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DESCRIPCION
Material en forma de particulas y toxina celular para su uso en el tratamiento de un tumor soélido
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a la coadministracion de un material en forma de particulas y de una
toxina celular para facilitar el tratamiento de un tumor sélido de una manera localizada como se define en las
reivindicaciones. Esta coadministracion es util en una serie de tratamientos terapéuticos incluyendo el tratamiento de
tumores primarios y metastasicos.

Antecedentes de la invencion

Los detalles bibliograficos de las publicaciones mencionadas por el autor en esta memoria descriptiva se recogen
alfabéticamente al final de la descripcion.

Los tumores malignos, o canceres, crecen de una manera incontrolada, invaden los tejidos normales y con
frecuencia metastatizan y crecen en sitios alejados del tejido de origen. En general, los canceres proceden de una o
solamente unas pocas células normales que se han sometido a un proceso poco entendido denominado
transformacion maligna. Los canceres pueden aparecer casi en cualquier tejido del cuerpo. Los derivados de células
epiteliales, denominados carcinomas, son los tipos mas comunes de canceres. Los sarcomas son tumores malignos
de tejidos mesenquimaticos, que surgen a partir de células tales como fibroblastos, células musculares y células
adiposas. Los tumores solidos malignos de tejidos linfaticos se denominan linfomas y los tumores malignos de
linfocitos y otras células hematopoyéticas originados en la médula o en la sangre se denominan leucemias.

El cancer es una de las tres causas principales de muerte en las naciones industrializadas. Segun mejoran los
tratamientos para las enfermedades infecciosas y continla mejorando la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, y aumenta la esperanza media de vida, probablemente el cancer se esta convirtiendo en la
enfermedad fatal mas comun en estos paises. Por lo tanto, el tratamiento satisfactorio del cancer requiere que se
eliminen o destruyan todas las células malignas sin matar al paciente. Una forma ideal de conseguir esto seria
inducir una respuesta inmunitaria contra el tumor que distinga entre las células del tumor y sus homologos celulares
normales. Sin embargo, se ha intentado aplicar enfoques inmunolégicos al tratamiento del cancer durante mas de un
siglo con resultados insostenibles.

Por consiguiente, los métodos actuales de tratamiento del cancer contindan siguiendo el protocolo usado desde
hace mucho tiempo de escision quirurgica (si es posible) seguida de radioterapia y/o quimioterapia, si es necesario.
La tasa de éxito de esta forma bastante ruda de tratamiento es extremadamente variable, pero generalmente se
reduce significativamente segun avanza y metastatiza el tumor. Ademas, estos tratamientos estan asociados con
efectos secundarios severos entre los que se incluyen desfiguracion y cicatrizacion por la cirugia (por ejemplo,
mastectomia o amputacion de miembros), nauseas y vomitos severos por la quimioterapia y, lo que es mas
significativo, lesiones en tejidos normales tales como los foliculos pilosos, el sistema digestivo y la médula 6ésea que
se inducen como resultado del mecanismo de direccién relativamente no especifico de los farmacos toéxicos que
forman parte de la mayoria de los tratamientos de cancer y es un importante factor limitante para la dosificacion.

Ademas, los farmacos quimioterapéuticos comunes no penetran significativamente en los tejidos mas alla de
aproximadamente 70 micrometros desde el torrente sanguineo (Primeau et al. Clin. Canc. Res. 2005, 11: 8782-
8788; Minchinton et al. Nat. Rev. Cancer 2006, 6: 583-592). El rapido crecimiento y el débil desarrollo vascular de la
mayoria de los tumores sdlidos ponen a muchas células tumorales fuera de la capacidad de los farmacos para
penetrar el tejido. Criticamente, muchas células experimentan dosis subletales, lo que las permite sobrevivir y
desarrollar resistencia a farmacos.

Los tumores sélidos producen el mayor numero de muertes por cancer y comprenden principalmente tumores de los
revestimientos del arbol bronquial y del tracto alimentario que se conocen como carcinomas. En el afio 2000 en
Australia, el cancer representaba el 30 % de las muertes de hombres y el 25 % de las muertes de mujeres (Cancer
en Australia 2000, 2003) y representaba el 24 % de las muertes de hombres y el 22 % de las muertes de mujeres en
Estados Unidos en el afio 2001 (Arias et al. 2003, National Vital Statistics Reports 52: 111-115). Los tumores sélidos
normalmente no son curables una vez que se han extendido o “metastatizado” a lo largo del cuerpo. El pronéstico de
tumores solidos metastasicos ha mejorado solo marginalmente en los ultimos 50 afios. La mejor posibilidad para la
cura de un tumor sélido sigue estando en el uso de tratamientos locales tales como cirugia y/o radioterapia cuando
el tumor solido esta localizado en su revestimiento de origen y no se ha extendido a los ganglios linfaticos que
drenan el tumor u otras partes. Sin embargo, incluso en este estadio temprano, y particularmente si el tumor se ha
extendido a los ganglios linfaticos drenantes, pueden ya haberse extendido a lo largo del cuerpo depdsitos
microscopicos de cancer conocidos como micrometastasis y posteriormente conduciran a la muerte del paciente. En
este sentido, el cancer es una enfermedad sistémica que requiere tratamientos administrados sistémicamente. De
los pacientes que reciben cirugia y/o radioterapia como tratamiento local definitivo para su tumor primario y que
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tienen micrometastasis, una pequefia proporcién pueden curarse o al menos conseguir una remision duradera del
cancer mediante la adicion de tratamientos sistémicos adyuvantes tales como quimioterapia citotoxica u hormonas.

Convencionalmente, el cancer solido se ha tratado localmente con cirugia y/o radioterapia y, durante su estadio
metastasico, con farmacos citotdéxicos administrados sistémicamente que, con frecuencia, interfieren con el ciclo
celular tanto de las células normales como de las células malignas. La selectividad relativa de este enfoque para el
tratamiento de tejidos malignos se basa en alguna medida en la recuperacion mas rapida de los tejidos normales de
las lesiones debidas a farmacos citotdxicos. Mas recientemente, la terapia dirigida del cancer ha pretendido mejorar
la relacion terapéutica del tratamiento del cancer mejorando su especificidad y/o precision de liberacion en tejidos
malignos al mismo tiempo que se minimizan las consecuencias adversas en los tejidos normales no malignos. Dos
de las clases principales de terapia dirigida son (i) los inhibidores de molécula pequefia tales como inhibidores de
tirosina quinasa mesilato de imatinib (Glivec®), gefitinib (Iressa®) y erlotinib (Tarceva®) y (ii) los anticuerpos
monoclonales (mAb) tales como rituximab (Mabthera®) y trastuzumab (Herceptin®).

En paralelo con el desarrollo de terapias dirigidas, la combinacion de al menos dos tratamientos anticancerosos
convencionales tales como quimioterapia y radioterapia de nuevas formas ha sido otro enfoque al desarrollo de
agentes terapéuticos para el cancer. Al explotar interacciones sinérgicas entre las diferentes modalidades de
tratamiento, el tratamiento de modalidad combinada pretende mejorar la eficacia del tratamiento de forma que la
relacion terapéutica para el tratamiento combinado sea superior a la de cada uno de los tratamientos individuales.

El tratamiento de modalidad combinada que usa radiacién con haces externos y farmacos quimioterapéuticos de
radiosensibilizacion tales como 5-fluorouracilo y cisplatino (quimiorradioterapia) ha mejorado la supervivencia en
varios tumores solidos tales como los de cabeza y cuello, pulmédn, eséfago, estdmago, pancreas y recto debido tanto
al mejor control tumoral local como a las menores tasas de fallo distante (TS Lawrence. Oncology (Huntington) 17:
23-28, 2003). Aunque los farmacos de radiosensibilizacion aumentan la respuesta tumoral, también aumentan la
toxicidad en tejidos normales adyacentes, lo cual ocurre especialmente con los potentes radiosensibilizadores de
nueva generacion, gemcitabina y docetaxel. Sin embargo, la reduccién del volumen de radiacién permite que las
dosis citotéxicas de gemcitabina se toleren mejor clinicamente (Lawrence 2003, citado anteriormente). La
quimiorradioterapia puede solucionar mecanismos de resistencia mutuamente reforzantes, que solo pueden
manifestarse in vivo.

La radioinmunoterapia (RIT) es un tratamiento sistémico que aprovecha la especificidad y avidez de la interaccion
antigeno-anticuerpo para liberar dosis letales de radiacion en células que llevan el antigeno diana. Normalmente se
usan radiois6topos que emiten particulas B (por ejemplo, ¥yodo, “Itrio, '*®*Renio y 67Cobre) para marcar
anticuerpos monoclonales (mAb) para aplicaciones terapéuticas. La energia de la radiacion 3 se libera a una
intensidad relativamente baja a lo largo de distancias medidas en milimetros (Waldmann, Science 252: 1657-1662,
1991; Bender et al., Cancer Research 52: 121-126, 1992; O’'Donoghue et al. Journal of Nuclear Medicine 36: 1902-
1909, 1995; Griffiths et al. International Journal of Cancer 81: 985-992, 1999). De esta manera, los emisores {3 de
alta energia tales como “ltrio son dtiles para el tratamiento de tumores solidos mas grandes y heterogéneos (Liu et
al., Bioconjugate Chemistry 12: 7-34, 2001). El interés de la investigacion en radioinmunoterapia se ha reavivado
porque, a pesar de las bajas dosis de radiacién liberadas, se han observado efectos bioldgicos significativos e
inesperados de la RIT sobre células hospedadoras circundantes (Xue et al. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 99: 13765-13770, 2002). Ademas, la dosis menor pero biolégicamente
eficaz de radiacion administrada por RIT tenia mayores efectos citocidas que una dosis mayor de radiacion
transmitida como radioterapia de haz externo (Dadachova et al., PNAS 101: 14865-14870, 2004). Sin embargo, la
eficacia del RIT como tratamiento para tumores sélidos puede verse obstaculizada por la baja penetracion de
anticuerpo a través de las barreras de tejido que rodean al antigeno diana en el tumor, lo cual, por consiguiente,
ampliara la semivida circulatoria del anticuerpo (Britz-Cunningham et al Journal of Nuclear Medicine 44: 1945-1961,
2003). Ademas, la RIT con frecuencia se ve obstaculizada por la heterogeneidad de la expresion del antigeno diana
dentro del tumor. Asi pues, aunque la RIT produce la direccion de moléculas a células tumorales, la mayor limitacion
de la RIT sigue siendo la toxicidad que puede producirse como resultado de grandes dosis de radiacion que se
liberan sistémicamente para conseguir una direccion suficiente (Britz-Cunningham et al. 2003, citado anteriormente;
Christiansen et al. Molecular Cancer Therapy 3: 1493-1501, 2004). Realmente, ha resultado dificil conseguir
clinicamente un indice terapéutico util usando RIT (Sellers et al., Journal of Clinical Investigation 104: 1655-166,
1999).

Los antigenos asociados a tumores, que permitirian el establecimiento diferencial de esos tumores como diana al
mismo tiempo que se respetan las células normales, también han sido el foco de la investigacion del cancer. Aunque
abundantes antigenos ubicuos pueden proporcionar una diana mas concentrada y accesible para la RIT, los
estudios que adoptan esto han sido extremadamente limitados.

El desarrollo de la tecnologia de nanoparticulas también se aclamé como una nueva frontera excitante en términos
del desarrollo de tratamientos para el cancer nuevos y eficaces. Sin embargo, aunque los intentos previos de usar
material en forma de particulas, tales como nanoparticulas, para establecer como dianas tumores con fines de
diagnéstico o terapéuticos han sido considerables, lamentablemente, en el contexto de los agentes terapéuticos ha
habido un éxito minimo. Desde el punto de vista del diagndstico, la penetracion relativamente superficial de las
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particulas en el tumor ha sido suficiente para conseguir el objetivo de visualizar el tumor. Sin embargo, en términos
de la liberaciéon de un agente terapéutico, tal penetracion superficial no ha sido suficiente para liberar eficazmente el
agente por todo el tumor, en particular en el interior del tumor, lo cual seria necesario si se desea conseguir la
destruccion total del tumor. En relacion con la terapia, especificamente, la conjugacion de particulas con una amplia
diversidad de materiales diferentes, hasta ahora no ha podido cumplir la promesa de conseguir una penetracion
eficaz en el tumor, siendo esto un prerrequisito esencial para que un agente terapéutico tenga cualquier probabilidad
de eficacia. EI documento WO-A-2009031859 desvela nanoparticulas para su uso simultaneo en terapia y
diagndstico del cancer, que comprenden un nucleo generador de sefiales, una cubierta externa polimérica soluble en
agua que comprende un sitio de anclaje a la superficie y un sitio de unién a farmacos, un farmaco y opcionalmente
un resto de direccién. Qin et al., desvelan en J. Mat. Chem., 21, septiembre de 2011, 18003-18010, nanoparticulas
de TiO, altamente dispersables en agua que tienen grupos TETT en su superficie con grupos -COOH libres, sobre
las cuales puede cargarse doxorrubicina a través de enlaces covalentes o no covalentes.

También se ha realizado un esfuerzo significativo para aprovechar el efecto de la mayor permeabilidad y retencion
(EPR) de los tumores como medio para desarrollar un agente terapéutico eficaz. Sin limitar la presente invencion a
ninguna teoria o modo de accion, este es un fenémeno bien descrito basado en la nocion de que ciertos tamaros de
moléculas, tipicamente liposomas o farmacos macromoleculares, tienden a acumularse preferentemente en el tejido
tumoral. La explicacion general de este fendmeno es que, para que las células tumorales crezcan rapidamente,
tienen que estimular la produccién de vasos sanguineos. El VEGF y otros factores de crecimiento estan implicados
en la angiogénesis del cancer. Los agregados de células tumorales de tamarios de tan solo 150-200 um se vuelven
dependientes del suministro de sangre aportado por el sistema neovascular para su suplemento nutricional y de
oxigeno. Estos vasos tumorales recién formados normalmente son anémalos en forma y arquitectura. Comprenden
células epiteliales defectuosas y mal alineadas con amplias fenestraciones, que carecen de capa de musculo liso, o
inervacion con un lumen mas ancho, y receptores funcionales para la angiotensina Il alterados. Ademas, los tejidos
tumorales normalmente carecen de drenaje linfatico eficaz. Todos estos factores conduciran a una dinamica
andmala de transporte molecular y de fluidos, especialmente en el caso de farmacos macromoleculares. Por
consiguiente, se ha pensado que una forma de conseguir la direccion selectiva de farmacos a tumores sélidos es
explotar estas anomalias del sistema vascular de los tumores en términos de la liberaciéon activa y selectiva de
farmacos anticancerosos en tejidos tumorales, definiendo en particular el efecto EPR de farmacos macromoleculares
en tumores solidos. Debido a su gran tamafio molecular, los farmacos anticancerosos macromoleculares del tamario
de nanoparticulas administrados por via intravenosa escapan al aclaramiento renal. Con frecuencia no pueden
penetrar en las estrechas uniones endoteliales de los vasos sanguineos normales, pero pueden extravasarse al
sistema vascular del tumor y quedar atrapados en las proximidades del tumor. Sin embargo, el efecto EPR no se ha
aprovechado de forma eficaz o satisfactoria.

Se han disefiado diversas nanoparticulas destinadas a conseguir una endocitosis celular eficaz. Sin embargo,
aunque esto se podria conseguir, el problema de la penetracién en el tejido sigue siendo un asunto separado que,
hasta la fecha, no se ha solucionado de forma satisfactoria. La nocién general del uso de una nanoparticula como
vector para la liberacion de un farmaco se analiza ampliamente en la bibliografia, pero si no se consigue una
penetracion tumoral profunda, tiene un valor limitado.

Aunque se consiga la distribucién eficaz de un farmaco en el tumor (por cualquier medio), un problema adicional ha
sido el hecho de que las células neoplasicas del interior de los tumores sélidos pueden presentar un metabolismo
ralentizado. Esto significa que, aunque un farmaco citotéxico penetre en estas células, si no se metaboliza
eficazmente, tendra un impacto limitado sobre la viabilidad del tumor.

Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad urgente y en curso de desarrollar terapias sistémicas mejoradas
para canceres solidos, en particular canceres metastasicos.

En el trabajo que conduce a la presente invencion, se ha determinado que el material en forma de particulas que se
mantiene en un estado dispersado por un estabilizador puede conseguir una penetracion mas profunda en modelos
de tumor sodlido de lo que se ha podido conseguir previamente usando la tecnologia de nanoparticulas. Esto ha
permitido el desarrollo de un medio eficaz para tratar tumores sdlidos, tanto primarios como metastasicos,
basandose en la coadministracion de una toxina celular con el material en forma de particulas. Mediante la liberacién
secuencial o simultanea de esta toxina, se consigue una penetracién mas profunda y, por lo tanto, una exposicion
celular mas extensiva a la toxina. Gracias al aclaramiento reticuloendotelial menos eficaz que esta asociado con los
tumores, se consigue eficazmente una forma de tratamiento dirigido. Ademas, se ha observado que la captacion de
toxinas por tumores penetrados por las particulas de la presente invencion es eficaz, lo que sugiere la regulacion
positiva del metabolismo de las células tumorales. Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona un medio
para conseguir una liberacion y captacion localizada mas eficaz de una toxina celular en un tumor y sus metastasis
de una manera que se caracteriza por resultados mejorados significativamente y/o efectos secundarios reducidos
con respecto a los que se esperarian normalmente en el contexto de un tratamiento convencional de un tipo de
tumor equivalente. Este es un desarrollo extremadamente significativo, ya que los protocolos actuales dirigidos al
tratamiento de enfermedades metastasicas se basan en la liberacién sistémica no dirigida de agentes
quimioterapéuticos.
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Sumario de la invencién

La presente invenciéon se refiere a un material en forma de particulas y una toxina celular para su uso en el
tratamiento de un tumor sélido como se define en las reivindicaciones. La materia objeto que no se incluye por las
reivindicaciones no forma parte de la presente invencion reivindicada.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que se proporcionan mas adelante, a menos que el
contexto requiera otra cosa, se entendera que la palabra “comprende” y variaciones tales como “comprender” y “que
comprende”, implican la inclusién de un ndmero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas indicados,
pero no la exclusién de ningun otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

Como se usa en el presente documento, se considerara que la expresion “derivado de” indica que un nimero entero
o grupo de numeros enteros particular se ha originado a partir de la especie especificada, pero no se ha obtenido
necesariamente de forma directa a partir de la fuente especificada. Ademas, como se usa en el presente documento,
las formas singulares de “un”, “una” y “el’, “la” incluyen los referentes plurales a menos que el contexto dicte
claramente otra cosa.

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende comunmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece
esta invencion.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método para tratar un tumor solido en un sujeto,
comprendiendo dicho método coadministrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un material en forma de particulas
y una toxina celular durante un periodo de tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la distribucion de dicho
material en forma de particulas y toxina a dicho tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersion en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador; y

(i) dicho estabilizador comprende una parte de anclaje que (a) ancla el estabilizador al material en forma de
particulas, y (b) es diferente del resto del estabilizador;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetra en dicho tumor sélido.

Por comodidad, dicho material en forma de particulas que se mantiene en el estado dispersado por un estabilizador
puede denominarse en el presente documento “material en forma de particulas estabilizado”.

En un aspecto de la divulgacion, el estabilizador es un estabilizador estérico, comprendiendo dicho estabilizador
estérico un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de anclaje, en donde el segmento polimérico
de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al
material en forma de particulas.

Por lo tanto, el método puede comprender coadministrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un material en forma
de particulas y una toxina celular durante un periodo de tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la
distribucion de dicho material en forma de particulas y toxina a dicho tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersidon en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador estérico; y

(ii) dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de
anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en
donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

En una realizacion, dicho tumor sélido es benigno.

En una realizacion adicional, dicho tumor es maligno.

En otra realizacion adicional, dicha parte de anclaje es un segmento polimérico de anclaje. En ese caso, dicho
estabilizador comprende un segmento polimérico de anclaje, o dicho estabilizador estérico comprende un segmento
polimérico de estabilizacion estérica y un segmento polimérico de anclaje.

