastante altas es una manifestacion de la naturaleza de MDR de estas células. Por el contrario,
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cuando el tratamiento fue con las mismas dosis de farmaco pero atrapado en el DDS, murieron 80-100% de las células.
Las diferencias en la respuesta para cada dosis de farmaco, mediadas por portador versus libres, son altamente
significativas (p <0,001). Resultados similares se muestran en la Figura 11B para otro farmaco, doxorrubicina (DOX). El
farmaco libre (cada especie de farmaco tiene un intervalo de dosis diferente) es ineficaz, mientras que las mismas dosis
formuladas en el portador fueron altamente efectivas, generando también 80 - 100% de muerte celular. Se obtuvieron
resultados comparables con otras dos lineas celulares, C6 y PANC-1. Las tres lineas probadas tienen receptores HA.

Ejemplo 9 Estudios in vivo
Estudios in vivo |: Quimioterapia tumoral

Se usaron ratones BALB/c hembra que tenian 8 semanas de edad al inicio del experimento. El modelo de tumor
empleado fue células C-26 (originarias de carcinoma de colon de raton) inyectadas subcutaneamente en la pata trasera
derecha. El farmaco quimioterapéutico fue mitomicina C (MMC) libre, o atrapado en DDS, LLG, en forma de
nanoparticulas. La dosis de MMC fue de 2 mg/Kg de peso corporal, tanto en formulaciones libres como en DDS vy la
dosis de DDS fue de 1 mg/mL.

Disefo experimental para el ensayo 1

El experimento se realiz6 con 20 animales, divididos en 4 grupos, cada grupo de 5 ratones que recibieron un tratamiento
especifico como se muestra en la Tabla 9, a continuacion.

Tabla 9

Grupos de animales

Grupo # Tratamiento

1 Solucién salina

(continuacién)

Grupos de animales

Grupo # Tratamiento

2 DDS libre
3 MMC libre
4 MMC/DDS

Para proporcionar el tumor, se cultivaron células C-26 en matraces de cultivo celular. El dia cero, se recogieron las
células, se lavaron varias veces, se contaron e inmediatamente se inyectaron. La dosis inyectada fue de 8 x 10° células
en 30 pl.

Los tratamientos se administraron los dias 5, 12 y 19. La administracién se realizd por inyeccion en la vena de la cola.
Todos los voliumenes inyectados fueron de 0,1 ml.

Disefio experimental para el ensayo 2

El disefio experimental fue esencialmente similar al del ensayo 1, con los siguientes cambios:
a. Se elevé la dosis de farmaco hasta 5 mg/ml.

b. La dosis de inoculacién tumoral fue de 8 x 105 células en 30 pl.

c. El experimento se realizd con 2 grupos, uno de los cuales recibié DDS libre y el otro MMC / DDS, con 3 y 5 ratones
por grupo, respectivamente.
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d. El tratamiento se administr6 los dias 14, 17, 20 y 23.
e. El tamario del tumor al inicio del tratamiento fue 75 mm?.

Los parametros medidos para el ensayo 1 fueron la retencion en circulacién, el inicio del tumor, el volumen tumoral, la
supervivencia. Los parametros medidos para el ensayo 2 fueron supervivencia.

Los resultados para el ensayo 1: Retencion en circulaciéon

El sistema reticuloendotelial (RES) como parte de sus procesos fisiolégicos normales, opera para eliminar rapidamente
la materia en particulas foranea de la circulacion. A menos que el objetivo de un vehiculo en particulas administrado en
forma intravenosa (i.v.) esté dentro del RES, esta eliminacion es un problema importante para todos los vehiculos en
particulas administrados en forma i.v., ya que reduce la probabilidad de que una dosis suficiente alcance su objetivo
pretendido de una manera eficaz. Este problema no es especifico para el tratamiento de tumores. Es general para
cualquier situacion patologica que requiera administracion i.v..