En una realizacion adicional, dicho estabilizador comprende una parte de anclaje, derivando uno o los dos del
estabilizador o parte de anclaje de uno o mas mondémeros etilénicamente insaturados que se han polimerizado por
una técnica de polimerizacion viva, en donde la parte de anclaje es diferente del resto del estabilizador, y en donde

la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas. De acuerdo con esta realizacion, la parte
de anclaje puede denominarse segmento polimérico de anclaje.
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En otra realizacion, dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y un
segmento polimérico de anclaje, de los que uno o los dos proceden de uno o mas mondémeros etilénicamente
insaturados que se han polimerizado por una técnica de polimerizacién viva, en donde el segmento polimérico de
estabilizacion estérica es diferente del segmento polimérico de anclaje, y en donde el segmento polimérico de
anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar un tumor sélido maligno en un sujeto,
comprendiendo dicho método coadministrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de material en forma de particulas y
una toxina celular durante un periodo de tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la distribucion de dicho
material en forma de particulas y toxina a dicho tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersion en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador; y

(i) dicho estabilizador comprende una parte de anclaje que (a) ancla el estabilizador al material en forma de
particulas y (b) es diferente del resto del estabilizador;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

Cuando el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento polimérico de estabilizacion
estérica y una parte de anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte
de anclaje, el método para tratar un tumor sélido maligno en un sujeto comprende coadministrar a dicho sujeto una
cantidad eficaz de material en forma de particulas y una toxina celular durante un periodo de tiempo y en
condiciones suficientes para facilitar la distribucion de dicho material en forma de particulas y toxina a dicho tumor,
en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersion en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador estérico; y

(ii) dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de
anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en
donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

En una realizacion, dicho tumor sdélido maligno es un tumor solido maligno metastasico. La referencia a
“metastasico” debe entenderse como una referencia a un tumor que ha experimentado metastasis o puede haber
experimentado metastasis.

En otra realizacion, dicho tumor sélido maligno es un tumor del sistema nervioso central, retinoblastoma,
neuroblastoma, tumor pediatrico, cancer de cabeza y cuello tal como cancer de células escamosas, cancer de mama
y prostata, cancer de pulmoén, canceres de rifidn, tales como adenocarcinoma de células renales, cancer
esofagogastrico, carcinoma hepatocelular, neoplasia pancreaticobiliar, tal como adenocarcinomas y tumores de
células de islotes, cancer colorrectal, cancer cervical, cancer anal, cancer del tracto uterino o de otra parte del tracto
reproductor, cancer del tracto urinario, tal como de uréter o vejiga, tumor de células germinales tal como tumor de
células germinales testiculares o tumor de células germinales de ovario, cancer de ovario, tal como un cancer
epitelial de ovario, carcinoma de tumor primario desconocido, malignidad asociada a inmunodeficiencia humana, tal
como sarcoma de Kaposi, linfoma, leucemia, melanoma maligno, sarcoma, tumor endocrino, tal como de la glandula
tiroides, mesotelioma u otros tumores pleurales o peritoneales, tumores neuroendocrinos o tumor carcinoide.

Por “coadministracion” se entiende que el material en forma de particulas estabilizado y la toxina celular se
administran como entidades separadas por si mismos. En otras palabras, en el momento de la administracion, el
material en forma de particulas estabilizado y la toxina celular no se acoplan de forma covalente o quimicamente
entre si.

La coadministracion del material en forma de particulas estabilizado y la toxina celular en el contexto de la presente
invencion incluye la administracion tanto simultanea como secuencial. La administracion simultanea incluye cuando
el material en forma de particulas estabilizado y la toxina celular estan presentes en dos formulaciones diferentes,
pero ambas se administran sustancialmente al mismo tiempo. En el caso de la administracién secuencial, se usa un
procedimiento de multiples etapas en el que el material en forma de particulas estabilizado se administra en una
etapa y la toxina celular se administra en un momento diferente en una etapa separada. La toxina celular puede
administrarse antes de la administracién del material en forma de particulas estabilizado. La diferencia en tiempo
entre la administracién del material en forma de particulas estabilizado y la toxina celular en la administracion
secuencial puede variar, pero generalmente variara de aproximadamente 1 minuto y aproximadamente 4 dias, por
ejemplo de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 2 horas, o de aproximadamente 1 minuto a
aproximadamente 24 horas, o de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 12 horas, o de aproximadamente
1 minuto a aproximadamente 6 horas, o de aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 3 horas, o de
aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 1 hora.
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En una administracion secuencial, el material en forma de particulas estabilizado generalmente se administrara
antes de la toxina celular.

El material en forma de particulas y la toxina celular pueden administrarse por la misma via o por vias diferentes.

Sin limitar la presente invencion a ninguna teoria o modo de accion, una vez que el material en forma de particulas
ha penetrado en el tumor, también se consigue la penetracion eficaz de la toxina celular administrada.

En un aspecto adicional de la divulgacion, se proporciona un método para tratar un tumor sélido en un sujeto,
comprendiendo dicho método:

(a) administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un material en forma de particulas y durante un periodo de
tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la distribucion de dicho material en forma de particulas en dicho
tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersién en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador; y

(i) dicho estabilizador comprende una parte de anclaje que (a) ancla el estabilizador al material en forma de
particulas y (b) es diferente del resto del estabilizador; y

(b) administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de una toxina celular posteriormente a la administraciéon de
dicho material en forma de particulas;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

Cuando el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento polimérico de estabilizacion
estérica y una parte de anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte
de anclaje, el método para tratar un tumor sélido en un sujeto comprende:

(a) administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un material en forma de particulas y durante un periodo de
tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la distribucion de dicho material en forma de particulas en dicho
tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersién en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador estérico; y

(i) dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de
anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en
donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas; y

(b) administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de una toxina celular después de la administraciéon de dicho
material en forma de particulas;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

En otro aspecto adicional de la divulgacion, se proporciona un método para tratar un tumor sélido en un sujeto,
comprendiendo dicho método coadministrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de material en forma de particulas y
un agente citostatico o citocida durante un periodo de tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la distribucion
de dicho material en forma de particulas y toxina en dicho tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersion en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador; y

(i) dicho estabilizador comprende una parte de anclaje que (a) ancla el estabilizador al material en forma de
particulas y (b) es diferente del resto del estabilizador;

y en donde dicho material en forma de particulas y dicho agente citostatico o citocida penetra en dicho tumor solido.

La presente invenciéon se refiere a un material en forma de particulas y una toxina celular para su uso en el
tratamiento de un tumor soélido, en donde

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersion en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador estérico; y

(ii) dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de
anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en
donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas;
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en donde dicho segmento polimérico de estabilizacion estérica es soluble en dicho vehiculo liquido y comprende un
grupo funcional iénico terminal, particularmente en donde el grupo funcional idnico es un catién; en donde dicho
material en forma de particulas varia en tamafio de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 350 nm; en donde
dicho material en forma de particulas y dicha toxina celular se coadministran en dos formulaciones separadas; en
donde dicha toxina celular es un agente citostatico o citocida seleccionado del grupo que consiste en doxorrubicina,
mitoxantrona, cisplatino, paclitaxel y 5-FU;

y en donde dicho material en forma de particulas y dicho agente citostatico o citocida penetran en dicho tumor
solido.

De acuerdo con la presente invencion, los agentes citostaticos se seleccionan entre doxorrubicina, mitoxantrona,
cisplatino, paclitaxel y 5-FU.

El material en forma de particulas y/o el estabilizador pueden acoplarse a un ligando para efectuar una direccion
mas especifica a un tumor. Esto no sera aplicable necesariamente en todas las situaciones, pero en la medida en
que exista una molécula diana apropiada para un tumor dado, esto puede proporcionar una especificidad util
adicional.

De acuerdo con dicha realizacion, se proporciona un material en forma de particulas y una toxina celular para su uso
en el tratamiento de un tumor sélido de acuerdo con la reivindicacion 1; en donde el material en forma de particulas
y/o el estabilizador esta ligado, unido o asociado de otra manera con un ligando dirigido a una molécula tumoral y en
donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

En un aspecto de la divulgacion, en el que el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento
polimérico de estabilizacion estérica y una parte de anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion
estérica es diferente de la parte de anclaje, también se proporciona un método para tratar un tumor sélido en un
sujeto, comprendiendo dicho método coadministrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de material en forma de
particulas y una toxina celular durante un periodo de tiempo y en condiciones suficientes para facilitar la distribucion
de dicho material en forma de particulas y toxina a dicho tumor, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas se administra en forma de una dispersidon en un vehiculo liquido,
manteniéndose el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador estérico; y

(ii) dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de
anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en
donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas;

en donde el material en forma de particulas y/o el estabilizador estérico esta ligado, unido o asociado de otra manera
con un ligando dirigido a una molécula tumoral y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran
en dicho tumor sélido.

En otro aspecto, se proporciona el uso de un material en forma de particulas y una toxina celular en la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de un tumor sélido, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas esta en forma de una dispersion en un vehiculo liquido, manteniéndose
el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador; y

(i) dicho estabilizador comprende una parte de anclaje que (a) ancla el estabilizador al material en forma de
particulas, y (b) es diferente del resto del estabilizador;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

Cuando el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento polimérico de estabilizacion
estérica y una parte de anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte
de anclaje, se proporciona el uso de un material en forma de particulas y una toxina celular en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un tumor sélido, en donde:

(i) dicho material en forma de particulas esta en forma de una dispersion en un vehiculo liquido, manteniéndose
el material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador estérico; y

(ii) dicho estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de
anclaje, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje, y en
donde la parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas;

y en donde dicho material en forma de particulas y toxina penetran en dicho tumor sélido.

Otros aspectos y/o realizaciones de la invencién se analizan con mas detalle mas adelante.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: las nanoparticulas estabilizadas estéricamente pueden penetrar en esferoides. Imagenes TEM en la
acumulacién de particulas NP2 en esferoides. Las flechas indican areas de acumulacion de nanoparticulas. La
region recuadrada esta ampliada y se muestra en la imagen a la derecha. Las barras de escala son como se
indican.

Figura 2: las nanoparticulas pueden influir en la difusion de compuestos activos fluorescentes. Coadministracion
de los compuestos activos fluorescentes a) doxorrubicina y b) mitoxantrona con nanoparticulas de los ejemplos
2, 3y 5. Imagenes confocales individuales de difusion de farmacos fluorescentes en esferoides DLD-1. Barra de
escala 200 ym.

Figura 3: la mayoria de las nanoparticulas ensayadas no afectaban a la excrecencia celular a partir de
esferoides. Grafico de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las nanoparticulas
indicadas en los ejemplos 1, 2, 4, 8, 9, 12, 13, 15, 16 y 18. Las barras de error representan error tipico.

Figura 4: la composicion del nucleo de las nanoparticulas no influye en la eficacia de las nanoparticulas. Grafico
de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las nanoparticulas de los ejemplos 2,
4,6,7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18, coadministradas con doxorrubicina. Los esferoides de control no
tratados tenian un valor de excrecencia normalizada de 331 % +/- 23. Las barras de error representan el error
tipico.

Figura 5: el tamafio de las nanoparticulas no se correlaciona con la eficacia de las nanoparticulas. Grafico de
excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las nanoparticulas indicadas en los
ejemplos 1, 2, 4, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18 coadministradas con doxorrubicina. Los esferoides de
control no tratados tenian un valor de excrecencia normalizada de 331 % +/- 23. Las barras de error representan
el error tipico.

Figura 6: las nanoparticulas estabilizadas con polimero funcionalizado con amina al 5-10 % aumentan la eficacia
de la doxorrubicina. Grafico de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las
nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4, 5, 20, 21, 22 y 24, coadministradas con doxorrubicina. Los
esferoides de control no tratados tenian un valor de excrecencia normalizada de 331 % +/- 23. Las barras de
error representan el error tipico.

Figura 7: eficacia de la coadministracion de NP con recubrimientos de grupos terminales de estabilizador
funcionalizado con amina al 5 % con diferentes nucleos y doxorrubicina en comparacién con doxorrubicina sola.
Grafico de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las nanoparticulas indicadas
en los ejemplos 2, 8, 9 y 12 coadministradas con doxorrubicina. Los esferoides de control no tratados tenian un
valor de excrecencia normalizada de 331 % +/- 23. Las barras de error representan el error tipico.

Figura 8: efecto de los compuestos activos cuando se coadministran con nanoparticulas sobre la viabilidad de
esferoides obtenidos a partir de dos lineas de células cancerosas diferentes. Grafico de excrecencia celular
normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4y 5
coadministradas con compuestos activos (Tabla 2). Los esferoides de control DLD-1 no tratados tenian un valor
de excrecencia normalizada de 331 % +/- 23. Los esferoides de control PA-1 no tratados tenian un valor de
excrecencia normalizada de 294 % +/- 21. Las barras de error representan el error tipico.

Figura 9: efecto de la administracién retrasada del compuesto activo en comparacion con la coadministracion del
compuesto activo y nanoparticulas. Grafico de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo
29 de las nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4 y 5. Los esferoides DLD-1 eran nanoparticulas y
compuesto activo coadministrados (barras de color gris claro) o nanoparticulas administradas y después
tratadas, 24 horas después, con compuesto activo (barras de color gris oscuro). Los esferoides de control DLD-1
no tratados tenian un valor de excrecencia normalizada de 331 % +/- 23. Las barras de error representan el error
tipico.

Figura 10: efecto de la administracion retrasada de compuesto activo en comparacién con la coadministracion de
compuesto activo y nanoparticulas. Grafico de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo
29 de las nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4 y 5. Los esferoides PA-1 eran nanoparticulas y
compuesto activo coadministrados (barras de color gris claro) o nanoparticulas administradas y después
tratadas, 24 horas después, con compuesto activo (barras de color gris oscuro). Los esferoides de control PA-1
no tratados tenian un valor de excrecencia normalizada de 294 % +/- 21. Las barras de error representan el error
tipico.

Figura 11: las combinaciones de nanoparticula y principio activo coadministrados mas eficaces para células DLD-
1y PA-1. Grafico de excrecencia celular normalizada como se describe en el ejemplo 29 de las nanoparticulas
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indicadas en los ejemplos 2, 5, 14, 20, 21 y 22, coadministradas con compuestos activos en esferoides DLD-1 (a)
y esferoides PA-1 (b). Las barras de error representan el error tipico.

Figura 12: la coadministraciéon de NP2, pero no NP19 o NP23, con doxorrubicina promueve la difusion de
doxorrubicina a través del esferoide. Imagenes confocales de difusion de doxorrubicina en esferoides tratados
con doxorrubicina 1 uM y las nanoparticulas cuando se indica. Barra de escala 200 pm.

La Figura 13 muestra una ilustracion esquematica del material en forma de particulas estabilizado que puede
usarse de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 14 muestra una ilustracion esquematica del material en forma de particulas estabilizado que puede
usarse de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 15 muestra una ilustracion esquematica que muestra el volumen hidrodinamico de un material en
forma de particulas estabilizado.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién esta basada, en parte, en la determinacién de que un material en forma de particulas que se
mantiene en un estado dispersado por un cierto tipo de estabilizador puede conseguir una penetraciéon mas profunda
y mas eficaz en un tumor soélido de lo que se podia conseguir previamente usando la tecnologia de particulas. La
naturaleza de la penetracion efectuada por estos materiales en forma de particulas ha conseguido tanto una
distribucion celular significativamente mas amplia, dentro del tumor, de la toxina coadministrada con el material en
forma de particulas como, ademas, una induccion mas eficaz de la toxicidad celular. Como el aclaramiento
reticuloendotelial de los sitios de los tumores es significativamente menos eficaz que en los tejidos normales, el
método de la invencién permite no solo una penetracién del tumor mas eficaz, sino ademas la liberacién de menores
concentraciones de toxinas celulares que pueden localizarse, y por lo tanto concentrarse, en los sitios tumorales.

Esto reduce los efectos secundarios que podrian aparecer en el contexto de la quimioterapia sistémica convencional
en la que dicho tratamiento se administraria a la maxima dosis que puede tolerarse por el paciente y, ademas, con
frecuencia en el contexto de multiples ciclos repetidos durante un periodo de meses. Este desarrollo ahora
proporciona un medio realista para apartarse del tratamiento de los tumores primarios y la enfermedad metastasica
mediante la liberacién sistémica no dirigida de quimioterapia.

La referencia a un “tumor sélido” en el presente documento debe considerarse una referencia a una masa
encapsulada o no encapsulada u otra forma de crecimiento o agregado celular que comprende células neoplasicas.
La referencia a una “célula neoplasica” debe entenderse como una referencia a una célula que presenta un
crecimiento anémalo. El término “crecimiento” debe entenderse en su sentido mas amplio e incluye la referencia a la
proliferacién. La frase “crecimiento anémalo” en este contexto se entiende como una referencia al crecimiento celular
que, con respecto al crecimiento celular normal, presenta uno o mas de un aumento en la tasa de divisién celular, un
aumento en el nimero de divisiones celulares, una reduccién en la duracién del periodo de division celular, un
aumento en la frecuencia de periodos de division celular o proliferacion incontrolada y evasion de la apoptosis. El
significado médico comun del término “neoplasia” se refiere a un nuevo crecimiento celular que tiene como resultado
una pérdida de capacidad de respuesta a los controles de crecimiento normales, por ejemplo, al crecimiento de
células neoplasicas. Las neoplasias incluyen “tumores” que pueden ser benignos, premalignos o malignos. El
término “neoplasma” debe considerarse una referencia a una lesién, tumor u otra masa encapsulada o no
encapsulada u otra forma de crecimiento o agregado celular que comprende células neoplasicas.

Debe considerarse que el término “neoplasma”, en el contexto de la presente invencion, incluye la referencia a todos
los tipos de crecimientos cancerosos o procesos oncogénicos, tejidos metastasicos o células, tejidos u érganos
transformados de forma maligna independientemente del tipo histopatolégico o estado de invasion.

El término “carcinoma” se reconoce por los expertos en la materia y se refiere a malignidades de tejidos epiteliales o
endocrinos incluyendo carcinomas del sistema respiratorio, carcinomas del sistema gastrointestinal, carcinomas del
sistema genitourinario, carcinomas testiculares, carcinomas de mama, carcinomas de prostata, carcinomas del
sistema endocrino y melanomas. Los carcinomas ejemplares incluyen los que se forman a partir del tejido de la
mama. El término también incluye carcinosarcomas, por ejemplo, que incluyen tumores malignos compuestos de
tejidos carcinomatosos y sarcomatosos. Un “adenocarcinoma” se refiere a un carcinoma derivado del tejido
glandular o en el que las células tumorales forman estructuras glandulares reconocibles.

Las células neoplasicas que comprenden el neoplasma pueden ser cualquier tipo celular, derivado de cualquier
tejido, tal como una célula epitelial o no epitelial. Los ejemplos de neoplasmas y células neoplasicas abarcadas por
la presente invencion incluyen, pero sin limitaciéon, tumores del sistema nervioso central, retinoblastoma,
neuroblastoma y otros tumores pediatricos, canceres de cabeza y cuello (por ejemplo, canceres de células
escamosas), canceres de mama y prostata, cancer de pulmoén (cancer de pulmoén tanto microcitico como no
microcitico), canceres renales (por ejemplo, adenocarcinoma de células renales), canceres esofagogastricos,
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carcinoma hepatocelular, neoplasias pancreaticobiliares (por ejemplo, adenocarcinomas y tumores de células de los
islotes), cancer colorrectal, canceres cervicales y anales, canceres uterino y de otras partes del tracto reproductor,
canceres del tracto urinario (por ejemplo, de uréter y vejiga), tumores de células germinales (por ejemplo, tumores
de células germinales testiculares o tumores de células germinales de ovario), cancer de ovario (por ejemplo
canceres epiteliales de ovario), carcinomas de tumor primario desconocido, malignidades asociadas con la
inmunodeficiencia humana (por ejemplo Sarcoma de Kaposi), linfomas, melanomas malignos, sarcomas, tumores
endocrinos (por ejemplo, de la glandula tiroides), mesotelioma y otros tumores pleurales o peritoneales, tumores
neuroendocrinos y tumores carcinoides.