A través de estudios extensos, de los medios para bloguear este proceso, permitiendo por lo tanto la circulacién a largo
plazo de material en particulas, se resumen en la siguiente combinacion: la particula debe ser pequefia y debe tener
una capa hidrofilica, usualmente debido a una abundancia de residuos de hidroxilo. Los portadores de particulas del tipo
esfera, elaborados a escala nanométrica (nanoesferas), estan recubiertos generalmente por polimeros tales como
poloxomar o poloxamina. Liposomas pequefios usualmente portan polietilenglicol (PEG) en su superficie, y vienen bajo
nombres tales como "liposomas ocultos”, "liposomas PEGilados" y "liposomas estabilizados estéricamente”.

Tras comenzar la invencion y el desarrollo del presente DDS, se plante6 la hipotesis de que debido a que el acido
hialurénico es su componente principal, la superficie de la particula sera rica en residuos de hidroxilo que le
proporcionaran una capacidad intrinseca de retencién prolongada en circulacion y con capacidad de direccionamiento.
Estas serian ventajas distintas sobre los portadoras competitivos, ya que tanto las propiedades de direccionamiento
como las "ocultas" ya estan incorporadas.

En periodos seleccionados después de la inyeccion, los animales que recibieron las formulaciones que contenian
farmacos fueron sangrados y las muestras se trataron de acuerdo con los protocolos establecidos. La concentracion de
MMC se determin6 por ensayo de HPLC. Los resultados tipicos de la retencién en circulacion, comparando MMC libre
con MMC atrapado en el portador (MMC/DDS) se muestran en la Figura 12. Los datos muestran que la MMC libre
desaparece muy rapidamente de circulacion, mientras que la MMC administrada en el portador circula durante un
periodo mucho mas largo de tiempo. Este hallazgo se reprodujo de una inyeccién a otra, y el farmaco se encontrd en
circulacién cuando se administra a través del portador hasta 72 horas después de la inyeccion. La rapida desaparicion
del farmaco libre indica que la MMC encontrada en la circulacién de los animales que recibieron la formulacién
MMC/DDS esta en el portador. Estos resultados confirman la hipétesis, discutida anteriormente, que estos DDS tienen
capacidad intrinseca de "ocultamiento". Como se indicé anteriormente, esto tiene implicaciones positivas mas alla de la
patologia especifica probada aqui.

Los resultados para el ensayo 1: Inicio del tumor y volumen tumoral

Los resultados del aumento del volumen tumoral, para los 4 grupos, se muestran en la Figura 13, junto con el dia
normal en el que se detectaron los tumores por primera vez. En todos los animales que recibieron solamente solucion
salina, se detecté un tumor el dia 7 y aumenté rapida y exponencialmente. El tumor se detect6 el dia 7 en todos los
animales que recibieron farmaco libre también. El aumento en el volumen tumoral, a pesar de recibir 3 dosis de un
farmaco quimioterapéutico, no fue muy diferente al del grupo con solucién salina. Esto indica que la naturaleza de la
MDR de esta linea celular previamente observada in vitro (Figura 3) también persiste in vivo. Sorprendentemente, el
tratamiento con DDS libre fue mejor que la solucion salina y el farmaco libre. El dia normal de aparicion del tumor fue el
dia 9 (versus 7), y la velocidad de crecimiento tumoral fue claramente méas lenta. Los tumores también fueron
significativamente mas pequefios comparados con los grupos de solucion salina y farmaco libre.