Preferentemente, la presente invencion se refiere al tratamiento de una afeccion neoplasica maligna e, incluso mas
preferentemente, a una afeccién neoplasica metastasica. Se apreciara que, aunque el método de la invencién puede
aplicarse al tratamiento de cualquier neoplasma, es particularmente Gtil en términos del tratamiento de neoplasmas
metastatizados. Los tumores primarios no metastatizados se pueden tratar por la invencion o por regimenes de
tratamiento convencionales tales como escision quirtrgica del tumor o radioterapia. Sin embargo, los tumores que
han metastatizado no son curables por ninguno de estos regimenes de tratamiento convencionales debido a la
propagacion y crecimiento con frecuencia considerable de ndédulos metastasicos. Por consiguiente, dichas
afecciones actualmente solo se pueden tratar mediante la administracién de quimioterapia sistémica, causando este
régimen de tratamiento con frecuencia efectos secundarios severos para un potencial curativo limitado. Ademas,
incluso en el contexto de tumores primarios que parecen no haber metastatizado, con frecuencia se sigue
recomendando quimioterapia después de la cirugia y radiacion en caso de que se haya producido una extension
metastasica pero aun no es detectable. Esto es una practica particularmente comun en el contexto de canceres que
tradicionalmente se consideran agresivos, tales como canceres de mama y colon. La presente invencién ahora
proporciona una alternativa a la aplicacion de regimenes de tratamiento de quimioterapia sistémica agresivos. Como
la administracion sistémica del agente citotoxico de la presente invencién puede liberarse de una forma mas
localizada en tumores y se metaboliza mas eficazmente por las células neoplasicas, la aparicion de efectos
secundarios puede minimizarse mediante la administracién de dosis menores de la toxina celular.

En una realizacion, dicho tumor sélido es benigno.
En otra realizacion, dicho tumor sélido es maligno.

Preferentemente, dicho tumor sélido maligno es un tumor solido maligno metastasico. La referencia a “metastasico”
debe entenderse como una referencia a un tumor que ha experimentado metastasis o puede haber experimentado
metastasis.

En una realizacion, dicho tumor solido maligno es un tumor del sistema nervioso central, retinoblastoma,
neuroblastoma, tumor pediatrico, cancer de cabeza y cuello tal como cancer de células escamosas, cancer de mama
y prostata, cancer de pulmoén, canceres renales, tales como adenocarcinoma de células renales, cancer
esofagogastrico, carcinoma hepatocelular, neoplasia pancreaticobiliar, tal como adenocarcinomas y tumores de
células de islotes, cancer colorrectal, cancer cervical, cancer anal, cancer uterino o de otra parte del tracto
reproductor, cancer del tracto urinario, tal como de uréter o vejiga, tumor de células germinales tal como tumor de
células germinales testiculares o tumor de células germinales de ovario, cancer de ovario, tal como cancer epitelial
de ovario, carcinoma de tumor primario desconocido, malignidad asociada con la inmunodeficiencia humana, tal
como sarcoma de Kaposi, linfoma, leucemia, melanoma maligno, sarcoma, tumor endocrino, tal como de la glandula
tiroides, mesotelioma u otro tumor pleural o peritoneal, tumor neuroendocrino o tumor carcinoide.

Como se ha detallado anteriormente en el presente documento, la presente invencién se basa en la
coadministracién de una toxina celular con un material en forma de particulas estabilizado. Los intentos previos de
usar un material en forma de particulas, tales como nanoparticulas, para establecer como diana tumores con fines
de diagnostico o terapéuticos ha sido considerable, pero en el contexto de los agentes terapéuticos, de un éxito
minimo. Con los diagnoésticos, una penetracion relativamente superficial de las particulas en el tumor ha sido
suficiente para conseguir el objetivo de visualizar el tumor. Sin embargo, en términos de la liberacion de un agente
terapéutico, dicha penetracion superficial no ha sido suficiente para liberar de forma eficaz el agente en todo el
tumor, en particular en el interior del tumor. En relacién con los agentes terapéuticos, especificamente, la
conjugacion de particulas con una amplia diversidad de materiales diferentes ha fallado hasta ahora en el
cumplimiento de la promesa de conseguir una penetracion eficaz en el tumor, siendo esto un prerrequisito esencial
para que un agente terapéutico tenga alguna probabilidad de eficacia.

También se han hecho esfuerzos significativos para aprovechar el mayor efecto de permeabilidad y retencion (EPR)
de los tumores como medio para desarrollar un agente terapéutico eficaz. Este es un fenédmeno bien descrito basado
en la nocién de que ciertos tamafios de moléculas, tipicamente liposomas o farmacos macromoleculares, tienden a
acumularse preferentemente en el tejido tumoral. La explicacion general de este fendmeno es que, para que las
células tumorales crezcan rapidamente, deben estimular la produccién de vasos sanguineos. El VEGF y otros
factores de crecimiento estan implicados en la angiogénesis del cancer. Los agregados de células tumorales de
tamafios tan pequefios como 150-200 um se vuelven dependientes del suministro sanguineo llevado por el nuevo
sistema vascular para su suministro de nutrientes y oxigeno. Estos vasos tumorales recién formados normalmente
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son anomalos en forma y arquitectura. Comprenden células endoteliales defectuosas mal alineadas con amplias
fenestraciones, careciendo de una capa de musculo liso, o inervacién con una luz mas amplia, y receptores
funcionales alterados para la angiotensina Il. Ademas, los tejidos tumorales normalmente carecen de un drenaje
linfatico eficaz. Todos estos factores llevaran a una dinamica molecular y de transporte de fluidos anémala,
especialmente en el caso de los farmacos macromoleculares. Por consiguiente, se ha pensado que una forma de
conseguir una direccion selectiva del farmaco hacia los tumores soélidos es explotar estas anomalias del sistema
vascular del tumor en términos de la liberacion activa y selectiva de farmacos anticancerosos en tejidos tumorales,
definiendo notablemente el efecto EPR de los farmacos macromoleculares en tumores soélidos. Debido a su gran
tamafo molecular, los farmacos anticancerosos macromoleculares del tamafo de nanoparticulas administrados por
via intravenosa escapan a la eliminacién renal. Con frecuencia no pueden penetrar en las uniones endoteliales
estrechas de los vasos sanguineos normales, pero pueden extravasarse en el sistema vascular del tumor y quedar
atrapados en las proximidades del tumor. Sin embargo, el efecto EPR no se ha aprovechado de forma eficaz o
satisfactoria.

Se han disefiado diversas nanoparticulas que se dirigen a conseguir una endocitosis celular eficaz. Sin embargo,
aunque esto pueda conseguirse, el asunto de la penetracion en el tejido aun sigue siendo un problema aparte que,
hasta la fecha, no se ha solucionado de forma satisfactoria. La nocién general del uso de una nanoparticula como
vector para la liberacion de un farmaco se analiza ampliamente en la bibliografia, pero si no se consigue una
penetracion tumoral profunda, tiene un valor limitado.

Incluso cuando se consigue una distribucion eficaz en el tumor de un farmaco (por cualquier medio), un problema
adicional ha sido el hecho de que las células neoplasicas dentro de los tumores sélidos pueden presentar un
metabolismo ralentizado. Esto significa que incluso si un farmaco citotdxico penetra en esas células, si no se
metaboliza de forma eficaz tendra un impacto limitado sobre la viabilidad del tumor

Se considera que la presente invencidon consigue sus resultados terapéuticos tanto mediante una penetracion
profunda del tumor por el material en forma de particulas, que de esta manera permite la penetracién simultanea o
secuencial por una toxina celular, como permitiendo el metabolismo eficaz de la toxina para conseguir la muerte
celular. Ademas, sin limitar la presente invencién de forma alguna, se considera que esto puede deberse al material
en forma de particulas definido en el presente documento, gracias a su disefio, que actua regulando positivamente el
metabolismo celular que se ha ralentizado o esta latente.

La toxina celular de la presente invencion puede ser citostatica o citocida y se selecciona del grupo que consiste en
doxorrubicina, mitoxantrona, cisplatino, paclitaxel y 5-FU. Se apreciara por el experto en la materia que la presente
invencion puede disefiarse para liberar una toxina celular o multiples toxinas celulares (es decir, un “coctel” de
farmacos). La decision en relacion a como es mejor proceder puede tomarse por el experto en la materia como un
procedimiento rutinario. Por ejemplo, dependiendo del tipo de tumor, ciertos farmacos especificos o0 combinaciones
de farmacos se consideran particularmente deseables para el uso. Se apreciara que el conjunto de conocimientos
en relacion con las caracteristicas y uso de agentes citotoxicos es amplio y el experto en la materia podria disefar
un protocolo de administracién para satisfacer los parametros de la presente invencién como un procedimiento
rutinario.

Por lo tanto, la referencia a “toxina celular” en el presente documento debe entenderse como una referencia a
cualquier agente seleccionado del grupo que consiste en doxorrubicina, mitoxantrona, cisplatino, paclitaxel y 5-FU.

El material en forma de particulas estabilizado de acuerdo con la invenciéon puede mantenerse ventajosamente en
un estado dispersado a bajas concentraciones. La capacidad del material en forma de particulas de permanecer en
un estado dispersado en una serie diversa de vehiculos liquidos (incluyendo fluidos corporales) a una concentracion
relativamente baja, junto con la capacidad de adaptar el disefio del estabilizador a nivel molecular (por ejemplo, su
composicion y peso molecular) puede, sin desear limitarse por ninguna teoria en particular, jugar un papel para
permitir que el material en forma de particulas consiga la penetracion profunda de tumores sélidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “material en forma de particulas” pretende incluir el material
que es capaz de dispersarse por todo el vehiculo liquido y que presenta una superficie a la que puede asociarse el
estabilizador.

El material en forma de particulas de acuerdo con la invencién varia en tamafio de aproximadamente 10 nm a
aproximadamente 350 nm.

En una realizacion, dicho material en forma de particulas es de aproximadamente: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290 o 300 nm.

Al tener capacidad de dispersarse por todo el vehiculo liquido, se apreciara que el material en forma de particulas
sera suficientemente insoluble en el vehiculo liquido para permitir que la dispersion tenga una aplicacion eficaz.
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El material en forma de particulas puede estar en forma de particulas primarias, o en forma de una agregacion de
particulas primarias.

Para evitar cualquier duda, la referencia en el presente documento al “tamafio” del material en forma de particulas
pretende denotar un tamafio medio (al menos aproximadamente el 50 % en nimero) de las particulas basandose en
la mayor dimension de una particula dada. El tamafio del material en forma de particulas per se se determina en el
presente documento por Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Para evitar cualquier duda, cuando el material en forma de particulas esta en forma de una agregacion de particulas
primarias, la referencia al tamafo de dicho material pretende ser una referencia a la maxima dimension del
agregado, no a las particulas primarias que forman el agregado.

Aparte de tener utilidad medicinal en el contexto de la presente solicitud, no hay una limitacion particular sobre la
composicion del material en forma de particulas. El material en forma de particulas puede tener una composicion
organica o una composicion inorganica o una combinacion de las mismas. El material en forma de particulas puede
ser inorganico, organico o una combinacion de los mismos.

Los ejemplos de material en forma de particulas incluyen uno o mas de un metal, una aleacion metalica, una sal
metdlica, un complejo metalico, un 6xido metalico, un &xido inorganico, un isétopo radiactivo, una particula
polimérica y/o combinaciones de los mismos.

Los ejemplos mas especificos de materiales en forma de particulas incluyen oro, plata, boro y sales, complejos u
o6xidos de los mismos, carbonato calcico, sulfato de bario, 6xido de hierro, 6xido de cromo, éxido de cobalto, 6xido
de manganeso, 6xido de silicio, oxihidréxido de hierro, oxihidréxido de cromo, oxihidroxido de cobalto, oxihidréxido
de manganeso, diéxido de cromo, o6xidos de metales de transicion, polimeros tales como poliestireno,
poli(metacrilato de metilo) y poli(butadieno).

En algunas realizaciones de la invencion, se prefiere que el material en forma de particulas sea magnético. El
material en forma de particulas magnéticas que puede usarse de acuerdo con la invencién generalmente tendra un
tamafio menor de aproximadamente 350 nm. Los expertos en la materia apreciaran que la composicion y/o tamafio
de las particulas puede influir en sus propiedades magnéticas. El material en forma de particulas magnéticas
generalmente presentara propiedades ferromagnéticas, ferrimagnéticas o superparamagnéticas.

El tamafio especifico del material en forma de particulas magnéticas usado generalmente se dictara por la aplicacion
deseada de las composiciones. Para algunas aplicaciones, puede ser deseable que el material en forma de
particulas magnéticas tenga un tamafio menor de aproximadamente 300 nm, por ejemplo, menor de
aproximadamente 100 nm o menor de aproximadamente 50 nm.

No hay una limitacion particular sobre el tipo de material en forma de particulas magnéticas que puede usarse de
acuerdo con la invencion. Los ejemplos de materiales magnéticos adecuados incluyen, pero sin limitacion, hierro,
niquel, cromo, cobalto, 6xidos de los mismos o mezclas de cualquiera de estos. Los materiales preferidos en forma
de particulas magnéticas de oxido de hierro incluyen 6xido de hierro y (es decir y-Fe;O3, también conocido como
maghemita) y magnetita (FezOa).

En algunas aplicaciones, puede ser deseable usar un material magnético que es superparamagnético (es decir
particulas nanosuperparamagnéticas). Como se usa en el presente documento, el término “superparamagnético”
pretende hacer referencia a particulas magnéticas que no tienen las siguientes propiedades; (i) coercividad, (ii)
remanencia o (jii) un ciclo de histéresis cuando la tasa de cambio de un campo magnético aplicado es casi estatica.

El material magnético preferentemente se selecciona entre ferritas de formula general MO.Fe;O3 donde M es un
metal bivalente tal como Fe, Co, Ni, Mn, Be, Mg, Ca, Ba, Sr, Cu, Zn, Pt o mezclas de los mismos, u 6xidos del tipo
de magnetoplumbita de formula general MO.6Fe,O3 donde M es un ion bivalente grande, hierro metalico, cobalto o
niquel. Ademas, podrian ser particulas de Fe, Ni, Cr o Co puro u 6xidos de éstos. Como alternativa, podrian ser
mezclas de cualquiera de estos.

En una realizacion, el material en forma de particulas magnéticas es o comprende 6xido de hierro tal como
magnetita (FesO4) o maghemita (y-Fe2O3) con un tamafio de particulas preferentemente menor de 50 nm, por
ejemplo, entre 2 y 40 nm.

El material en forma de particulas usado de acuerdo con la invencién convenientemente puede prepararse usando
técnicas conocidas en este campo.

De acuerdo con la invencioén, el material en forma de particulas se mantiene en el estado dispersado por un
estabilizador. Por “mantenerse”, en este contexto, se entiende que, en ausencia del estabilizador, el material en
forma de particulas flocularia o sedimentaria en el vehiculo liquido como un sedimento. En otras palabras, el
estabilizador funciona reteniendo el material en forma de particulas en el estado dispersado.
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El material en forma de particulas esta en forma de una dispersion dentro de un vehiculo liquido, manteniéndose el
material en forma de particulas en el estado dispersado por un estabilizador. Por “estabilizador” se entiende un
agente que se asocia con el material en forma de particulas y ayuda a impedir que flocule o se convierta de otra
manera en no dispersado dentro del vehiculo liquido.

El estabilizador usado de acuerdo con la invencién comprende una parte de anclaje que (a) ancla el estabilizador al
material en forma de particulas y (b) es diferente del resto del estabilizador.

Por una “parte de anclaje” se entiende un resto, tal como un atomo o grupo de atomos acoplados covalentemente
que funciona anclando el estabilizador al material en forma de particulas.

Por parte de anclaje que “ancla” el estabilizador al material en forma de particulas se entiende que es la parte de
anclaje per se que encadena o une directamente el estabilizador al material en forma de particulas.

La parte de anclaje, por lo tanto, une el estabilizador al material en forma de particulas.

No hay ninguna limitacion particular en la forma en la que el estabilizador se ancla al material en forma de particulas.
Por ejemplo, puede acoplarse covalentemente al material en forma de particulas y/o fijarse al material en forma de
particulas a través de fuerzas electrostaticas, formacién de enlaces de hidrégeno, carga iénica, fuerzas de van der
Waals o cualquier combinacién de los mismos.

El estabilizador funciona impidiendo que el material en forma de particulas flocule o pierda la dispersién de otra
manera (es decir, se agregue) dentro del vehiculo liquido a través de mecanismos conocidos tales como repulsion
estérica, repulsion electrostérica y/o repulsion electrostatica.

Sin deseo de limitarse por ninguna teoria, se cree que el uso de un estabilizador de acuerdo con la invencion facilita
(i) el transporte del material en forma de particulas in vivo al sitio del tumor sélido, y/o (ii) la penetracion del material
en forma de particulas por todo el tumor sélido, y/o (iii) la captacion por subpoblaciones de células dentro del tumor
que de otra manera no acumularian dosis eficaces de la toxina celular.

Pueden usarse uno o mas estabilizadores de acuerdo con la presente invencion.

Por la parte de anclaje que es “diferente” del resto del estabilizador se entiende que la parte de anclaje tiene una
estructura o composicién molecular diferente de la del resto del estabilizador. En otras palabras, el estabilizador
tendra una parte de estabilizacion (es decir, la parte que funciona como resto de estabilizacion) y una parte de
anclaje (es decir, la parte que funciona fijando o uniendo el estabilizador al material en forma de particulas). La parte
de estabilizacién y la parte de anclaje son diferentes.

Al proporcionar el estabilizador con diferentes caracteristicas estructurales que dan lugar a las funciones de
estabilizacion y anclaje, se ha descubierto que puede mejorarse el efecto practico de las dos funciones. Sin deseo
de limitarse por ninguna teoria, se cree que una fuerte asociacion entre el material en forma de particulas y el
estabilizador (proporcionada por la parte de anclaje), en combinacidon con un resto de estabilizaciéon especializado,
permite que el material en forma de particulas se mantenga en un estado dispersado a lo largo de una serie diversa
de vehiculos liquidos a concentraciones muy bajas. Estas propiedades hacen que el material en forma de particulas
sea muy adecuado para mantenerse en un estado dispersado después de la administracion dentro de fluidos
corporales.

Los expertos en la materia apreciaran que los estabilizadores con una parte de anclaje Unica pueden funcionar de
forma diferente a los estabilizadores sin dicha parte de anclaje uUnica. Por ejemplo, un estabilizador tal como
polietilenglicol (PEG) puede adsorberse en la superficie de un material en forma de particulas y funcionar como
estabilizador. En ese caso, cualquier parte de la cadena de PEG que no tenga una parte de anclaje que es diferente
del resto del estabilizador se adsorbera de una forma aleatoria dando lugar a una capa de estabilizacion con
superficie no uniforme.

Por el contrario, al proporcionar un estabilizador con una parte estabilizadora y una disposicién de parte de anclaje
diferente, puede formarse ventajosamente una capa estabilizadora de superficie mas controlada y uniforme. Por
ejemplo, la presencia de la unica porciéon de anclaje puede promover en la superficie del material en forma de
particulas una capa estabilizadora en cepillo, en la que la parte de anclaje esta fijada a la superficie del material en
forma de particulas y el resto del estabilizador (es decir, la parte estabilizadora) se extiende desde la superficie del
material en forma de particulas al interior del soporte liquido, de forma similar a las cerdas que se extienden desde la
superficie de un cepillo (de ahi el nombre de capa estabilizadora “de cepillo”). Como ejemplo, el estabilizador de
PEG mencionado anteriormente podria funcionalizarse con uno o mas grupos de acido carboxilico en el extremo de
la cadena de PEG para proporcionar una parte de anclaje. La parte de anclaje funcionalizada con acido, que es
diferente del resto del estabilizador, puede entonces fijar o unir la cadena de PEG al material en forma de particulas
y permitir que se extienda libremente dentro del vehiculo liquido.
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Los estabilizadores adecuados pueden ser no idnicos, anidnicos, catidnicos o bipolares. De acuerdo con la
invencion, el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento polimérico de estabilizacion
estérica y una parte de anclaje, en donde dicha parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de
particulas y es diferente del resto del estabilizador, y en donde dicho segmento polimérico estérico es soluble en el
vehiculo liquido y comprende un grupo funcional i6nico terminal, preferentemente un cation. En un aspecto de la
divulgacion, el material en forma de particulas se mantiene en el estado disperso por un estabilizador estérico, en
donde el estabilizador estérico comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica y una parte de anclaje,
en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica es diferente de la parte de anclaje y en donde la parte de
anclaje une el estabilizador al material en forma de particulas.

De una manera similar a lo indicado anteriormente, el segmento polimérico de estabilizacion estérica funciona
estabilizando el material en forma de particulas dentro del vehiculo liquido, y la parte de anclaje funciona fijando el
estabilizador al material en forma de particulas. Al proporcionar al estabilizador diferentes caracteristicas
estructurales que dan lugar a las funciones de estabilizacion estérica y anclaje, se ha observado o que puede
mejorarse el efecto practico de las dos funciones.

De acuerdo con la invencion, el estabilizador tiene un segmento de estabilizacion polimérico.
El segmento de estabilizacion sera soluble en el vehiculo liquido.

En una realizacién, el segmento de estabilizacion polimérico comprende un polimero seleccionado entre
poliacrilamida, 6xido de polietileno, polihidroxietilacrilato, poli N-isopropilacrilamida, polidimetilaminoetilmetacrilato,
polivinil pirrolidona y copolimeros de los mismos.

En otra realizacion, la parte de anclaje comprende uno o mas grupos de acido carboxilico, uno o mas grupos fosfato,
uno o mas grupos fosfonato, uno o mas grupos fosfinato, uno o mas grupos tiol, uno o0 mas grupos tiocarboniltio, uno
0 mas grupos de acido sulfdrico, uno o mas grupos etoxisililo y combinaciones de los mismos.

En una realizacion, la parte de anclaje es un segmento polimérico de anclaje y al menos uno de los segmentos
poliméricos de anclaje y estabilizacion estérica comprende un resto polimerizado de uno o mas mondémeros
etilénicamente insaturados. Se cree que el empleo de al menos uno de dichos segmentos poliméricos aumenta las
propiedades de estabilizacion del estabilizador estérico.

En una realizacion, la parte de anclaje es un segmento polimérico de anclaje y al menos uno de los segmentos
poliméricos de estabilizacion estérica y de anclaje procede de uno o mas monémeros etilénicamente insaturados
que se han polimerizado por una técnica de polimerizacién en vivo. Se cree que el empleo de al menos uno de
dichos segmentos poliméricos aumenta las propiedades de estabilizacion del estabilizador estérico.

Por ser un estabilizador “estérico” se entiende que la estabilizacion del material en forma de particulas a lo largo del
vehiculo liquido se produce como resultado de fuerzas de repulsion estéricas. Habiendo dicho esto, el estabilizador
estérico puede presentar fuerzas de repulsion electrostaticas que también ayudan con la estabilizacién del material
en forma de particulas. La funcién de estabilizacion estérica del estabilizador usado de acuerdo con la invencién, por
lo tanto, juega un papel importante al permitir que el material en forma de particulas se mantenga en un estado
dispersado a lo largo de una serie diversa de vehiculos liquidos, incluyendo fluidos corporales.

En un aspecto de la divulgacion, el estabilizador usado comprende un grupo funcional ionizable que no forma parte
de la parte de anclaje y presenta dentro del vehiculo liquido una carga catiénica o aniénica. El estabilizador que
comprende dicho grupo o grupos funcionales ionizables (por ejemplo, amina o acido carboxilico) puede estar
presente en una cantidad que varia de aproximadamente un 2 % en peso a aproximadamente un 50 % en peso, o
de aproximadamente un 5 % en peso a aproximadamente un 40 % en peso con respecto al porcentaje en peso total
del estabilizador usado. El uso de este tipo de estabilizador proporciona estabilizacién elestrostérica. Se ha
observado que la presencia de dicho estabilizador sorprendentemente aumenta la penetracién del material en forma
de particulas.

En una realizacion, el estabilizador comprende un segmento polimérico de estabilizacion estérica que tiene un grupo
funcional ionizable terminal (es decir, en el extremo del segmento o cadena polimérica), de tal forma que se pueda
proporcionar un catién (por ejemplo, amina) o un anién (acido carboxilico). En una realizacion, el grupo funcional
ionizable proporciona un cation.

En un aspecto adicional de la divulgacion, el estabilizador comprende un segmento polimérico de estabilizacion
estérica que tiene un grupo funcional terminal seleccionado entre una amina, un acido carboxilico y un alcohol.

La cantidad de estabilizador usado con respecto al material en forma de particulas variara dependiendo de la

naturaleza del material en forma de particulas, particularmente su tamafo. Por ejemplo, 1 g de material en forma de
particulas de 5 nm requerira mas estabilizador que 1 g de material en forma de particulas de un micrémetro debido a
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su mayor superficie especifica. Los expertos en la materia podran determinar la cantidad de estabilizador requerida
para un material en forma de particulas dado.

En una realizacion, el estabilizador usado de acuerdo con la invencién comprende una estructura polimérica. No hay
una limitacion particular sobre el peso molecular del estabilizador, y esta caracteristica del estabilizador puede
dictarse en parte sobre el modo por el que se va a administrar la dispersion a un sujeto. El estabilizador puede tener,
por ejemplo, un peso molecular medio en nimero de hasta aproximadamente 160.000, o hasta aproximadamente
150.000, o hasta aproximadamente 100.000, o hasta aproximadamente 50.000.

En una realizacion, los estabilizadores usados de acuerdo con la presente invencién tendran un peso molecular
medio en numero relativamente bajo en comparacion con los estabilizadores usados convencionalmente para
estabilizar el material en forma de particulas.

En algunas realizaciones de la invencion, puede ser preferible que el peso molecular medio en ndmero del
estabilizador sea menor de aproximadamente 30.000, o menor de aproximadamente 20.000, o menor de
aproximadamente 10.000, o incluso menor de aproximadamente 5.000. El peso molecular medio en nimero del
estabilizador también puede variar de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 3.000.

Se ha observado que los estabilizadores usados de acuerdo con la invencion que tienen un peso molecular medio
en numero bastante bajo (por ejemplo, menor de aproximadamente 5.000, preferentemente en el intervalo de
aproximadamente 1.000 a aproximadamente 3.000) son particularmente eficaces para estabilizar un material en
forma de particulas in vivo.

Los valores de peso molecular mencionados en el presente documento son valores de peso molecular medio en
numero (Mn). Si es apropiado, el peso molecular debe determinarse usando cromatografia de exclusién molecular
(GPC). La GPC puede realizarse usando patrones de poliestireno para polimeros hidréfobos y patrones de éxido de
polietileno para polimeros hidréfilos.

Los expertos en la materia apreciaran que la determinacién del peso molecular para un copolimero en bloque puede
requerir procedimientos adicionales. Por ejemplo, puede ser util determinar el peso molecular del primer bloque
antes de afadir el segundo bloque. Si un bloque tiene un peso molecular menor de aproximadamente 3.000, esto
puede determinarse por espectroscopia de masas de tipo electrospray (EMS). En el caso de bloques de peso
molecular superior, puede emplearse GPC usando patrones de poliestireno para bloques hidréfobos y patrones de
6xido de polietileno para bloques hidroéfilos.

La determinacion del peso molecular de un copolimero de bloque global dependera tipicamente de la longitud de los
dos bloques y de sus caracteristicas de solubilidad. El peso molecular de los copolimeros de bloque de bajo peso
molecular puede determinarse por EMS como se ha mencionado anteriormente. En el caso de copolimeros de
bloque de mayor peso molecular para los que pueden encontrarse disolventes y patrones adecuados, puede usarse
GPC. Por ejemplo, si los dos bloques son hidréfobos y solubles, por ejemplo, en tetrahidrofurano (THF), la GPC
puede realizarse frente a patrones de poliestireno; si los dos bloques son hidrdéfilos y solubles, por ejemplo, en THF,
puede ser util usar patrones de 6xido de polietileno en lugar de patrones de poliestireno. Sin embargo, es posible
que los bloques de un copolimero de bloque sean demasiado distintos como para permitir un disolvente de
disolucion comun; la poli-acrilamida-b-poliestireno es un ejemplo de dicho copolimero de bloque. En este caso,
generalmente sera necesario preparar y caracterizar el primer bloque y después desarrollar el segundo bloque y
calcular el peso molecular del segundo bloque basandose en el grado de conversién de monémero en polimero.

Los estabilizadores usados de acuerdo con la invencidon ventajosamente pueden presentar propiedades de
estabilizacion de alta eficacia, ya que la estabilizacion del material en forma de particulas puede conseguirse tanto a
bajas como a altas concentraciones del material en forma de particulas dentro de un vehiculo liquido. Los
estabilizadores también pueden proporcionar dispersiones estables del material en forma de particulas a lo largo de
una serie diversa de vehiculos liquidos, tales como los que tienen una alta fuerza iénica (por ejemplo, solucion de
NaCl 0,15 M, e incluso tan alta como en una solucion saturada de NaCl a temperatura ambiente), y también en un
amplio intervalo de pH. Dichas propiedades hacen que las dispersiones sean particularmente adecuadas para
aplicaciones in vivo.

Sin deseo de limitarse por ninguna teoria, se cree que las propiedades de estabilizacion de alta eficacia que pueden
proporcionarse por los estabilizadores son el resultado, al menos en parte, de estabilizadores que comprenden una
parte de anclaje que esta separada y es diferente de la parte de estabilizacion y ancla de forma segura el
estabilizador al material en forma de particulas.

Por referencia al estabilizador que se “ancla” al material en forma de particulas, o en donde la parte de anclaje
“ancla” el estabilizador al material en forma de particulas, se entiende que el estabilizador se une de forma segura al
material en forma de particulas dentro de un vehiculo liquido y puede permanecer unido de esta manera en
ausencia de estabilizador libre en el vehiculo liquido, donde el vehiculo liquido tiene una alta fuerza iénica (por

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629 187 T3

ejemplo, solucién saturada de cloruro sédico acuoso), y/o donde el vehiculo liquido tiene una baja fuerza iénica (por
ejemplo, agua pura).

En anclaje del estabilizador al material en forma de particulas puede conseguirse como resultado de que la parte de
anclaje (1) se acopla covalentemente al material en forma de particulas y/o (2) se fija al material en forma de
particulas a través de fuerzas electrostaticas, formacion de enlaces de hidréogeno, carga iénica, fuerzas de Van der
Waals o cualquier combinacion de las mismas.

Como resultado de que los estabilizadores se anclen al material en forma de particulas, el material en forma de
particulas puede mantenerse en un estado dispersado dentro del vehiculo liquido a pesar de que esté presente a
una baja o alta concentracion y/o el vehiculo liquido tenga una baja o alta fuerza idnica. Por consiguiente, una
dispersion del material en forma de particulas en un vehiculo liquido de acuerdo con la invenciéon puede ser
ventajosamente estable (es decir, no flocula) en condiciones en las que convencionalmente el material en forma de
particulas estabilizado seria inestable (es decir, flocularia).

Los expertos en la materia apreciaran que los estabilizadores que no estan unidos covalentemente al material en
forma de particulas generalmente estabilizan y mantienen el material en forma de particulas en un estado
dispersado al existir en un estado de equilibrio entre el estado adsorbido y desorbido del material en forma de
particulas. Por consiguiente, cuando un estabilizador esta presente a una concentracion relativamente baja en un
vehiculo liquido dado, el equilibrio generalmente se desplaza a favor del estabilizador que se desorbe del material en
forma de particulas, lo cual a su vez da como resultado la floculaciéon del material en forma de particulas.

Cuando el anclaje se produce por el estabilizador que esta acoplado covalentemente al material en forma de
particulas, por supuesto puede no haber desorcion del estabilizador. Cuando el anclaje se produce por otros medios,
los estabilizadores usados de acuerdo con la presente invencion, sin embargo, se unen de forma firme al material en
forma de particulas y, por lo tanto, experimentan una desorcién pequefia o nula del material en forma de particulas,
aunque esté presente a baja concentracion dentro del vehiculo liquido. En otras palabras, cuando esta presente a
baja concentracion dentro del vehiculo liquido, el equilibrio de los estabilizadores adsorbidos usados de acuerdo con
la invencion esta fuertemente a favor del estabilizador que se adsorbe en el material en forma de particulas, lo cual,
a su vez, facilita que el material en forma de particulas se mantenga en un estado dispersado.

Puede realizarse un ensayo conveniente para confirmar la caracteristica de anclaje de los estabilizadores usados de
acuerdo con la invencion, que a su vez puede reflejar su capacidad de mantener el material en forma de particulas
en el estado dispersado requerido, diluyendo el material en forma de particulas estabilizado estérico a un 1 % de
soélidos usando un vehiculo liquido adecuado (tipicamente agua), centrifugando esta solucion de forma que los
soélidos formen un tapdn y después retirando el liquido sobrenadante para aislar el tapén sélido. El tapon sélido
después se combina con un vehiculo liquido adecuado (tipicamente agua) sin afiadir mas estabilizador para formar
de nuevo un 1 % de sdlidos. Después se afiade cloruro sédico a la solucion resultante para producir un 10 % en
peso de cloruro sédico. Si el material en forma de particulas puede redispersarse en esta solucion final y
permanecer dispersado durante al menos 1 hora, los estabilizadores estéricos se consideran anclados al material en
forma de particulas.

Por “segmento polimérico de estabilizacion estérica” se entiende un segmento o region del estabilizador estérico que
es polimérico (es decir, esta formado por la polimerizacién de al menos un tipo de monémero) y que proporciona la
funcién de estabilizacion estérica del estabilizador estérico. Por conveniencia, el segmento polimérico de
estabilizacion estérica puede denominarse en lo sucesivo segmento polimérico “A”.

Como se ha mencionado, el segmento polimérico de estabilizacion estérica funciona estabilizando el material en
forma de particulas por todo el vehiculo liquido al proporcionar fuerzas de repulsién estéricas.

Al ser polimérico, se apreciara que el segmento de estabilizacién estérica comprende restos de monomero
polimerizados. De esta manera, el segmento comprendera restos de mondémero polimerizados que dan lugar a las
propiedades de estabilizacion estérica requeridas. Los restos de mondédmero polimerizados que constituyen el
segmento polimérico de estabilizacion estérica pueden ser iguales o diferentes.

El segmento polimérico de estabilizaciéon estérica puede sustituirse con un resto (por ejemplo, un sustituyente
opcional como se define en el presente documento) o contener un resto de monémero polimerizado, que da lugar a
propiedades de estabilizacién electrostatica.

Para proporcionar el efecto de estabilizacion deseado, la parte de estabilizacién sera soluble en al menos el vehiculo
liquido. La solubilidad de una parte de estabilizacion dada en un vehiculo liquido dado puede determinarse
facilmente simplemente preparando la parte de estabilizaciéon en aislamiento y realizando un ensayo de solubilidad
adecuado en el vehiculo liquido elegido.

De forma similar, para proporcionar el efecto de estabilizacion estérica deseado, el segmento polimérico de
estabilizacion estérica sera soluble en al menos el vehiculo liquido. La solubilidad de un segmento polimérico de
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estabilizacion estérica dado en un vehiculo liquido dado puede determinarse facilmente simplemente preparando el
segmento polimérico en aislamiento y realizando un ensayo de solubilidad adecuado en el vehiculo liquido elegido.

El estabilizador en su conjunto puede ser soluble o no en el vehiculo liquido dado, pero aun asi presentara una parte
de estabilizaciéon que es soluble.

Los expertos en la materia tendran un conocimiento de materiales poliméricos que pueden emplearse como
segmento polimérico de estabilizacion estérica, en cuanto a los mondémeros que pueden polimerizarse para formar
dichos polimeros. Por ejemplo, los materiales poliméricos adecuados incluyen, pero sin limitacion, poliacrilamida,
o6xido de polietileno, polihidroxietilacrilato, poli N-isopropilacrilamida, polidimetilaminoetilmetacrilato, polivinil
pirrolidona y copolimeros de los mismos. De esta manera, los monémeros adecuados que pueden usarse para
formar el segmento polimérico de estabilizacion incluyen, pero sin limitacion, acrilamida, 6xido de etileno,
hidroxietilacrilato, N-isopropilacrilamida, dimetilaminoetilmetacrilato, vinilpirrolidona y combinaciones de los mismos.

El segmento polimérico de estabilizacién estérica particular usado como parte del estabilizador estérico, por
supuesto, dependera de la naturaleza del vehiculo liquido. Por ejemplo, si se usa un vehiculo liquido acuoso, el
segmento polimérico de estabilizacion estérica debe ser soluble en el medio acuoso. Los expertos en la materia
podran seleccionar un segmento polimérico de estabilizacion estérica apropiado para el vehiculo liquido elegido.

Al poder seleccionar un segmento polimérico de estabilizacién estérica especifico independiente de la parte de
anclaje, los estabilizadores estéricos usados de acuerdo con la invencidon pueden disefiarse ventajosamente a
medida para adecuarse a un vehiculo liquido particular y, por lo tanto, maximizar las propiedades de estabilizacion
del estabilizador estérico.

No hay una limitaciéon particular en relacion con la técnica de polimerizacion que puede usarse para preparar el
segmento polimérico de estabilizacion estérica. Las técnicas de polimerizacion viva han resultado ser
particularmente Utiles a este respecto. Los expertos en la materia apreciaran que la “polimerizacién viva” es una
forma de polimerizacion de adicion de radicales por la que el crecimiento de la cadena se propaga sin practicamente
ninguna transferencia de cadena y practicamente ninguna terminacion que dé lugar a cadenas poliméricas muertas.
Por “cadena polimérica muerta” se entiende una que no puede someterse a una adicion adicional de monémeros.

En una polimerizacion viva, tipicamente todas las cadenas poliméricas se inician al principio de la polimerizacion
iniciandose nuevas cadenas minimas en etapas posteriores de la polimerizacion. Después de este proceso de
iniciacion, todas las cadenas poliméricas en efecto crecen a la misma velocidad. Las caracteristicas y propiedades
de una polimerizacion viva generalmente incluyen (i) el peso molecular del polimero aumenta con la conversion, (ii)
hay una distribucion estrecha de longitudes de las cadenas poliméricas (es decir, son de peso molecular similar) y
(iii) pueden afiadirse mondmeros adicionales a la cadena polimérica para crear estructuras de copolimero de bloque.
De esta manera, la polimerizacion viva permite un control excelente sobre el peso molecular, la arquitectura de la
cadena de polimero y la polidispersidad del polimero resultante, que no pueden conseguirse con métodos de
polimerizacién no vivos.

Las técnicas de polimerizacion viva adecuadas pueden seleccionarse entre polimerizacion iénica y polimerizacion
por radicales libres controlada (CRP). Los ejemplos de CRP incluyen, pero sin limitacion, polimerizacion iniferter,
polimerizacién mediada por radicales libres estable (SFRP), polimerizacion por radicales con transferencia de
atomos (ATRP) y polimerizacion de transferencia de cadenas por adicién-fragmentacion reversible (RAFT).

El segmento polimérico de estabilizacion estérica puede formarse por la polimerizacién de un tipo de monémero o
una combinacion de dos o mas mondmeros diferentes. Por consiguiente, el segmento polimérico de estabilizacion
estérica puede ser un segmento homopolimérico o un segmento copolimérico.

Dado que el segmento polimérico de estabilizacién forma solo parte del estabilizador estérico, en lugar de definir el
segmento polimérico de estabilizacion estérica en términos de su peso molecular medio en ndmero, puede ser util
hacer referencia al nimero de unidades monoméricas polimerizadas que colectivamente forman el segmento. De
esta manera, aunque no hay una limitacion particular sobre el nimero de dichas unidades que forman
colectivamente el segmento polimérico de estabilizacion estérica, en algunas realizaciones de la invencién, puede
ser deseable que el estabilizador estérico tenga un peso molecular medio en numero relativamente bajo. En ese
caso, es preferible que el segmento polimérico de estabilizacion estérica tenga menos de aproximadamente 100,
mas preferentemente menos de aproximadamente 50, y aun mas preferentemente de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 unidades de resto de monémero polimerizadas que constituyen el segmento total.

Los estabilizadores estéricos usados de acuerdo con la invencion también comprenden una parte de anclaje. La
funcién de la parte de anclaje ya se ha mencionado. Siempre que el estabilizador pueda anclarse de manera
adecuada al material en forma de particulas y sea diferente del estabilizador estérico, no hay una limitacion
particular en relacion con la forma de la parte de anclaje.
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La parte de anclaje estara acoplada de forma covalente al segmento de estabilizacion estérica. Por comodidad, la
parte de anclaje puede representarse como “B”. El segmento polimérico de estabilizacion estérica y la parte de
anclaje pueden acoplarse covalentemente por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, el estabilizador estérico
puede describirse como uno que es o que comprende la estructura A-C-B, donde A representa el segmento
polimérico de estabilizacion estérica, B representa la parte de anclaje y C representa un resto de acoplamiento.
Como alternativa, el segmento polimérico de estabilizacion estérica y la parte de anclaje pueden acoplarse
directamente de forma covalente y, por lo tanto, el estabilizador puede describirse simplemente como uno que es o
que comprende la estructura A-B. En este caso, A representa el segmento polimérico de estabilizacion estérica y B
representa la parte de anclaje.