El desempefno del DDS libre in vivo es muy diferente del observado in vitro. El acido hialurénico es uno de los
componentes clave de la matriz extracelular (ECM) y se sabe que las células tumorales que tienen receptores para HA
hacen uso de esto. A través de la interaccion de sus receptores de HA con el HA en la ECM, las células tumorales
pueden utilizar la ECM como plataforma en el transcurso del avance del tumor. El bloqueo de los receptores puede, por
lo tanto, retrasar el avance del tumor. Esto podria ser un importante mecanismo responsable de los resultados
obtenidos con DDS libre, donde el portador se une a los receptores de HA y es capaz de bloquearlos. Otros
mecanismos potenciales, no mutuamente excluyentes, son el desempefio del DDS libre como un factor antiangiogénico
o como un refuerzo general para los mecanismos de defensa del huésped. Se hara seguimiento a los mecanismos
responsables de este efecto positivo del DDS mismo con el fin de comprender estos fendmenos y aprender a
explotarlos para obtener mejores resultados terapéuticos. Independientemente de sus origenes, esta es una ventaja
adicional positiva de este DDS, que no se anticip6 sobre la base de los datos in vitro.
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Los mejores resultados se obtuvieron con el farmaco atrapado en el portador. Como se observa en la Figura 13, el
tumor se detectd por primera vez alrededor del dia 17, mucho mas tarde que en los grupos tratados con DDS libre,
farmaco libre o solucion salina. La tasa de crecimiento tumoral fue mas lenta y los tumores fueron mas pequefios, de
todos los grupos evaluados. Tal vez esto se debe al direccionamiento intrinseco de este DDS en donde la fraccién que
alcanzé el tumor permanecié alli, actuando como depésito de farmacos y posiblemente combinando el efecto de
citotoxicidad del farmaco y el efecto portador observado con el DDS libre. Los resultados in vitro que mostraron que
esta formulacion, a diferencia del farmaco libre, era capaz de matar células MDR, se repitieron y se confirmaron también
en el caso in vivo.

Resultados del Ensayo 1: Supervivencia

Se hizo seguimiento a la supervivencia de los animales durante mas de 90 dias hasta que muri6 el dltimo animal. Los
resultados se muestran en la Figura 14.

Todos los animales de los grupos que recibieron solucién salina murieron entre los dias 29 y 31 y los que recibieron
farmaco libre murieron entre los dias 31 y 33. Los animales que recibieron el DDS libre sobrevivieron dos veces mas
que los grupos de solucién salina y farmaco libre, que murieron entre los dias 59 y 66.

Esta larga supervivencia tiene dos implicaciones criticas. La primera es que este DDS no toxicidad in vivo como se
mostré previamente in vitro. El peso de la evidencia in vivo es mucho mas significativo en sus implicaciones para todas
las aplicaciones de esta tecnologia. La segunda implicacion es que, al mismo tiempo que el efecto sobre el desarrollo y
el tamario del tumor (Figura 13), el portador libre por si mismo tiene un efecto terapéutico beneficioso en los animales
portadores de tumores.

La supervivencia mas larga, 3 veces mas larga que para los grupos con solucion salina y farmaco libre, fue observada
para los animales que recibieron el tratamiento completo, el farmaco atrapado en el DDS. El dltimo animal murié el dia
94. Esta es una supervivencia excepcionalmente larga para ratones con tumores, especialmente en un caso de MDR, e
indica la superioridad de esta tecnologia de suministro de farmacos en comparacién con sus competidores.

Resultados del Ensayo 2: Supervivencia

Aun se continuo haciendo seguimiento a la supervivencia de los animales el dia 91 del experimento, y los resultados se
muestran en la Figura 15. Los tres animales portadores de tumores tratados con el DDS libre fueron los de mayor
supervivencia, hasta 69 dias. Los cinco animales portadores de tumores tratados con la formulacion MMC/DDS
obtuvieron mejores resultados, ya que a los 91 dias después de la inoculacion del tumor todos los animales estaban
vivos.

La tendencia de estos datos es similar a la obtenida en el ensayo 1, mostrando que las respuestas excepcionales al
nuevo DDS son reproducibles. Hubo dos grandes diferencias entre los dos experimentos. En primer lugar, en el ensayo
2 el tratamiento se inicié después de que el tumor se desarrolld (véase el disefio experimental anterior), lo que lo
convierte en una situacién terapéutica mas desafiante en comparacién con el ensayo 1. En segundo lugar, en el ensayo
2 los animales recibieron una dosis de farmaco acumulativa mas alta. Hubo 4 inyecciones (frente a 3 en el ensayo 1) y
la dosis fue 2,5 veces mayor (5 frente a 2 mg/mL).

La tendencia positiva que estas diferencias inducen indica un potencial para generar respuestas ain mejores con el
nuevo DDS. Los modelos mas desafiantes, pero también mas realistas, en los que el tumor crece hasta el intervalo de
tamano de 100-150 mm3, antes de iniciar el tratamiento pueden ser susceptibles al nuevo enfoque DDS.