La parte de anclaje especifica usada, generalmente vendra dictada por la naturaleza del material en forma de
particulas al que se va a anclar. Los expertos en la materia podran seleccionar una parte de anclaje apropiada a unir
con la superficie de un material en forma de particulas dado.

Cuando se selecciona el segmento de estabilizacion estérica y la parte de anclaje, puede ser deseable considerar
las propiedades de estos componentes respectivos en el contexto de la aplicacion de la dispersion deseada. Por
ejemplo, uno o tanto el elemento de estabilizacion estérica como la parte de anclaje pueden seleccionarse de tal
forma que sean biodegradables y/o biocompatibles.

La parte de anclaje puede estar presente como uno o mas restos que forman un enlace covalente con el material en
forma de particulas para acoplar covalentemente el estabilizador al material en forma de particulas. Por ejemplo, la
parte de anclaje (en un estado anclado), puede proceder de un resto tiol (-SH) que acopla covalentemente el
estabilizador al material en forma de particulas a través de un enlace -S-. En otras palabras, el estabilizador usado
comprende un resto tiol, pero se acoplara de forma covalente a la particula a través de un enlace -S-. Por
consiguiente, la referencia a un estabilizador “usado” de acuerdo con la invencién pretende ser una referencia a la
forma del estabilizador antes de que se ancle al material en forma de particulas.

La parte de anclaje puede ser un segmento polimérico o, en otras palabras, un segmento polimérico de anclaje. De
esta forma, el anclaje del estabilizador al material en forma de particulas generalmente no sera por medio de un
acoplamiento covalente, sino mas bien por medio de fuerzas electrostaticas, formacion de enlaces de hidrégeno,
carga ionica, fuerzas de Van der Waals o cualquier combinacion de las mismos.

Por “segmento polimérico de anclaje” se entiende un segmento o region de estabilizador estérico que es polimérica y
que tiene afinidad por la superficie del material en forma de particulas y funciona anclando o uniendo el estabilizador
estérico al material en forma de particulas. Por comodidad, el segmento polimérico de anclaje también puede
representarse como “B”.

Al ser polimérico, se apreciara que el segmento de anclaje comprende restos de mondmeros polimerizados. El
segmento comprendera restos de mondmeros polimerizados que dan lugar al anclaje requerido al material en forma
de particulas. Los restos de mondmero polimerizados que constituyen el segmento polimérico de anclaje pueden ser
iguales o diferentes.

El segmento polimérico de anclaje puede presentar multiples sitios para unir interacciones con el material en forma
de particulas y se considera que esta propiedad permite que el estabilizador se ancle firmemente al material en
forma de particulas a pesar de no estar covalentemente acoplado al mismo.

Generalmente, el segmento polimérico de anclaje tendra al menos dos restos de mondémero polimerizados que
proporcionan, cada uno, un sitio para la unién con el material en forma de particulas, preferentemente al menos tres,
mas preferentemente al menos cinco, aun mas preferentemente al menos siete y aun mas preferentemente al
menos diez de dichos restos de mondmero polimerizados. No todos los restos de mondmero polimerizados que
constituyen el segmento polimérico de anclaje se requieren necesariamente para dar lugar a una interaccion de
union con el material en forma de particulas, pero generalmente se prefiere que la mayoria, si no todos los restos de
monoémero polimerizados que constituyen el segmento polimérico de anclaje den lugar a una interaccidon de union
con el material en forma de particulas.

Por lo tanto, el segmento polimérico de anclaje puede describirse como un segmento que tiene multiples sitios que
colectivamente anclan el estabilizador al material en forma de particulas. Aunque un sitio de unién dado solo
proporcione una interaccion relativamente débil con el material en forma de particulas, la presencia de multiples de
estos sitios dentro del segmento le permite como un conjunto unirse de forma firme con el material en forma de
particulas.

El segmento polimérico de anclaje también puede sustituirse con un resto (por ejemplo, un sustituyente opcional

como se define en el presente documento) que puede dar lugar o no a una interacciéon de unién con el material en
forma de particulas.
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El segmento polimérico de anclaje especifico usado generalmente se dictara por la naturaleza del material en forma
de particulas al que se une.

Cuando se describe la interaccion del segmento polimérico de anclaje con el material en forma de particulas, puede
ser conveniente hacer referencia al caracter hidrofilo e hidrofobo del segmento y el material en forma de particulas.
De esta manera, en general, se produciran interacciones de unién adecuadas cuando el segmento y el material en
forma de particulas tengan un caracter hidréfilo o hidréfobo similar. Por ejemplo, cuando el material en forma de
particulas tiene una superficie relativamente hidrofila (por ejemplo, su superficie puede humedecerse con agua),
entonces debe conseguirse una buena union usando el segmento polimérico de anclaje que tiene caracter hidréfilo
(por ejemplo, en su forma aislada, el segmento seria soluble en un medio acuoso).

Dicho ejemplo podria darse cuando el material en forma de particulas es de un tipo que puede formar una carga en
su superficie. En este caso, puede ser deseable que el segmento comprenda restos polimerizados de monémeros
que también pueden formar una carga (por ejemplo, restos de un monémero ionizable) para promover la unién
idnica entre el segmento y el material en forma de particulas. La promocion de la formacion de dichas especies
cargadas podria facilitarse ajustando el pH del vehiculo liquido en el que residen el estabilizador y el material en
forma de particulas.

Por la expresion “monémero ionizable” se entiende que el monémero comprende un grupo funcional que puede
ionizarse en solucion para formar un grupo catiénico o anionico. Dichos grupos funcionales generalmente seran
capaces de ionizarse en condiciones acidas o basicas mediante la pérdida o aceptacion de un protén. En general,
los grupos funcionales son grupos acidos o grupos basicos (es decir, grupos que pueden donar o aceptar un atomo
de H, respectivamente). Por ejemplo, un grupo funcional de acido carboxilico puede formar un anion carboxilato en
condiciones basicas, y un grupo funcional amina puede formar un cation de amonio cuaternario en condiciones
acidas. Los grupos funcionales también pueden ser capaces de ionizarse a través de un proceso de intercambio de
iones.

Los ejemplos de mondmeros ionizables adecuados que tienen grupos acidos incluyen, pero sin limitacion, acido
metacrilico, acido acrilico, acido itacénico, acidos p-estireno carboxilicos, acidos p-estireno sulfénicos, acido vinil
sulfénico, acido vinil fosférico, monoacriloxietil fosfato, 2-(metacriloiloxi)etil fosfato, acido etacrilico, acido alfa-
cloroacrilico, acido croténico, acido fumarico, acido citracénico, acido mesacoénico y acido maleico. Los ejemplos de
monomeros ionizables adecuados que tienen grupos basicos incluyen, pero sin limitacién, 2-(dimetilamino)etil y
propil acrilatos y metacrilatos, y los 3-(dietilamino)etil y propil acrilatos y metacrilatos correspondientes.

Los expertos en la materia podran seleccionar un segmento polimérico de anclaje apropiado para unir con la
superficie de un material en forma de particulas dado.

Al poder seleccionar un segmento polimérico de anclaje especifico independiente del segmento polimérico de
estabilizacion estérica, los estabilizadores estéricos usados de acuerdo con la invencién pueden disefharse
ventajosamente a medida para adecuarse a un material en forma de particulas particular y de esta manera
maximizar las propiedades de anclaje del estabilizador estérico. Por ejemplo, puede ser deseable que el segmento
polimérico de anclaje comprenda grupos funcionales de acido carboxilico, fosfinato, fosfonato y/o fosfato. Cuando el
material en forma de particulas al que se une el segmento de anclaje comprende hierro (por ejemplo, material en
forma de particulas de oxido de hierro magnético), puede ser deseable que el segmento comprenda grupos
funcionales fosfinato, fosfonato y/o fosfato. Dichos segmentos generalmente se formaran usando monémeros que
comprenden los grupos funcionales de fosforo.

Los expertos en la materia apreciaran la diversidad de materiales poliméricos que pueden emplearse como
segmento polimérico de anclaje, en cuanto a los monémeros que pueden polimerizarse para formar dichos
polimeros. Por ejemplo, los materiales poliméricos adecuados incluyen, pero sin limitacién, acido poliacrilico, acido
polimetacrilico, poliestireno, acido poliitacénico, acidos poli-p-estireno carboxilicos, acidos poli-p-estireno sulfénicos,
acido polivinil sulfénico, acido polivinil fosfénico, poli-monoacriloxietil fosfato, poli-2-(metilacriloiloxi) etil fosfato, acido
polietacrilico, acido poli-alfa-cloroacrilico, acido poli-croténico, acido polifumarico, acido policitracénico, acido
polimesaconico, acido polimaleico, poli-2-(dimetil amino) etil y propil acrilatos y metacrilatos, los poli-3-(dietilamino)
etil y propil acrilatos y metacrilatos correspondientes, polimeros de acrilato y metacrilato hidréfobos,
polidimetilaminoetilmetacrilato y copolimeros de los mismos. De esta manera, los monémeros adecuados que
pueden usarse para formar el segmento polimérico de anclaje incluyen, pero sin limitacion, acido acrilico, acido
metacrilico, acido itaconico, acidos p-estireno carboxilicos, acidos p-estireno sulfénicos, acido vinil sulfénico, acido
vinil fosfénico, monoacriloxietilfosfato, 2-(metilacriloiloxi) etil fosfato, acido etacrilico, acido alfa-cloro-acrilico, acido
croténico, acido fumarico, acido citraconico, acido mesacoénico, acido maleico, 2-(dimetilamino) etil y propil acrilatos y
metacrilatos, los 3-(dietilamino) etil y propil acrilatos y metacrilatos correspondientes, estireno, monémeros de
acrilato y metacrilato hidrofobos, dimetilaminoetilmetacrilato y combinaciones de los mismos.

Las técnicas de polimerizacién viva tales como las descritas en el presente documento han resultado ser
particularmente Utiles para preparar el segmento polimérico de anclaje.
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Cuando la parte de anclaje es un segmento polimérico de anclaje, al menos uno de los segmentos poliméricos de
estabilizacion estérica y anclaje puede proceder de uno o mas mondmeros etilénicamente insaturados que se han
polimerizado por una técnica de polimerizacion viva. Cuando solo uno de los segmentos se obtiene de esta manera,
sera preferible el segmento polimérico de anclaje.

El segmento polimérico de anclaje puede formarse por la polimerizacién de un tipo de monémero o una combinacion
de dos o0 mas monémeros diferentes. Por consiguiente, el segmento polimérico de anclaje puede ser un segmento
homopolimérico o un segmento copolimérico.

Dado que el segmento polimérico de anclaje puede formar solo parte del estabilizador estérico, en lugar de definir el
segmento polimérico de anclaje en términos de su peso molecular medio en numero, en su lugar puede ser util
hacer referencia al nimero de unidades monoméricas polimerizadas que colectivamente forman el segmento. De
esta manera, aunque no hay una limitacion particular sobre el nimero de dichas unidades que colectivamente
forman el segmento polimérico de anclaje, en algunas realizaciones de la invencidon puede ser deseable que el
estabilizador estérico tenga un peso molecular medio en nimero relativamente bajo. En este caso, es preferible que
el segmento polimérico de anclaje tenga menos de aproximadamente 100, mas preferentemente menos de
aproximadamente 40, ain mas preferentemente menos de aproximadamente 30, incluso mas preferentemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 25, y ain mas preferentemente de aproximadamente 5 a aproximadamente
15 unidades de restos de monémeros polimerizadas que constituyen el segmento global.

Cuando se selecciona el segmento polimérico de estabilizacion estérica y anclaje, o los monémeros que pueden
usarse para prepararlos, puede ser deseable considerar las propiedades de los segmentos poliméricos respectivos
en el contexto de la aplicacion deseada de la dispersion. Por ejemplo, pueden seleccionarse uno o los dos
segmentos poliméricos de tal forma que sean biodegradables y/o biocompatibles.

Siempre que las funciones del estabilizador sean como se describen en el presente documento, no hay ninguna
limitacién particular sobre como deben disponerse espacialmente el segmento polimérico de estabilizacion y el
segmento polimérico de anclaje.

El segmento polimérico de estabilizacién estérica y el segmento polimérico de anclaje pueden acoplarse entre si por
cualquier medio adecuado para formar el estabilizador estérico usado de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, el
estabilizador estérico puede describirse como uno que es o que comprende la estructura A-C-B, donde A representa
el segmento polimérico de estabilizacion estérica, B representa el segmento polimérico de anclaje y C representa un
resto de acoplamiento. Como alternativa, el segmento polimérico de estabilizacién estérica y el segmento polimérico
de anclaje pueden acoplarse directamente entre si a través de un enlace covalente y, por lo tanto, el estabilizador
puede describirse simplemente como un estabilizador que es o que comprende un copolimero de bloque A-B. En
este caso, A representa el segmento polimérico de estabilizacion estérica y B representa el segmento polimérico de
anclaje.

Por la descripcion anterior se apreciara que cada uno de A y B pueden ser independientemente un homopolimero o
un copolimero (por ejemplo, aleatorio, de bloque, gradual, etc.). El estabilizador puede comprender mas de un
segmento polimérico de estabilizacion estérica (A) y mas de un segmento polimérico de anclaje (B). Por ejemplo, el
estabilizador puede describirse como que es o comprende un copolimero de bloque A-B-A. En este caso, cada A
representa el segmento polimérico de estabilizacion estérica, que puede ser igual o diferente, y B representa el
segmento polimérico de anclaje. El estabilizador también podria describirse como uno que es o que comprende un
copolimero de bloque B-A-B, donde cada B representa el segmento polimérico de anclaje, que puede ser igual o
diferente, y A representa el segmento polimérico de estabilizacion estérica que tiene una longitud de cadena
suficiente tal que forma un “bucle” que se extiende al interior de vehiculo liquido y realiza su papel de estabilizacion.

El estabilizador también puede tener estructuras mas complejas tales como estructuras de polimero en estrella y
peine. En ese caso, el segmento polimérico de anclaje B podria representar el esqueleto polimérico principal de
dichas estructuras, uniéndose al mismo multiples segmentos poliméricos de estabilizacion A.

La interaccion de un estabilizador estérico usado de acuerdo con la invencion (en forma de una estructura de
copolimero de bloque A-B) con el material en forma de particulas en el vehiculo liquido podria ilustrarse en el
esquema no simplificado a escala mostrado en la Figura 13.

Haciendo referencia a la Figura 13, el estabilizador estérico representado por un copolimero de bloque A-B presenta
una afinidad hacia la superficie del material en forma de particulas (P) a través del segmento polimérico de anclaje
(B). El segmento polimérico de anclaje (B), por lo tanto, fija el estabilizador estérico al material en forma de
particulas. El segmento polimérico de anclaje (B) proporciona multiples sitios para unir sitios para interacciones de
union entre el segmento y el material en forma de particulas. El segmento polimérico de estabilizacion estérica (A),
que es diferente del segmento (B), es soluble en el vehiculo liquido y funciona manteniendo el material en forma de
particulas dispersado a lo largo de todo el vehiculo liquido. Se apreciara que, en la practica, la superficie del material
en forma de particulas tendra muchos estabilizadores estéricos fijados al mismo y que estos se han omitido de la
ilustracion de la Figura 13 por claridad.
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En la Figura 14 se muestra una ilustracion similar a la de la Figura 13 en la que el estabilizador estérico usado de
acuerdo con la invencién esta en forma de un copolimero de bloque A-B-A.

Al menos uno de los segmentos poliméricos de estabilizacion estérica y anclaje pueden proceder de uno o mas
mondmeros etilénicamente insaturados que se han polimerizado por una técnica de polimerizacion viva tal como
polimerizaciéon iénica, polimerizacion iniferter, polimerizacion SFRP, ATRP y RAFT. De estas técnicas de
polimerizacién viva, se prefiere la polimerizacion RAFT.

El estabilizador usado de acuerdo con la invencidon puede prepararse y después usarse para estabilizar el material
en forma de particulas. Como alternativa, un resto puede anclarse al material en forma de particulas y ese resto
usarse para facilitar la polimerizacion del monémero de forma que crezca el estabilizador hacia el exterior del
material en forma de particulas.

Los expertos en la materia apreciaran que el estabilizador seleccionado para su uso de acuerdo con la invencion
puede depender de la naturaleza del material en forma de particulas que se estabiliza y la forma en la que se
administra a un sujeto. Por ejemplo, si el material en forma de particulas se va a administrar por via intravenosa y es
necesario que se mantenga en circulacion durante algun tiempo, puede ser necesario que el estabilizador sea un
estabilizador estérico como se describe en el presente documento.

Si el material en forma de particulas se va a administrar por via oral y necesita permanecer estable en las
condiciones de elevada acidez del estdbmago, también puede ser necesario que el estabilizador sea un estabilizador
estérico como se describe en el presente documento, por ejemplo, un estabilizador estérico que comprende
poliacrilamida.

Por el material en forma de particulas que se “dispersa por todo” un vehiculo liquido se entiende que el material en
forma de particulas se presenta como una fase dispersa por todo el vehiculo liquido que, por si mismo, con respecto
al material en forma de particulas, se presenta como una fase o medio liquido continuo. En otras palabras, la
composicién podria describirse como una composicién que comprende una suspensién o dispersion del material en
forma de particulas por todo el vehiculo liquido.

Como se usa en el presente documento, el término “liquido” en el contexto del vehiculo liquido pretende hacer
referencia a un vehiculo en el que el material en forma de particulas se dispersa completamente y que esta en un
estado liquido al menos a la temperatura de uso deseada en los métodos de la invencion. Tipicamente, un vehiculo
liquido se considerara en un estado “liquido” si, en ausencia de un estabilizador, el material en forma de particulas
dispersado por todo el vehiculo puede flocular o sedimentar en el vehiculo para formar un sedimento. En otras
palabras, si el material en forma de particulas puede moverse de una forma relativamente libre en el vehiculo,
entonces se considera “liquido”.

El vehiculo liquido puede estar hecho de uno o mas liquidos diferentes. Se describen vehiculos liquidos
farmacologicamente aceptables adecuados en Martin, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, (1990). En general, el vehiculo liquido sera un vehiculo liquido acuoso. Las soluciones
acuosas o salinas solubles y las soluciones acuosas de dextrosa y glicerol preferentemente se emplean como
vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables.

La dispersion puede comprender uno o mas aditivos farmacolégicamente aceptables conocidos por los expertos en
la materia. Por ejemplo, el vehiculo liquido puede comprender uno o mas aditivos tales como agentes humectantes,
agentes antiespumantes, tensioactivos, tampones, electrolitos y conservantes.

La naturaleza particular del vehiculo liquido y cualquier aditivo presente en el mismo (si esta presente), dependera
en parte de la aplicacion deseada de la composiciéon. Los expertos en la materia podran seleccionar un vehiculo
liquido y aditivo (si esta presente) adecuado para la aplicacion deseada de la dispersion.

También debe entenderse que el material en forma de particulas y/o el estabilizador (estérico) también pueden
acoplarse a un ligando para efectuar una direccion mas especifica a un tumor. Esto no sera aplicable
necesariamente en todas las situaciones, pero en la medida en que exista una molécula diana apropiada para un
tumor dado, esto puede proporcionar una especificidad adicional util.

Aunque la nocion general de la terapia dirigida no es nueva, hasta la fecha el éxito de la terapia dirigida ha estado
limitado debido al cumplimiento de los criterios que se han requerido de una molécula diana potencial, siendo estos:

(i) localizacion en la superficie celular

(ii) alta densidad de la molécula en la superficie celular

(iii) ausencia de internalizacion de la molécula; y

(iv) ausencia de un desprendimiento de antigeno apreciable desde la superficie celular.
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Existen limitaciones en términos de la identificacion de dichas moléculas, en particular antigenos que también son
idealmente especificos de tumor. Sin embargo, en la medida en que dichas dianas se conocen para una situacion
dada, pueden explotarse de forma util.

Para este fin, la referencia a un “ligando” debe entenderse como una referencia a cualquier molécula que tiene
especificidad (no necesariamente especificidad exclusiva, aunque esto es preferible) y afinidad de union por una
molécula de tumor. Los ejemplos de ligandos incluyen moléculas inmunointeractivas, agentes peptidomiméticos,
metales lantanidos (que interaccionan con especies de ARN), sustratos enzimaticos (que interaccionan con enzimas
relacionadas con la muerte celular) y putrescina (que interacciona con transglutaminasa de tejidos). En una
realizacion, el ligando es una molécula inmunointeractiva. Aunque una molécula inmunointeractiva preferida es una
molécula de inmunoglobulina, la presente invencion se extiende a otras moléculas inmunointeractivas tales como
fragmentos de anticuerpo, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos desinmunizados incluyendo anticuerpos
humanizados y moléculas de unién a antigeno asociadas con células T (TABM). Mas preferentemente, la molécula
inmunointeractiva es un anticuerpo tal como un anticuerpo policlonal o monoclonal. Debe entenderse que el ligando
objeto puede enlazarse, unirse o asociarse de otra manera a cualquier otra molécula proteica o no proteica o célula.

El ligando se “dirige a” la molécula tumoral. Debe entenderse que el ligando puede no exhibir necesariamente una
exclusividad completa, aunque es preferible. Por ejemplo, se sabe que los anticuerpos algunas veces presentan
reaccion cruzada con otros antigenos. Un determinante o epitopo antigénico incluye la parte de la molécula a la que
puede dirigirse una respuesta inmunitaria. El determinante antigénico o epitopo puede ser un epitopo de células B o,
cuando sea apropiado, una molécula de unién a un receptor de células T.

La presente invencion también puede disefiarse de tal forma que un ligando se dirija a una o mas moléculas
tumorales. Por consiguiente, la presente invencion puede disefiarse para administrar dos o mas ligandos dirigidos a
diferentes dianas, por ejemplo, como medio para aumentar la dosis de toxina celular que se libera a una poblacién
de células neoplasicas. También proporciona un medio conveniente para liberar simultdneamente dos toxinas
diferentes.

Cuando se usa, el ligando puede estar unido directamente al material en forma de particulas o puede estar unido
indirectamente al material en forma de particulas formando parte del estabilizador estérico. Por ejemplo, el ligando
puede estar unido al estabilizador estérico.

Los expertos en la materia apreciaran que el material en forma de particulas dispersado usado de acuerdo con la
invencion presentara un diametro hidrodinamico dentro del vehiculo liquido. El diametro hidrodinamico es la
distancia o tamafio que deriva del material en forma de particulas per se y los estabilizadores estéricos asociados
con el material en forma de particulas. Esto puede explicarse mas claramente haciendo referencia a la Figura 15 en
la que el material en forma de particulas per se (10) esta dispersado dentro de un vehiculo liquido (no mostrado) por
estabilizadores (estéricos) (20). Por lo tanto, puede verse que el diametro hidrodinamico (30) del material en forma
de particulas dispersado representa el diametro producido por una combinacion del material en forma de particulas y
los estabilizadores (estéricos). Cuando el material en forma de particulas dispersado no tiene una forma simétrica, el
diametro hidrodinamico se considerara el mayor diametro hidrodinamico presentado por el material en forma de
particulas dispersado.

Sin deseo de limitarse por ninguna teoria, se cree que el diametro hidrodinamico del material en forma de particulas
dispersado también puede jugar un papel para facilitar la penetracion profunda del material en forma de particulas
dentro de tumores.

En una realizacién, el diametro hidrodinamico del material en forma de particulas dispersado es menor de
aproximadamente 500 nm, es menor de aproximadamente 350 nm, menor de aproximadamente 250 nm, menor de
aproximadamente 100 nm, menor de aproximadamente 50 nm, menor de aproximadamente 25 nm o menor de
aproximadamente 15 nm.

En una realizacién adicional, el diametro hidrodinamico del material en forma de particulas dispersado es
aproximadamente: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210,
220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290 o 300 nm.

Para evitar cualquier duda, la referencia en el presente documento al “diametro hidrodinamico” del material en forma
de particulas dispersado pretende indicar un diametro medio (al menos aproximadamente un 50 % en nimero) del
material en forma de particulas dispersado. El diametro hidrodinamico del material en forma de particulas dispersado
se determina en el presente documento por cromatografia hidrodinamica (HDC, PL-PSDA (Polymer Laboratories)).

Debe entenderse que la referencia en el presente documento a un “sujeto” incluye seres humanos, primates,
animales de granja (por ejemplo, ovejas, cerdos, vacas, caballos, burros), animales de ensayo de laboratorio (por
ejemplo, ratones, conejos, ratas, cobayas), animales de compafiia (por ejemplo, perros, gatos) y animales salvajes
cautivos (por ejemplo, zorros, canguros, ciervos). Preferentemente, el mamifero es un ser humano.
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Debe entenderse que el término “tratamiento” no implica necesariamente que el sujeto se trata hasta la recuperacion
total. Por consiguiente, el tratamiento incluye la reduccion de la gravedad de una afeccion existente, la mejora de los
sintomas de una afeccion particular o la prevencion o reduccidon de otra manera del riesgo de desarrollar una
afeccion particular.

Una “cantidad eficaz” significa una cantidad necesaria al menos parcialmente para conseguir la respuesta deseada,
o para retrasar el inicio o inhibir el progreso o detener totalmente, el inicio o progreso de una afeccion particular a
tratar. La cantidad varia dependiendo de la salud y el estado fisico del individuo a tratar, el grupo taxondémico del
individuo a tratar, el grado de proteccion deseado, la formulaciéon de la composicion, la evaluacion de la situacion
médica y otros factores relevantes. Es de esperar que la cantidad caiga en un intervalo relativamente amplio que
puede determinarse a través de ensayos rutinarios.

En un aspecto relacionado de la presente invencion, el sujeto que se somete a tratamiento puede ser cualquier ser
humano o animal que necesite tratamiento terapéutico. A este respecto, la referencia en el presente documento al
“tratamiento” debe considerarse en su contexto mas amplio. El término “tratamiento” no implica necesariamente que
un mamifero se trate hasta la recuperacion total. Por consiguiente, el tratamiento incluye la mejora de los sintomas
de una afeccién particular o la prevencion o reduccion de otra manera del riesgo de desarrollar una afeccion
particular. El “tratamiento” también puede reducir la gravedad de una afeccion existente.

La administracion del material en forma de particulas y la toxina celular, en forma de composiciones farmacéuticas,
puede realizarse por cualquier medio conveniente. Se contempla que la composicién farmacéutica presenta
actividad terapéutica cuando se administra en una cantidad que depende del caso particular. La variaciéon depende,
por ejemplo, del ser humano o animal y el agente particular, material en forma de particulas y toxina seleccionada
para el uso. Puede ser aplicable un amplio intervalo de dosis. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para
proporcionar la respuesta terapéutica éptima.

Las vias de administracion incluyen, pero sin limitacion, la via respiratoria, intratraqueal, nasofaringea, intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, intracraneal, intradérmica, intramuscular, intraocular, intratecal, intracerebral, intranasal,
infusion, oral, rectal mediante un parche de goteo IV e implante. La particula también puede administrarse
directamente al tumor.

Las composiciones de acuerdo con la invencion comprenden material en forma de particulas farmacolégicamente
aceptable dispersado a través de un vehiculo liquido farmacolégicamente aceptable. Por “farmacolégicamente
aceptable” se entiende que el material en forma de particulas, vehiculo liquido u otro constituyente de la
composicion (por ejemplo, el estabilizador estérico) es adecuado para la administracion a un sujeto por si mismo. En
otras palabras, la administracion del material en forma de particulas, vehiculo liquido u otro constituyente de la
composicion a un sujeto no dara como resultado una toxicidad inaceptable, incluyendo respuestas alergénicas y
patologias.

Solo como guia, un experto en la materia puede considerar “farmacolégicamente aceptable” una entidad aprobada
por una agencia reguladora de un gobierno federal o estatal o indicada la Farmacopea de Estados Unidos u otra
farmacopea reconocida generalmente para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

Habiendo dicho esto, los expertos en la materia apreciaran que la idoneidad de una composicién para administracion
a un sujeto y si un material en forma de particulas o vehiculo liquido dado se consideraria farmacolégicamente
aceptable o no, dependera en alguna medida del modo de administraciéon seleccionado. De esta forma, puede ser
necesario considerar el modo de administracién cuando se evalla si una composicion dada es adecuada para la
administracion a un sujeto o es farmacolégicamente aceptable.

Las formas farmacéuticas preferentemente son adecuadas para su uso inyectable e incluyen soluciones acuosas
estériles (cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
soluciones o dispersiones inyectables estériles. Deben ser estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y deben estar conservadas frente a la acciéon contaminante de microorganismos tales como
bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los
mismos y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de las
dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. Las prevenciones de la accion de microorganismos pueden
producirse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlicares o
cloruro sadico. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede producirse mediante el uso en las
composiciones de agentes que retrasen la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el

disolvente apropiado con diversos de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos principios activos
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esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los demas ingredientes requeridos
entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son, secado al vacio y la técnica de liofilizaciéon, que produce un
polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de la solucion filtrada de forma estéril
previamente del mismo.

De acuerdo con la invencion, el material en forma de particulas estabilizado y la toxina celular se formulan en dos
formulaciones distintas.

La presente invencion se describe adicionalmente haciendo referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de
poli(monoacriloxietil fosfato)+o-bloque-poli(acrilamida)zo.

Parte (a): preparacién de ferrofluido acuoso diluido estable en medio acido.

Se produjeron nanoparticulas de magnetita siguiendo el método de Massart (Preparation of aqueous magnetic
liquids in alkaline and acidic media. IEEE Transactions on Magnetics, 1981. MAG-17(2): p. 1247-1248). En una
reaccion tipica, se mezclaron 80 ml de FeCl;.6H.O 1 M en HCI 2 M y 40 ml de FeCl.4H,O 1 M en HCI 2 M en un
vaso de precipitados de 2 litros y la mezcla se diluyo a 1,2 litros con agua MQ. Después se afiadieron rapidamente
250 ml de NH4 OH (28 % (p/p)) al vaso de precipitados y la mezcla se agité vigorosamente durante 30 minutos.
Después de afadir NH4sOH, el color de la mezcla se volvié inmediatamente de naranja a negro, sugiriendo la
formacion de magnetita. La magnetita después se oxid6 en medio acido a maghemita por calentamiento a 90 °C con
nitrato de hierro durante aproximadamente una hora. El color de la suspensiéon cambié de negro a pardo rojizo. Las
particulas de maghemita después se decantaron magnéticamente, se lavaron con acetona y finalmente se
peptizaron en agua produciendo una dispersion estable (5% en peso). El pH de la dispersion fue de
aproximadamente 1,5-2.

Parte (b): preparacion de un agente macro RAFT de poli(monoacriloxietil fosfato)10-blogue-poli(acrilamida)20
usando: acido 2-{[(dodecilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}succinico.

Se prepar6 una solucion de acido 2-{[(dodecilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}succinico (0,81 g, 2,0 mmol), 4,4-
azobis(acido 4-ciano-valérico) (0,09 g, 0,3 mmol), acrilamida (2,87 g, 40,3 mmol) en dioxano (15 g) y agua (15 g) en
un matraz de fondo redondo de 100 ml. Esta se agité magnéticamente y se purgé con nitrégeno durante 15 minutos.
El matraz después se calenté a 70 °C durante 4 h. Al final de este periodo, se anadieron monoacriloxietil fosfato
(3,98 g, 20 mmol) y 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico) (0,09 g, 0,3 mmol) al matraz. La mezcla se desoxigend y el
calentamiento se continué a 80 °C durante 12 horas mas. La solucién de copolimero tenia un 23,6 % de sdlidos. La
solucion de copolimero después se diluyé con agua MQ al 0,7 % en peso y el pH se ajusté a 5 usando NaOH 0,1 M.

Parte (c): preparacion de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1, parte (a) y el agente macro RAFT del ejemplo 1, parte (b).

Se diluyo la dispersion de nanoparticulas preparada en el ejemplo 1 parte (a) (27 g) con agua MQ (200 g) para
producir una dispersion del 2 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas después
se elevd a 5 usando hidréxido sodico 0,1 M. La dispersion al 2 % en peso de la dispersiéon de 6xido de hierro
después se afadid a la solucion de copolimero macro RAFT del ejemplo 1, parte (b) (100 g). La mezcla se agité
vigorosamente con un agitador de hélice durante 45 minutos antes de ajustar el pH a pH 7 usando solucion de
hidroxido sédico. La mezcla después se dejé agitar vigorosamente durante otras 2 horas a temperatura ambiente. La
dispersion de nanoparticulas después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios
de la reaccion de bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. Las particulas mas grandes de la dispersion
se retiraron por ultracentrifugacion. La dispersion de nanoparticulas purificada después se destildo para aumentar la
carga de solidos en la dispersion de ferrofluido acuoso hasta aproximadamente un 70 % en peso. Se descubrié que
el ferrofluido acuoso resultante era estable en solucion de nitrato amonico al 60 %.

Ejemplo 2
Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro en dispersion acuosa usando un 95 % de reactivo macro
RAFT de poli(monoacriloxietilfosfato)io-bloque-poli(dxido de etileno)s7 y reactivo macro RAFT de poli(monoacriloxietil

fosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)zs al 5%

Parte (a): esterificacion de poli(etilenglicol)monometil éter con acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico

Se calenté metoxiPEG (Mn ~798) y se agitdé hasta que se licu6 y homogeneizo, y después se introdujeron 19,95 g
(25,0 mmol) pesados en un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 250 ml, y después se dejé solidificar. Se

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629 187 T3

afadieron acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico (6,96 g, 29,3 mmol) y 4-dimetilaminopiridina
(360 mg, 2,9 mmol) al matraz, se introdujo una barra de agitacion magnética y el matraz se purgé con nitrégeno. Se
afiadié diclorometano seco (75 ml) y la mezcla se agitd hasta que todos los sdlidos se disolvieron. El matraz
después se enfrid en un bafo de hielo y posteriormente se afiadié una solucion de N,N’-diciclohexilcarbodiimida
(6,03 g, 29,3 mmol) diclorometano seco (25 ml) gota a gota durante 1 h. La reaccion se agité en el bafio de hielo
durante 10 min mas y después a temperatura ambiente durante 24 h. La suspension amarilla resultante se diluyd
con 1:1 hexano-éter (100 ml) y se filtré a través de un embudo de vidrio sinterizado. El residuo del filtro se lavé con
mas partes pequefias de 1:1 hexano-éter hasta que adquirié un color blanco y los filtrados combinados se
evaporaron para dar un aceite naranja sin brillo, turbio y granuloso. El producto bruto se disolvié en diclorometano
(75 ml) y se agité con acido oxalico sélido (4 g) durante 1 h, después se diluyd con hexano (70 ml) y se dejo
sedimentar, produciendo un precipitado blanco floculento. La mezcla se filtrd y se evaporo, y el aceite bruto se
disolvié en 2:1 hexano-diclorometano (150 ml) y se pasoé a través de un tapon de alumina (40 g). La elucién con 2:1
hexano-diclorometano adicional se continué hasta que el eluato fue incoloro. Los eluatos combinados se secaron
con sulfato soédico, se filtraron y se evaporaron para dar un aceite naranja palido transparente, 24,69 g, 97 %.

Parte (b): preparacién de un reactivo macro RAFT de poli(éxido de etileno)17-blogue-poli(monoacriloxietil fosfato)10
basado en el macro RAFT del ejemplo 2 parte (a).

Se preparo una solucion de RAFT-PEO del ejemplo 2 parte (a) (3,60 g, 3,5 mmol), 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico)
(0,20 g, 0,7 mmol), monoacriloxietil fosfato (6,89 g, 35 mmol) en dioxano (45 g) y agua (22,5 g) en un matraz de
fondo redondo de 250 ml. Esta se agitdé magnéticamente y se purgd con nitrégeno durante 15 minutos y la reaccion
se realizé a 70°C durante 12 horas. La solucidon de copolimero tenia un 15,1 % de sdlidos. La solucién de
copolimero después se diluy6é con agua MQ al 0,7 % en peso y el pH se ajusté a 5 usando NaOH 0,1 M.

Parte (c): preparacion de un agente macro RAFT de poli(monoacriloxietil fosfato)10-bloque-poli(acrilamida)20
usando acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se prepard una solucion de acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico (3,2g, 13,6 mmol), 4,4-
azobis(acido 4-cianovalérico) (0,19 g, 0,7 mmol), acrilamida (19,27 g, 271,1 mmol) en dioxano (45 g) y agua (22,5 g)
en un matraz de fondo redondo de 250 ml. Esta se agit6 magnéticamente y se purgé con nitrégeno durante 15
minutos. El matraz después se puso a 70 °C durante 4 h. La solucion de homopolimero tenia un 32,0 % de sélidos.
Se afadieron 15 g de la solucion de homopolimero obtenida, monoacriloxietil fosfato (4,50 g, 22,9 mmol) y 4,4'-
azobis(acido 4-cianovalérico) (0,04 g, 0,2 mmol) a un matraz de fondo redondo de 100 ml. La mezcla se desoxigend
por purga con nitrégeno durante 15 minutos y el matraz se agit6é en un bafo de aceite a 70 °C durante 12 horas. La
solucién de copolimero, que contenia un 40,4 % en solidos, después se diluyé con agua MQ al 1,2 % en peso. El pH
de la solucién de copolimero diluida se ajusté a 5 con NaOH 0,1 M.

Parte (d): preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1 parte (a) y una mezcla 95:5 del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y el agente macro
RAFT del ejemplo 2 parte (c).

Una dispersion de nanoparticulas preparada de acuerdo con el ejemplo 1, parte (a) se diluyé con agua MQ para
producir una dispersion en peso de las nanoparticulas al 2 %. El pH de esta dispersiéon de nanoparticulas preparada
después se elevo a 5. Una mezcla de macro RAFT que consistia en 50 g de una solucion al 0,7 % en peso del
ejemplo 2 parte (b) y 50 g de solucién al 1,2 % en peso del ejemplo 2 parte (c) se mezclaron entre si y el pH se
ajusté a 5 usando NaOH 0,1 M. Después se afadié a la mezcla de macro RAFT la dispersion al 2 % en peso de
6xido de hierro mantenida al mismo pH. La mezcla se agité vigorosamente durante 2 horas a temperatura ambiente
antes de ajustar el pH a pH 7,0. Después, la mezcla se dejo agitar durante otras 3 horas. A este pH, el copolimero
permanecié parcialmente neutralizado mientras que las nanoparticulas estaban suficientemente por encima de su
punto de carga cero como para ser también estables. La dispersion después se dializd para retirar las sales,
disolventes residuales, productos secundarios de la reaccién de bajo peso molecular indeseados y polimero no
unido. Las particulas mas grandes de la dispersién se retiraron por ultracentrifugacion. La dispersion de
nanoparticulas purificada después se destild6 para aumentar la carga de solidos en la dispersion de ferrofluido
acuoso a aproximadamente un 70 % en peso. Se observo que el ferrofluido acuoso resultante era estable en
solucién salina tamponada con fosfato.

Parte (e): modificacion de estabilizadores para particulas de 6xido de hierro del ejemplo 2 parte (d)

En nanoparticulas recubiertas preparadas en el ejemplo 2 parte (d) (7,8 g), se afiadieron N-hidroxisuccinimida (NHS,
14,4 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 20 mg), se mezclé por agitacion y se dejo
reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afiadié una solucion de diamina (90 mg de 2,2’-
(etilendioxi)bis-(etilamina) en 1 ml de agua) a la mezcla de reaccion y se dejé reaccionar durante 3,5 horas mas. La
solucion después se dializd frente a un exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los
subproductos de la reaccién.
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Ejemplo 3

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro en dispersion acuosa usando el ferrofluido del ejemplo 1
parte (a) y el agente macro RAFT de poli(monoacriloxietil fosfato)io-bloque-poli(6xido de etileno)7 del ejemplo 2
parte (b)

La dispersion de nanoparticulas (8,0 g) preparada de acuerdo con el ejemplo 1 parte (a) se diluyé con 50 g de agua
MQ para producir una dispersién del 0,5% en peso de las nanoparticulas. EI pH de esta dispersion de
nanoparticulas preparada después se elevo a 5. Después se afiadioé la dispersion al 0,5 % en peso de 6xido de
hierro mantenida al mismo pH a los 50 g del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b). La mezcla se agitd
vigorosamente durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ajustar el pH a pH 7,0. Después, la mezcla se dejo
en agitacion durante otras 3 horas. A este pH, el copolimero se mantuvo parcialmente neutralizado mientras que las
nanoparticulas estaban suficientemente por encima de su punto de carga cero como para ser también estables. La
dispersion después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccion de
bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de sélidos finales de la dispersion fue del 0,74 %.