Ejemplo 10: Estudios in vivo Il: Suministro intranasal al cerebro

El tratamiento de enfermedades neurodegenerativas requiere la administracion de farmacos al cerebro, ya sea cruzando
un BBB intacto u omitiéndolo. Se llevaron a cabo dos experimentos, uno en ratas y el otro en ratones, para evaluar la
capacidad del nuevo DDS de la presente invencion para administrar farmacos al cerebro, evitando el BBB a través de
administracion intranasal (IN).

El experimento 1 comprendia un experimento con ratas. Se utilizaron ratas pigmentadas sanas. El DDS fue LLG, en
forma de nano particulas y el marcador fue MMC. El sistema de ensayo fue el marcador formulado en el nuevo DDS. La
dosis administrada fue de 5 mg/kg de peso corporal, en formulaciones libres y DDS, 300 uyL/animal. La dosis de DDS
fue de 1 mg/mL.

El experimento se llevd a cabo con 4 animales, divididos en dos pares. Un par recibié el marcador libre, en forma
intranasal (IN), en la fosa nasal derecha. El otro par recibié la formulacion de marcador/DDS, IN, en la fosa nasal
derecha. La administracion fue lenta, durante varios minutos, utilizando una jeringa adecuada sin aguja.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2607 802 T3

A las 6 horas después de la administracion, se sacrificaron los animales y se retiraron los cerebros. Cada cerebro se
embebid en 10 ml de PBS durante una hora, para desorber ligeramente el marcador adherido, después de lo cual se
homogenizaron los cerebros. El marcador se ensayd en el lavado y en los homogeneizados de cerebro, usando un
ensayo de HPLC.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16, en donde la acumulacién de marcadores se presenta como % de
la dosis administrada. Aunque s6lo habia 2 animales por grupo de tratamiento, el acuerdo dentro de cada grupo era lo
suficientemente bueno para permitir el promedio. El promedio y la desviacion estandar para cada par, en el lavado y en
el homogeneizado de cerebro, se enumeran por encima de las barras pertinentes.

Centrandose en el homogeneizado cerebral, la acumulacién de marcador en el cerebro cuando se administré en forma
libre fue despreciable, en el orden usualmente observado con moléculas pequefas libres, como era de esperarse. Por el
contrario, cuando se administré en la forma de DDS, hubo una acumulacién sustancial del marcador en el cerebro,
cercana al 10% de la dosis administrada. Este es un valor elevado por si mismo (80 veces mas alto que el farmaco
libre), especialmente si esto también se puede lograr con farmacos de interés. Estos resultados indican el alto potencial
que esta nuevo DDS tiene para las condiciones patologicas que requieren la administracion de farmacos al cerebro.

El experimento 2 comprendia un experimento con ratones. Los animales utilizados fueron ratones C57BL/6 sanos. El
DDS era LLG en forma de nanoparticulas. El marcador era MMC; el sistema de ensayo era el marcador formulado en el
nuevo DDS. La dosis administrada fue de 5 mg/kg de peso corporal, tanto en formulaciones libres como en DDS, 150
pL/animal. La dosis de DDS fue de 1 mg/mL.

El experimento se llevo a cabo con 4 animales, divididos en dos pares. Un par recibi6é el marcador libre, IN, en la fosa
nasal derecha. El otro par recibié la formulacion marcador/DDS, IN, en la fosa nasal derecha. La administracion fue
lenta, durante varios minutos, usando una jeringa apropiada.

A las 6 horas después de la administracion, los animales se perfundieron a través del corazén, después de lo cual
fueron sacrificados. Se retiraron los cerebros, se homogeneizaron y se determiné la concentracién del marcador, como
en el ensayo 1.

Los cerebros, después de la perfusién, estaban limpios. Los resultados obtenidos, expresados como % de la dosis
administrada, se muestran en la Figura 17. Los datos se reportan por animal debido a la variabilidad de un animal a
otro. A pesar de la variabilidad, los resultados son bastante claros: se produjo una acumulacién insignificante de
marcador cuando se administré6 en forma libre y una acumulacion significativa cuando se administré en la forma de
DDS. Como en el caso de las ratas, la acumulacion encontrada cuando el marcador se administr6 en el portador
constituye un hallazgo positivo en y por si mismo y es 600 - 2.500 veces mayor que cuando el marcador se administrd
en forma libre. Estos resultados muestran que el potencial de esta tecnologia de suministro de farmacos para
administrar farmacos al cerebro en una forma de administracién no invasiva no se limita a una Unica especie animal.

Ejemplo 11: Estudio en animales que prueba al nuevo DDS en el tratamiento de tumores resistentes a farmacos en
ratones: Un modelo de metéstasis tumoral

El objetivo en el presente estudio fue evaluar el nuevo DDS en un modelo de metastasis tumoral. Similar al estudio
anterior usando ratones y la linea celular C-26 MDR inherente, este estudio también implica una linea celular MDR
inherente, B16F10, de melanoma de ratén. El protocolo especifico implementado se establece en el campo y esta
disefiado para inducir metéstasis en los pulmones.

Se usaron ratones hembra C57BL/6, que tenian 12 semanas de edad al inicio del experimento. El modelo de tumor fue
B16F10, células inyectadas en forma i.v. El farmaco quimioterapéutico empleado fue mitomicina C (MMC). El sistema
DDS era LLG en forma de nanoparticulas. El sistema de ensayo se formulé con MMC en el nuevo DDS de la presente
invencion, denominado MMC/DDS. La dosis de MMC inyectada fue de 5 mg/Kg de peso corporal y la dosis de DDS fue
de 1 mg/mL.

El experimento se realiz6 con 25 animales, divididos en 5 grupos, cada grupo de 5 ratones que recibieron un tratamiento
especifico como se muestra en la Tabla 10. El Grupo 1 es un grupo de control de ratones sanos que no fueron
inoculados con células tumorales.

Tabla 10

Grupos de animales

Grupo # 1 3 4 5
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Tratamiento | Ninguno Solucién salina MMC libre DDS libre MMC/DDS

Se cultivaron células B16F10 en matraces de cultivo celular. El dia cero, se recogieron las células, se lavaron varias
veces, se contaron e inmediatamente se inyectaron a los grupos 2 a 5. La dosis inyectada fue de 5 x 105 células en 50
pl de PBS.

Los tratamientos se administraron los dias 1, 5 y 9. La administracion se realizd6 mediante inyeccién en la vena de la
cola. Todos los volumenes inyectados fueron de 0,1 mL. El experimento se termind 21 dias después de la inoculacién
del tumor. Los animales fueron sacrificados y los pulmones fueron extraidos, pesados y fijados en solucion de Bouin. Se
calculé el aumento de peso de los pulmones usando la siguiente férmula:

Aumento de peso del pulmén% = 100 x (peso del pulmoén con tumor - peso del pulmén normal)/peso del pulmén normal

La metastasis superficial fue contada por un experto utilizando un microscopio de diseccion. Los cddigos de muestra no
eran conocidos de tal manera que el experto no conociera el tratamiento recibido por cada animal.

La evaluacion cuantitativa de metastasis en los pulmones puede realizarse mediante dos mediciones independientes: el
recuento real de la metastasis en los pulmones extirpados y correctamente fijados; y/o la mediciéon del aumento en el
peso de los pulmones debido a la metastasis en los animales inyectados con células tumorales. Ambas técnicas fueron
implementadas en el presente estudio.

El nimero de metéstasis encontrado en los grupos 1 a 5 se muestra en la Figura 18.

Como era de esperar, no hubo metastasis en los pulmones de los animales de control que no recibieron ninguna célula
tumoral. Todos los demés grupos que recibieron las células B16F10 inyectadas en forma i.v. desarrollaron metéstasis
pulmonar. La situacion metastasica mas agresiva se desarrollé en los animales que recibieron solucion salina o farmaco
libre. Como puede verse, no existe diferencia estadistica entre estos grupos, lo que indica que la naturaleza inherente
de MDR de estas células se expresa también in vivo.