Ejemplo 4

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro del ferrofluido acuoso del ejemplo 1 parte (a) usando el
reactivo macro RAFT de poli(monoacriloxietil fosfato)so-bloque-poli(acrilamida)zo del ejemplo 2 parte (c)

Se diluy6 la dispersion de nanoparticulas preparada en el ejemplo 1 parte (a) (6,19 g) con agua MQ (100 g) para
producir una dispersion de las nanoparticulas al 1 % en peso. El pH de esta dispersiéon de nanoparticulas después
se elevo luego a 5 usando hidroxido sodico 0,1 M. La dispersion al 2 % en peso de 6xido de hierro después se
afiadio a la solucién de copolimero macro RAFT del ejemplo 2 parte (c) (50 g). La mezcla se agité vigorosamente
con un agitador de hélice 2 horas antes de ajustar el pH a pH 7 usando solucién de hidréxido sodico. La mezcla
después se dejo agitar vigorosamente durante otras 12 horas a temperatura ambiente. La dispersion de
nanoparticulas después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccién
de bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de sdlidos de la dispersion final es del 0,71 %.

Ejemplo 5

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro en dispersion acuosa del ferrofluido acuoso del ejemplo
1 parte (a) usando poli(monoacriloxietil fosfato)io-bloque-poli(acrilamida)zo modificado con amina al 100 %

Parte (a): preparacion de agente macro RAFT de poli(monoacriloxietil fosfato)10 blogue-poli(acrilamida)20
modificado con amina a partir del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (c)

Se afiadieron N-hidroxi succinimida al 98 % (0,64 g) y 2,2’-(etilenodioxi)bis-(etilamina) al 98 % (0,54 g) a 30,0 g de
copolimero de blogue de poli(monoacriloxietilfosfato)e-bloque-poli(acrilamida)zg del ejemplo 2 parte (c) a pH 6,25 en
un frasco de vidrio de 100 ml. El frasco se cerré herméticamente con parafilm y se puso en un rodillo para la mezcla
durante 2 horas. Después de 2 horas, la mezcla tenia un pH de 8,12 para producir los grupos carboxilo activados
con NHS que son reactivos con la amina primaria. Después se afiadieron 1,26 g de clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida a la mezcla, que se dejo en el rodillo durante 12 horas mas. El exceso de
clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida se retiré por dialisis.

Parte (b): preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1, parte (a) y el agente macro RAFT del ejemplo 5, parte (a)

La dispersion de nanoparticulas preparada en el ejemplo 1 parte (a) (8,38 g) se diluyé con agua MQ (50 g) para
producir una dispersion al 0,5 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas después
se elevo a 5 usando hidroxido sédico 0,1 M. La dispersion al 0,5 % en peso de las nanoparticulas de 6xido de hierro
después se afadio a la solucion de copolimero macro RAFT del ejemplo 5 parte (a) (22,6 g) y 50 g de agua MQ. La
mezcla se agitd vigorosamente con un agitador de hélice durante 2 horas antes de ajustar el pH a pH 7 usando
solucién de hidréxido sodico. La mezcla después se dejé agitar vigorosamente durante otras 10 horas a temperatura
ambiente. La dispersiéon de nanoparticulas después se dializé para retirar las sales, los disolventes residuales, los
productos secundarios de la reaccion de bajo peso molecular indeseados y el polimero no unido. El contenido de
sélidos de la dispersién de ferrofluido acuoso dializada fue del 0,36 %.

Ejemplo 6
Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de

poli(monoacriloxietilfosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)2o al 95 % del ejemplo 2 parte (c) y
poli(monoacriloxietilfosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)2o modificado con amina al 5 % del ejemplo 5 parte (a)
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La dispersion de nanoparticulas preparada en el ejemplo 1 parte (a) (8,09 g) se diluyd con agua MQ (50 g) para
producir una dispersion al 0,5 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas después
se elevd a 5 usando hidréxido sédico 0,1 M. La dispersion al 0,5 % en peso de la dispersion de éxido de hierro
después se afiadié a la solucion de copolimero macro RAFT que tenia el pH 5,0 del ejemplo 5 parte (a) (1,7 g),
ejemplo 2 parte (c) (1,0 g) y 50 g de agua MQ. La mezcla se agité vigorosamente con un agitador de hélice durante
2 horas antes de ajustar el pH a pH 7 usando solucién de hidroxido sédico. La mezcla después se dejo agitar
vigorosamente durante otras 3 horas a temperatura ambiente. La dispersiéon de nanoparticulas después se dializé
para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccion de bajo peso molecular
indeseados y polimero no unido. El contenido de sélidos de la dispersion de ferrofluido acuoso dializada es del
0,53 %.

Ejemplo 7

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de
poli(monoacriloxietilfosfato)+o-bloque-poli(acrilamida)so

Parte (a): preparacion de ferrofluido acuoso diluido estable en medio acido.

Se produjeron nanoparticulas de magnetita siguiendo el método de Massart (Preparation of aqueous magnetic
liquids in alkaline and acidic media. IEEE Transactions on Magnetics, 1981. MAG-17(2): p. 1247-1248). Se afiadio
una mezcla acuosa de cloruros férrico y ferroso a una solucién de amoniaco. El precipitado resultante se aislé por
centrifugacion y después se oxidé6 a maghemita mezclando con soluciéon de nitrato de hierro y calentamiento. El
precipitado después se lavd en acido nitrico 2 molar y después finalmente se peptizé con agua para formar un
ferrofluido acuoso diluido de aproximadamente un 5 % de sdlidos.

Parte (b): preparacién de agente macro RAFT de poli(monoacriloxietil fosfato)io-bloque-poli(acrilamida)so _usando
acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se prepard una solucion de acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico (0,26 g, 1,1 mmol), 4,4-
azobis(acido 4-cianovalérico) (0,06 g, 0,2 mmol), acrilamida (0,2 g, 0,2 mmol) en dioxano (10 g) y agua (10 g) en un
matraz de fondo redondo de 100 ml. Esta se agitdé magnéticamente y se purgd con nitrégeno durante 15 minutos. El
matraz después se calenté a 70 °C durante 4 h. Al final de este periodo, se afiadieron monoacriloxietil fosfato
(2,17 g, 11,1 mmol) y 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico) (0,06 g, 0,2 mmol) al matraz. La mezcla se desoxigend y se
continué el calentamiento a 80 °C durante 12 horas mas. La solucién de copolimero tenia un 24 % de solidos. La
solucion de copolimero después se diluyé con agua MQ al 0,7 % en peso y el pH se ajusté a 5 usando NaOH 0,1 M.

Parte (c): preparacion de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso de la parte (a) y el agente macro RAFT del ejemplo 7 parte (b).

La dispersion de nanoparticulas preparada en el ejemplo 7 parte (a) (40 g) se diluyé con agua MQ (200 g) para
producir una dispersion del 1 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas después
se elevd a 5 usando hidréxido sodico 0,1 M. La dispersion al 1 % en peso de la dispersiéon de 6xido de hierro
después se afadido a la solucidon de copolimero macro RAFT de la parte (b) (200g). La mezcla se agitd
vigorosamente con un agitador de hélice durante 45 minutos antes de ajustar el pH a pH 7 usando solucion de
hidréxido soédico. Después, la mezcla se dejé agitar vigorosamente durante otras 2 horas a temperatura ambiente.
La dispersion de nanoparticulas después se dializd para retirar las sales, disolventes residuales, productos
secundarios de la reaccion de bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. Las particulas mas grandes en
la dispersion se retiraron por ultracentrifugacion. La dispersion de nanoparticulas purificada después se destild para
aumentar la carga de solidos en la dispersion de ferrofluido acuosa a aproximadamente un 70 % en peso.

Ejemplo 8
Estabilizacion estérica particulas de silice Ludox AS30 de Sigma usando agente macro RAFT de poli[2-
(dimetilamino)etil metacrilato]1o-bloque-poli(6xido de etileno)iz al 95 % vy reactivo macro RAFT de poli[2-

(dimetilamino)etil metacrilato)o-bloque-poli(acrilamida)zs al 5 %

Parte (a): preparacion de un agente macro RAFT de poli-[2-(dimetilamino)etil metacrilato]10-bloque-poli(éxido de
etileno)17 basado en acido 2-{[butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se preparo una solucion de RAFT-PEO del ejemplo 2 parte (a) (1,38 g, 1,4 mmol), 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico)
(0,08 g, 0,3 mmol), metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo (2,13 g, 13,6 mmol) en dioxano (10 g) y agua (5g) en un
matraz de fondo redondo de 100 ml. Esta se agit6 magnéticamente y se purgd con nitrégeno durante 15 minutos y la
reaccion se realizd a 70 °C durante 12 horas. La solucién de copolimero tenia un 18,4 % de solidos.
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Parte (b): cuaternizacion selectiva de agente macro RAFT de poli[2-(dimetilamino)etil metacrilato]1g-bloque-poli(éxido
de etileno)+7 basado en acido 2-{[butilsulfanil carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se diluyeron 16,5 g del ejemplo 8 parte (a) con agua MQ (17 g) y se afiadié yoduro de metilo (0,7 g). La mezcla se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora antes de secarse parcialmente usando un evaporador rotatorio. Las
muestras secadas después se pusieron en la estufa al vacio para secar el agente macro RAFT que produjo un
100 % de solidos.

Parte (c): preparacién de un agente macro RAFT de poli (2-(dimetilamino)etil metacrilato)so-bloque-poli(acrilamida),s
basado en acido 2-{[butilsulfanil)carbonotioil]-sulfanil}propanoico.

Se prepard una solucion de acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanocico (0,6 g, 2,6 mmol), 4,4-
azobis(acido 4-cianovalérico) (0,11 g, 0,4 mmol), acrilamida (4,45 g, 62,7 mmol) en dioxano (18,8 g) y agua (10,5 g)
en un matraz de fondo redondo de 100 ml. Esta se agit6 magnéticamente y se purgé con nitrégeno durante 15
minutos. El matraz después se puso en un bafio de aceite a 70 °C durante 4 h. La soluciéon de homopolimero tenia
un 32,7 % de sdlidos. Se afiadieron toda la solucion de homopolimero obtenida, metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo
(3,94 g, 25,1 mmol) y 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico) (0,088 g, 0,32 mmol) a un matraz de fondo redondo de
100 ml. La mezcla se desoxigend durante 15 minutos y se puso en un bafio de aceite a 70 °C durante 12 horas. El
contenido final de sélidos de la solucién de copolimero era del 26,9 %.

Parte (d): cuaternizacion selectiva de agente macro RAFT de poli(2-(dimetilamino)etil metacrilato)o-bloque-
poli(acrilamida).s basado en acido 2-{[butilsulfanil carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se diluy6 el ejemplo 8 parte (c) (19,3 g) con agua MQ (20 g) y se afiadié yoduro de metilo (0,78 g). La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 1 hora y se secé parcialmente usando un evaporador rotatorio. Las muestras
parcialmente secadas después se pusieron en la estufa al vacio para secar el agente macro RAFT que produjo un
100 % de solidos.

Parte (e): preparacion de particulas de silice Ludox AS30 de Sigma estabilizadas estéricamente usando una mezcla
95:5 de los agentes macro RAFT del ejemplo 8 parte (b) y ejemplo 8 parte (d)

Se diluy6 Ludox AS30 de Sigma Aldrich (2,5 g) con agua MQ (100 g) para producir una dispersion al 2 % en peso de
las nanoparticulas y el pH era de 9,62. Una mezcla del ejemplo 8 parte (b) (0,96 g) y del ejemplo 8 parte (d)
(0,0653 g) se disolvio en agua MQ (50 g) y el pH fue de 7,59. La dispersion al 2 % en peso después se vertio en la
mezcla de agentes macro RAFT. La mezcla se agitd vigorosamente durante 5 horas a temperatura ambiente. La
dispersion después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccion de
bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de solidos de la dispersion fluida (sol) de silice
dializada fue del 0,69 %. El pH de la muestra se ajustd a 6,76 con solucion de hidréxido sédico.

Parte (f): modificacion de estabilizadores para particulas de silice del ejemplo 8 parte (e) [documento EP341070A]

Se afiadieron las particulas de sol de silice estabilizadas estéricamente preparadas en el ejemplo 8 parte (e) (60 g),
N-hidroxisuccinimida (NHS, 39,4 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 56,2 mg), se
mezclaron por agitacion y se dejaron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afiadieron
37 mg de 2,2’-(etilendioxi)bis-(etilamina) a la mezcla de reaccién y se dejaron reaccionar durante 12 horas mas.
Después, la solucion se dializo frente a un exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los
subproductos de la reaccion.

Ejemplo 9
Estabilizacion estérica de sol de silice Ludox AS40 de Sigma usando agente macro RAFT de poli(2-(dimetilamino)etil
metacrilato]-bloque-poli(dxido de etileno)17 al 95 % y agente macro RAFT de poli(2-(dimetilamino)etil metacrilato)o-

bloque-poli(acrilamida)zs al 5 %

Parte (a): preparacion de particulas de silice Ludox AS30 de Sigma estabilizadas estéricamente y una mezcla 95:5
de los agentes macro RAFT del ejemplo 8 parte (b) y ejemplo 8 parte (d)

Se diluy6 Ludox AS40 de Sigma Aldrich (5,0 g) con 100 g de agua MQ para producir una dispersion al 2 % en peso
de las nanoparticulas y el pH fue de 9,97. Una mezcla de los agentes macro RAFT, que consistia en el ejemplo 8
parte (b) (1,72 g) y ejemplo 8 parte (d) (0,13 g), se disolvio en 100 g de agua MQ y el pH fue de 7,95. La dispersion
al 2 % en peso después se vertio en la mezcla de agentes macro RAFT. La mezcla se agitd vigorosamente durante
5 horas a temperatura ambiente. La dispersion después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales,
productos secundarios de la reaccion de bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de
sélidos de la dispersion de sol de silice dializada fue del 1,45 %. El pH de la muestra fue de 7,65.
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Parte (b): modificacion de estabilizadores de particulas de silice del ejemplo 9 parte (a)

A las particulas de sol de silice estabilizadas estéricamente preparadas en el ejemplo 9 parte (a) (30 g) se le
afadieron N-hidroxisuccinimida (NHS, 11,6 mg) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 16,6 mg), se
mezclaron por agitacion y se dejaron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afiadieron
2,2’-(etilendioxi)bis-(etilamina) (45,1 mg) a la mezcla de reaccion y se dejaron reaccionar durante 12 horas mas. La
solucion después se dializd frente a un exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los
subproductos de la reaccion.

Ejemplo 10

Estabilizacion estérica de particulas de silice de 130 nm usando agente macro RAFT de poli(2-(dimetilamino)etil
metacrilato)o-bloque-poli(acrilamida)zs

Parte (a): se prepararon particulas de silice usando los métodos de Costa et al.

(Carlos A. R. Costa, Carlos A. P. Leite, y Fernando Galembeck J. Phys. Chem. B, 2003, 107 (20), 4747-4755) para
obtener particulas de silice de 130 nm de diametro a un 0,18 % de sdlidos en agua.

Parte (b): estabilizacién estérica de las particulas de silice de 130 nm de diametro del ejemplo 10 parte (a) usando el
agente macro RAFT del ejemplo 8 parte (d)

La dispersion de particulas de silice del ejemplo 10 parte (a) (11,15 g) se diluyd con agua MQ (20 g) para producir
una dispersion al 0,1 % en peso de las nanoparticulas con un pH de 9,26. Se disolvio el agente macro RAFT del
ejemplo 8 parte (d) (0,023 g) en 25 g de agua MQ (25 g) para producir una solucién de pH 5,80. La dispersion de
silice y la solucion de macro RAFT después se mezclaron y se agitaron vigorosamente durante 5 horas a
temperatura ambiente. La dispersion después se centrifugé para retirar las sales, disolventes residuales, productos
secundarios de la reaccion de bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de sdlidos de la
dispersion de silice estabilizada estéricamente fue del 0,81 %.

Ejemplo 11

Estabilizacion estérica de las particulas de silice de 130 nm de diametro del ejemplo 10 parte (a) usando el enfoque
de “desarrollo a partir de”.

Las particulas de silice del ejemplo 10 parte (a) se funcionalizaron con RAFT usando 6-(trietoxisilil)hexil 2-
(((metiltio)carbonotiol)-2-fenilacetato y se desarrollaron cadenas poliméricas que comprendian poli metoxi-PEG
acrilato (Aldrich 454 g/mol) a partir de la superficie de las particulas de acuerdo con los métodos de Ohno et al.
(Kohji Ohno, Ying Ma, Yun Huang, Chizuru Mori, Yoshikazu Yahata, Yoshinobu Tsuijii, Thomas Maschmeyer, John
Moraes, y Sébastien Perrier Macro-molecules, 2011, 44 (22), pag. 8944-8953). El peso molecular obtenido para
cada cadena anclada fue de aproximadamente 56.000 g/mol. Las particulas finales se obtuvieron en agua a un
contenido de solidos de 10 mg/ml y el tamafio de las particulas fue de 258 nm, medido por DLS.

Ejemplo 12

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de oro de 10-15 nm en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de
poli(oxido de etileno)i7 al 95 % y agente macro RAFT de poli(acrilamida)zo al 5 %

Parte (a): sintesis de nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato de 10-15 nm estables en medio acuoso.

Se prepararon nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato (10-15 nm) usando el método de Frens (Frens, G. Nat.
Phys. Sci. 1973, 241, 20-2). En resumen, todo el material de vidrio primero se lavé con una solucion de aqua regia
(acido nitrico concentrado al 25 % en volumen y &cido clorhidrico concentrado al 75 % en volumen) y después se
aclararon con agua Milli-Q varias veces y se secaron. Se calentaron a reflujo 100 ml de una solucién acuosa que
contenia acido tetracloroaurico (1) trihidrato (0,01 g, 0,025 mmol) en un matraz de fondo redondo de 500 ml de 3
bocas. En este matraz se afiadieron 2 ml de solucion de citrato trisédico dihidrato (0,02 g, 0,068 mmol). La solucion
se calent6 hasta el punto de ebullicion con agitacion vigorosa. La ebullicion y la agitacion vigorosa se mantuvieron
durante 30 min. Se observd un cambio progresivo del color de amarillo a rojo vino. La solucidn se enfrio, se dializé
para deshacerse del exceso de citrato sodico y se conservé a 5°C. La concentracion de nanoparticulas en la
dispersién fue de 50 ppm.

Parte (b): preparacion de agente macro RAFT de  poli(acrilamida),g  usando:  &cido  2-
{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se prepard una solucion de acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico (0,71 g, 3,0 mmol), 4,4-
azobis(acido 4-cianovalérico) (0,04 g, 0,15 mmol), acrilamida (4,28 g, 60,2 mmol) en dioxano (7,5 g) y agua (7,5 g)
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en un matraz de fondo redondo de 100 ml. Esta se agit6 magnéticamente y se purgé con nitrégeno durante 15
minutos. El matraz después se puso en un bafio de aceite a 70 °C con agitacion continua durante 4 h. La solucién de
polimero tenia un 25,17 % de sélidos.

Parte (c): preparacion de nanoparticulas de oro de 10-15 nm estabilizadas estéricamente a partir de las
nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato del ejemplo 12 parte (a) y una mezcla 95:5 del agente macro RAFT
del ejemplo 2 parte (a) y el agente macro RAFT del ejemplo 12 parte (b).

Se transfirieron 100 ml de dispersion de nanoparticulas de oro (50 ppm) del ejemplo 12 parte (a) a un matraz de
fondo redondo de 250 ml. Después se afadié una solucion de 10 ml que contenia 0,012 g del agente macro RAFT
del ejemplo 2 parte (a) y 0,15 g del agente macro RAFT del ejemplo 12 parte (b). La mezcla se agité vigorosamente
con una barra de agitacion magnética durante 2 horas a temperatura ambiente y después se dializd para retirar las
sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccién de bajo peso molecular indeseados y polimero
no unido. La dispersion de nanoparticulas purificada estaba a una concentracion de 50 ppm y se conservo en el
frigorifico a 5 °C. Se observé que la dispersion de nanoparticulas acuosa resultante era estable en solucion salina
tamponada con fosfato.