Se observa que el tratamiento con el DDS libre genera una disminucién de 6 veces en el nimero de metastasis en
comparacioén con la solucién salina, y el tratamiento con la formulacién de ensayo generd una reducciéon mucho mayor,
del orden de 17 veces.

En los cuatro grupos inyectados con tumores, el peso de los pulmones aumenté en comparacién con el de los animales
normales (el grupo de control). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19.

El mayor incremento en el peso de los pulmones, cerca del 400%, se observé en los animales que no recibieron ningun
tratamiento (el grupo salino), y el grupo que recibié tratamiento con farmaco libre fue casi el mismo. El aumento en el
peso del pulmén fue menor que sin tratamiento y con farmaco libre para los animales que recibieron el DDS libre, pero
hubo un doble aumento en el peso de los pulmones en comparacion con el grupo de control de animales sanos. La
mejor respuesta, tanto en términos relativos (en comparaciéon con los otros grupos) como en términos absolutos (en
comparacién con animales sanos), se observd con la formulaciéon de ensayo de la MMC atrapada en el DDS. El
aumento porcentual en comparaciéon con los animales sanos fue del orden del 10%, lo cual no es estadisticamente
significativo, lo que indica el potencial de esta formulacion para abolir la metastasis pulmonar.

Debido a que las metastasis pulmonares son responsables del aumento del peso del pulmon, debe haber una
correlacion razonable entre los dos parametros medidos independientemente. Este fue el caso, como se observa
claramente en la Figura 20, donde los datos (promedios solamente) de las Figuras 18 y 19 fueron graficados
nuevamente juntos. La Figura 20 también demuestra el desempefio claramente superior de la formulacion de prueba en
una de las tareas méas desafiantes del tratamiento de tumores, que consiste en suprimir las metastasis de un tumor
MDR.

Hasta la fecha, se ha estudiado el comportamiento del nuevo DDS como portador para farmacos quimioterapéuticos en
dos modelos animales independientes. Uno es un tumor sélido y el otro es metastasis pulmonar. En ambos modelos, se
encontré que las células tumorales inyectadas en los animales, de las lineas celulares C-26 y B16F10, se manifiestan
en la naturaleza de la MDR in vivo que fue previamente observada in vitro.

En ambos modelos, el tratamiento con el DDS libre mismo muestra una mejor respuesta clinica que el farmaco libre. Sin
embargo, en ambos modelos la mejor respuesta clinica se observa con la formulacién de ensayo del nuevo DDS que
atrapa un farmaco quimioterapéutico. Esto indica el alto potencial para este nuevo sistema en uso clinico.
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Ejemplo 12: Entrada de BSA-FITC en células MCF-7

Se utilizé albumina de suero bovino marcada con el marcador fluorescente FITC (BSA-FITC) en forma libre y atrapada
en el DDS para determinar si el DDS también puede inducir la entrada de macromoléculas grandes en las células. Se
incubo la BSA-FITC atrapada en DDS vy libre a 25°C durante 60 minutos con monocapas confluentes de células MCF7
(originarias de carcinoma de mama humano). Se ha reportado que las células MCF-7 tienen dos receptores conocidos
para el &cido hialurénico, ICAM-1 y CD44. Los sistemas de proteina/DDS se limpiaron de la proteina libre. La proteina
libre y la proteina atrapada estaban a la misma concentracion: 3,3 mg/mL. Al final de la incubacién se observaron las
células por medio de microscopia confocal.

Los resultados mostrados en los dos paneles superiores de la Figura 21, son para proteina libre. Algunas de las
proteinas ganaron entrada en la célula, e incluso puede observarse unidas a la envoltura nuclear, pero no dentro del
nucleo. Se sabe que la BSA se une no especificamente a las células y puede haber ganado entrada a través de
receptores no especificos o a través de pinocitosis.

Los resultados en los dos paneles inferiores de la Figura 21 son para el BSA-FITC atrapado en DDS. La entrada de
proteinas en las células es considerablemente mayor que para la proteina libre, y la proteina también ha ganado la
entrada en el nacleo. Como en el caso del EtBr atrapado (Figuras 2-4), el mecanismo exacto por el cual esto ocurrié aun
no se entiende completamente. Sin embargo, la probabilidad de que el DDS con proteina sea absorbida por la
endocitosis mediada por el receptor es ain mayor para la proteina grande que para el EtBr pequefo.

La descripcién anterior de las realizaciones especificas revelara tan completamente la naturaleza general de la
invencion que otros pueden, mediante la aplicacién del conocimiento actual, modificar facilmente y/o adaptar para
diversas aplicaciones tales realizaciones especificas sin apartarse del concepto genérico y, por lo tanto, tales
adopciones y modificaciones deben y estan destinadas a estar comprendidas dentro del significado e intervalo de

equivalentes de las realizaciones divulgadas. Debe entenderse que la fraseologia o terminologia empleada aqui tiene el
propésito de descripcién y no de limitacién.
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REIVINDICACIONES

1. Portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas en forma de una esfera con la porcion de glicosaminoglicano de
la particula formando una cubierta en el exterior y la porcién lipidica del portador formando el interior, no siendo dicho
portador un liposoma, comprendiendo dicho portador al producto de reaccion de al menos un glicosaminoglicano con
fosfatidiletanolamina, en donde la relacion de la fosfatidiletanolamina con respecto a al menos un glicosaminoglicano
esta en el intervalo de 1:1 p/p o en el intervalo de 5:1 a 20:1 p/p, y en donde el glicosaminoglicano es acido hialurénico
que tiene un peso molecular de aproximadamente 1 x 10° hasta aproximadamente 1 x 107 daltons.

2. Portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tamario de
particula esta en el intervalo de aproximadamente 2-5 micrones o de aproximadamente 50-200 nanémetros.

3. Portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde un ingrediente activo esta encapsulado dentro del portador, preferiblemente seleccionado del grupo que
consiste en agentes antiinfecciosos, agentes quimioterapéuticos, proteinas, hormonas, enzimas, células y acidos
nucleicos, lo mas preferiblemente un acido nucleico o un agente quimioterapéutico para tratamiento de cancer.

4. Método para preparar al portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende la reaccién de al menos un glicosaminoglicano con fosfatidiletanolamina
para entrecruzar un residuo carboxilico del glicosaminoglicano con el grupo amino primario de la fosfatidiletanolamina.

5. Procedimiento para elaborar al portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con la reivindicacion
3, que comprende las etapas de: proporcionar el portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, liofilizar el portador de glicosaminoglicano, reconstituir el portador de
glicosaminoglicano liofilizado en agua y afadir un ingrediente activo en polvo, por lo que el ingrediente activo queda
atrapado dentro del portador de glicosaminoglicano lipidado.

6. Uso de un portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas libre de farmaco de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 3 en la preparacion de un medicamento contra el cancer.

7. Uso de un agente bioactivo encapsulado en un portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 en la preparacion de un medicamento contra una condicién patolégica, en donde
la condicién patoldgica se selecciona del grupo que consiste en cancer, infecciones bacterianas, Infecciones fungicas,
infecciones virales, infecciones parasitarias e infecciones por priones.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 6 7, en donde la condicion patolégica es cancer vy, si estad presente, dicho
agente bioactivo es un farmaco contra el cancer.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en donde dicho cancer es un cancer del sistema nervioso central de un
animal, en particular un glioma o un cancer metastasico.

10. Portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
encapsula un marcador utilizado en formaciéon de iméagenes, siendo preferiblemente el marcador una molécula
fluorescente o un isétopo radiactivo, elegido preferiblemente del grupo que consiste en *Tc, 7| , y 8’Gd.

11. Uso de un portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con la reivindicacién 10 para la
preparacion de un agente de diagnéstico adecuado para ser administrado a un paciente que requiera del mismo.

12. Uso de un portador de glicosaminoglicano lipidado en particulas de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde los
acidos nucleicos se encapsulan para la preparacién de un medicamento para suministro génico y expresion de corto
plazo de &cidos nucleicos.

13. Andamiaje para modificacion genética de tejidos, que comprende al portador de glicosaminoglicano lipidado en
particulas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que encapsula células enteras y/o lineas celulares.
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