Parte (d): modificacion de estabilizadores para nanoparticulas de oro del ejemplo 12 parte (c)

En nanoparticulas recubiertas preparadas a partir del ejemplo 12 parte (c) (100 ml), se afadieron N-
hidroxisuccinimida (NHS, 4 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida (EDAC: 4,1 mg), se mezclo
por agitacion y se dejé reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afadié una solucion de
diamina (21 mg de 2,2’-(etilendioxi)bis-(etilamina) en 2 ml de agua) a la mezcla de reaccién y se dej6 reaccionar
durante 3,5 horas mas. La solucion después se dializé frente a un exceso de agua con numerosos cambios para
retirar el EDAC libre y los subproductos de la reaccion.

Ejemplo 13

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de oro de 3-8 nm dispersadas en medio acuoso usando poli(acrilamida)zo
modificada con tiol

Parte (a): modificacién con tiol de agente macro RAFT de poli(acrilamida);o del ejemplo 12 parte (b) usando isopropil
amina.

Se preparé una soluciéon del agente macro RAFT de poli(acrilamida)zo del ejemplo 12 parte (b) (1 g, 0,6 mmol),
isopropilamina (1,77 g, 30 mmol) en dioxano (7,5 g) y agua (7,5 g) en un matraz de fondo redondo de 100 ml. Esta
se agitd magnéticamente y se purgd con nitrégeno durante 15 minutos, y después se dejo reaccionar durante 24
horas a 25°C. Al final de este periodo, el polimero se precipité en éter dietilico (50 ml). Los precipitados se
separaron de la mezcla de reaccion por filtracion y se secaron al vacio usando un evaporador rotatorio. La
poli(acrilamida)2o con grupos tiol terminales seca se purgé con nitrégeno durante 15 minutos y se conservé en un
recipiente hermético al aire a 20 °C.

Parte (b): preparacién de nanoparticulas de oro de 3-8 nm estabilizadas estéricamente en dispersion acuosa usando
poli(acrilamida).o modificada con tiol del ejemplo 13 parte (a).

Se sometié a reflujo agua Milli-Q (250 ml) en un matraz de fondo redondo de 500 ml de 3 bocas. Después se
afadieron 25 ml de una solucién acuosa que contenia acido tetracloroaurico (lll) trihidrato (0,0571 g, 0,1444 mmol) y
la solucién se calent6 a ebullicion. Después, se afiadié una solucion en agua (25 ml) de citrato trisédico dihidrato
(0,5 g, 1,7 mmol) y poli(acrilamida)2g modificada con tiol (0,12 g, 0,0779 mmol) del ejemplo 13 parte (a) y la reaccion
se realiz6 durante 2 horas a 25 °C. Al final de este periodo, el color de la solucién se volvié de amarillo a rojo vino.
La relacion molar entre el estabilizador estérico y el acido tetracloroaurico (ll1) trihidrato en este caso es de 0,5. Las
nanoparticulas de oro se separaron de la dispersion por centrifugacion a 52.000 g durante 30 min. Las
nanoparticulas se redispersaron en agua Milli-Q a una concentracion de 190 ppm. El tamafio de las nanoparticulas
de oro obtenidas de TEM fue 3-8 nm.

Ejemplo 14

Estabilizacién estérica de nanoparticulas de oro de 8-10 nm dispersadas en medio acuoso usando poli(acrilamida)zo
modificada con tiol del ejemplo 13 parte (a)

Se calento a reflujo agua Milli-Q (250 ml) en un matraz de fondo redondo de 500 ml de 3 bocas. Se afiadieron 25 ml
de una solucidon acuosa que contenia acido tetracloroaurico (lll) trihidrato (0,0652 g, 0,16 mmol) y la solucién se
calento a ebullicion. Después, se afiadié una solucién en agua (25 ml) de citrato trisédico dihidrato (0,5 g, 1,7 mmol)
y poli(acrilamida)zo modificada con tiol (0,022 g, 0,0142 mmol) del ejemplo 13, parte (a) y se dejo reaccionar durante
2 horas a 25 °C. Al final de este periodo, el color de la solucién se volvié de amarillo a rojo vino. La relacién molar
entre estabilizador estérico y acido tetracloroaurico (lll) trihidrato en este caso fue de 0,09. Las nanoparticulas de oro
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se separaron de la dispersion por centrifugacion a 52.000 g durante 30 min. Las nanoparticulas se redispersaron en
agua Milli-Q a una concentracion de 390 ppm. El tamafio de las nanoparticulas de oro obtenidas a partir de TEM fue
de 8-10 nm.
Ejemplo 15

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de oro de 30-40 nm dispersadas en medio acuoso usando la
poli(acrilamida)2o modificada con tiol del ejemplo 13 parte (a)

Parte (a): sintesis de nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato de 30-40 nm estables en medio acuoso.

Se prepararon nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato (30-40 nm) usando el método de Frens (Frens, G. Nat.
Phys. Sci. 1973, 241, 20-2). En resumen, todo el material de vidrio primero se lavé con una solucion de aqua regia
(acido nitrico concentrado al 25 % en volumen y &cido clorhidrico concentrado al 75 % en volumen), después se
aclar6 con agua Milli-Q varias veces y se seco. Se calentaron a reflujo 100 ml de una solucién acuosa que contenia
acido tetracloroaurico (lll) trihidrato (0,01 g, 0,025 mmol) en un matraz de fondo redondo de 500 ml de 3 bocas.
Después se anadiéo 1 ml de solucion de citrato trisddico dihidrato (0,01 g, 0,034 mmol). La solucion se calenté a
ebullicion con agitacion vigorosa. La ebullicion y la agitacion vigorosa se mantuvieron durante 30 min. Se observé un
cambio progresivo de color de amarillo a rojo vino. La soluciéon se enfrié a temperatura ambiente, se dializé para
eliminar el exceso de citrato sédico y se almacend a 5 °C. La concentracion de nanoparticulas en la dispersion fue
de 50 ppm.

Parte (b): preparacién de nanoparticulas de oro de 30-40 nm estabilizadas estéricamente a partir de la dispersion
acuosa de nanoparticulas de oro del ejemplo 15 parte (a) y la poli(acrilamida),o modificada con tiol del ejemplo 13

parte ().

Se pusieron 100 ml de dispersién de nanoparticulas de oro (50 ppm) del ejemplo 15 parte (a) en un matraz de fondo
redondo de 250 ml. Después se afiadieron 10 ml de solucién acuosa del ejemplo 13 parte (a) que contenia
poli(acrilamida)2o modificada con tiol (0,0068 g, 0,0044 mmol). La mezcla se agité vigorosamente con una barra de
agitacion magnética durante 2 horas a temperatura ambiente y después se dializo para retirar las sales, disolventes
residuales, productos secundarios de la reaccion de bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. La
dispersion de nanoparticulas purificada después se destild6 para aumentar la carga de solidos en la dispersion
acuosa de nanoparticulas a 192 ppm. Se observé que la dispersién acuosa de nanoparticulas resultante era estable
en solucién salina tamponada con fosfato.

Ejemplo 16

Sintesis de nanoparticulas de poliestireno en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de poli(estireno)s-b-
poli(acrilamida)1s

Parte (a): preparacién de agente macro RAFT de poli(estireno)9-b-poli(acrilamida)ss autoensamblado usando: acido
2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico.

Se preparé una solucion de acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico (0,80 g, 3,36 mmol), 4,4-
azobis(acido 4-cianovalérico) (0,10 g, 0,36 mmol), acrilamida (3,71 g, 52,06 mmol) en dioxano (6,61 g) y agua
(4,41 g) en un matraz de fondo redondo de 50 ml. Esta se agitd6 magnéticamente y se purgd con nitrogeno durante
10 minutos. El matraz después se calentdé a 70°C durante 5h para producir la solucién de homopolimero
transparente. Al final de este periodo, se afiadieron estireno (3,16 g, 30,3 mmol), 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico)
(0,19 g, 0,69 mmol), dioxano (21,15 g) y agua (6,14 g) al matraz. La mezcla se agit6 y se desoxigend con nitrdgeno
durante 10 minutos. El matraz después se sumergio de nuevo en un bafio de aceite a 70 °C durante una noche con
agitacion constante.

Parte (b): sintesis de nanoparticulas de poliestireno usando el agente macro RAFT autoensamblado preparado en el
ejemplo 16 parte (a)

A una dispersion transparente de agente macro RAFT del ejemplo 16 parte (a) (1,00 g) en un matraz de fondo
redondo de 50 ml sobre un agitador magnético, se le afiadidé solucion de hidréxido sédico (1,94 g de solucion al
0,3 %, 0,15 mmol con agua (22,1 g)) gota a gota. A esta mezcla se le afiadio estireno (1,109 g, 10,5 mmol) y se agité
durante una noche. Se afiadieron 4,4’- azobis(acido 4-cianovalérico) (15,5 mg, 0,055 mmol) y solucion de hidréxido
sodico (1,04 g de solucion al 3%, 0,78 mmol). El matraz se agitd durante 2 horas, después se cerré herméticamente
y posteriormente se desoxigen6 con purga de nitrégeno durante 10 minutos. El matraz entero se sumergié en un
bafio de aceite con una temperatura fijada de 80 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 5 horas con agitacion
magnética constante. El latex contenia particulas con un diametro medio de 15 nm por dispersion de luz en un
Zetasizer. El latex se dializé frente a agua mili-Q para retirar las impurezas.
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Ejemplo 17

Sintesis de nanoparticulas de poliestireno en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de poli(estireno)s-b-
poli(acrilamida),o autoensamblado del ejemplo 16 parte (a)

Parte (a): desarrollo adicional del agente macro RAFT autoensamblado del ejemplo 16 parte (a) para formar macro
RAFT de poli(estireno)sy-b-poli(acrilamida),o.

A una dispersion transparente de agente macro RAFT del ejemplo 16 parte (a) (1,02 g) en un matraz de fondo
redondo de 25 ml sobre un agitador magnético, se le afiadieron solucién de hidroxido sédico (0,44 g de solucion al
3 %, 0,33 mmol), 4,4-azobis(acido 4-cianovalérico) (14,1 mg, 0,05 mmol) y agua (14,0g) y se agité6 hasta la
disolucion. A esta mezcla se le afiadio estireno (0,61 g, 5,85 mmol) y se agité durante una noche. El matraz después
se cerr6 herméticamente y posteriormente se desoxigend con purga de nitrégeno durante 10 minutos. El matraz
entero se sumergié en un bafio de aceite con una temperatura fijada de 70 °C y se mantuvo a esa temperatura
durante 6 horas con agitacion magnética constante. Se obtuvo una dispersion transparente.

Parte (b): sintesis de nanoparticulas de poliestireno usando la dispersién de agente macro RAFT preparada en el
ejemplo 17 parte (a)

A una solucion transparente de agente macro RAFT del ejemplo 17 parte (a) (6,99 g) en un matraz de fondo redondo
de 50 ml en un agitador magnético, se afadieron solucion de hidréxido soédico (0,36 g de una solucion al 3 %,
0,27 mmol), 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico) (26,6 mg, 0,095 mmol), estireno (0,45 g, 4,37 mmol) y agua (8,31 g).
El matraz se agit6 durante 5 horas, después se cerré herméticamente y posteriormente se desoxigené con purga de
nitrégeno durante 10 minutos. El matraz entero se sumergié en un bafio de aceite con una temperatura fijada de
70 °C y se mantuvo a esa temperatura durante una noche con agitacién magnética constante. El latex contenia
particulas con un diametro medio de 47 nm por dispersion de luz en un Zetasizer. El latex se dializé frente a agua
mili-Q para retirar las impurezas.

Ejemplo 18
Sintesis de nanoparticulas de poliestireno en dispersion acuosa usando agente macro RAFT de poli(acrilamida)zg

Parte (a): preparacion de agente macro RAFT de poli(acrilamida),y usando: &acido 2-{[(butilsulfanil)
carbonotioil/sulfanil}propanoico.

Se prepard una solucion de acido 2-{[(butilsulfanil)carbonotioil]sulfanil}propanoico (0,73 g, 3,08 mmol), 4,4’-azobis(4-
cianovalérico) (0,07 g, 0,3 mmol), acrilamida (4,30 g, 60,5 mmol) en dioxano (15 g) y agua (7,5 g) en un matraz de
fondo redondo de 100 ml. Esta se agitdé magnéticamente y se purgd con nitrégeno durante 15 minutos. El matraz
después se calentd a 70 °C durante 4 horas para producir la solucién de homopolimero transparente.

Parte (b): sintesis de nanoparticulas de poliestireno usando el agente macro RAFT preparado en el ejemplo 18,

parte (a)

Se prepard una solucion transparente de agente macro RAFT del ejemplo 18 parte (a) (1,05 g), hidréxido sédico
(2,07 g de solucion al 3 %, 1,55 mmol) y agua (12,16 g) en un matraz de fondo redondo de 25 ml, con agitacion en
un agitador magnético. A esta solucion, se le afiadieron 4,4’-azobis(acido 4-cianovalérico) (13,6 mg, 0,049 mmol),
dioxano (1,1 g) y estireno (1,125 g, 10,8 mmol). La mezcla se agité durante 2 horas para obtener una mezcla de tipo
emulsion. El matraz se cerr6 herméticamente y posteriormente se desoxigen6 con purga de nitrégeno durante 10
minutos. El matraz entero se sumergié en un bafio de aceite con una temperatura fijada a 70 °C y se mantuvo a esa
temperatura durante una noche bajo agitacion magnética constante. El latex contenia particulas con un diametro
medio de 200 nm por dispersion de luz en un Zetasizer. El latex se dializo frente a agua mili-Q para retirar las
impurezas.

Ejemplo 19

Estabilizacién de nanoparticulas de 6xido de hierro con particulas recubiertas con dextrano de leuconostoc
mesenteroides (peso molecular medio de 9000-11.000, Sigma Aldrich) (el ejemplo 19 es un ejemplo comparativo)

Se mezclaron 25 ml de FeCl/4H20 0,5 My 25 ml de FeCl3/6H20 1 M y se agitaron magnéticamente en un matraz de
fondo redondo de 500 ml de 3 bocas. La solucion resultante se diluy6é afiadiendo 100 ml de agua MQ y se puso en
un bafio de aceite a 70 °C. Se afiadi6 solucion de dextrano (50 ml de un 15 % de sélidos en agua) y la solucién se
mantuvo en el bafio de aceite durante 10 minutos. Después se afiadioé solucién de amoniaco (30 ml, 28 %) y la
mezcla se mantuvo a 70 °C durante 45 minutos mas. El producto de reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se
dializo frente a agua MQ para retirar el exceso de amoniaco. El agua se cambi6 al menos tres veces. Se retiraron los
agregados de mayor tamafio por sedimentacion magnética. El volumen se redujo a aproximadamente 100 ml
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retirando agua en un evaporador rotatorio. La dispersion final se sonic6 a AMP 70 % usando un ultrasonicador
durante 10 minutos y también a AMP 30 % durante 30 minutos.

Ejemplo 20

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de 6xido de hierro del ejemplo 1 parte (a) usando agente macro RAFT de
poli(monoacriloxietil fosfato)so-bloque-poli(éxido de etileno)s7 al 50 % del ejemplo 2 parte (b) y agente macro RAFT
de poli(monoacriloxietil fosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)zo al 50 %

Parte (a): preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1 parte (a) y una mezcla 50:50 del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) v el agente macro
RAFT del ejemplo 2 parte (c).

Se diluyo ferrofluido acuoso preparado de acuerdo con el ejemplo 1 parte (a) (8,10 g) con agua MQ (50 g) para
producir una dispersion al 0,5 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas
preparada después se elevo a 5. Se mezcldé una mezcla de macro RAFT que consistia en 50 g de soélidos al 5,1 %
en peso, de los que el 3,3 % era el agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y el 1,8 % en peso era el agente
macro RAFT del ejemplo 2 parte (c), y el pH se ajustdé a 5 usando NaOH 0,1 M. La dispersion de 6xido de hierro,
mantenida al mismo pH, después se afadié a la mezcla de macro RAFT. La mezcla se agitd vigorosamente durante
2 horas a temperatura ambiente antes de ajustar el pH a 7,0. La mezcla después se dejo en agitacion durante otras
12 horas. A este pH, el copolimero se mantuvo parcialmente neutralizado mientras que las nanoparticulas estaban
suficientemente por encima de su punto de carga cero como para ser también estables. La dispersion después se
dializd para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccidon de bajo peso molecular
indeseados y polimero no unido. El contenido de sélidos de la dispersion de ferrofluido acuoso dializada fue del
0,6 %.

Parte (f): modificacion de estabilizadores de particulas de éxido de hierro del ejemplo 20 parte (a)

A nanoparticulas recubiertas preparadas a partir del ejemplo 20 parte (a) (70 g), se les afadieron N-
hidroxisuccinimida (NHS, 89,3 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida (EDAC, 127 mg), se
mezclaron por agitacion y se dejaron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afadieron
291 mg de 2,2’-(etilenodioxi)bis-(etilamina) a la mezcla de reaccion y se dejé reaccionar durante 12 horas mas.
Después, la solucion se dializo frente a un exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los
subproductos de reaccion.

Ejemplo 21

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de éxido de hierro del ejemplo 1 parte (a) usando agente macro RAFT de
poli(monoacriloxietil fosfato)so-bloque-poli(6xido de etileno)s7 del ejemplo 2 parte (b) y agente macro RAFT de poli
(monoacriloxietil fosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)2o modificado con amina al 20%

Parte (a): preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1 parte (a) y una mezcla 80:20 del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) v el agente
macro-RAFT del ejemplo 2 parte (c).

Se diluyo ferrofluido acuoso preparado de acuerdo con el ejemplo 1 parte (a) (8,10 g) con agua MQ (50 g) para
producir una dispersion del 0,5 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas
preparada después se elevo a 5. Se mezclaron una mezcla de macro RAFT que consistia en 50 g de solidos al 60 %
en peso, de los que el 5,28 % en peso era el agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y el 0,72 % en peso era el
agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (c) y el pH se ajusté a 5 usando NaOH 0,1 M. Después se anadio a la
mezcla de macro RAFT la dispersion de 6xido de hierro, mantenida al mismo pH. La mezcla se agitd vigorosamente
durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ajustar el pH a 7,0. La mezcla después se dejo en agitacion
durante otras 12 horas. A este pH, el copolimero se mantuvo parcialmente neutralizado mientras que las
nanoparticulas estaban suficientemente por encima de su punto de carga cero como para ser también estables. La
dispersion después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccion de
bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de soélidos de la dispersion de ferrofluido acuoso
dializado fue del 0,7 %.

Parte (b): modificacion de estabilizadores de particulas de éxido de hierro del ejemplo 21 parte (a)

A nanoparticulas recubiertas preparadas a partir del ejemplo 2 parte (e) (60 g) se afadieron N-hidroxisuccinimida
(NHS, 39,4 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 56,2 mg), se mezclaron por agitacion y
se dejaron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afiadieron 130 mg de 2,2-
(etilendioxi)bis-(etilamina) a la mezcla de reaccion y se dejaron reaccionar durante 12 horas mas. La solucion
después se dializé frente a exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los subproductos
de reaccion.
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Ejemplo 22

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de éxido de hierro del ejemplo 1 parte (a) usando agente macro RAFT de
poli(monoacriloxietil fosfato)so-bloque-poli(6xido de etileno)q7 al 90 % del ejemplo 2 parte (b) y agente macro RAFT
de poli(monoacriloxietil fosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)2o modificado con amina al 10 %

Parte (a): preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1 parte (a) y una mezcla 90:10 del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y el agente macro
RAFT del ejemplo 2 parte (c).

Se diluyo ferrofluido acuoso preparado de acuerdo con el ejemplo 1 parte (a) (8,10 g) con agua MQ (50 g) para
producir una dispersion al 0,5 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas
preparada después se elevo a 5. Se combind una mezcla de macro RAFT que consistia en 50 g de un 6,3 % en
peso de solidos, de los que un 6,4 % en peso era el agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y un 5,9 % en peso
era el agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (c) y el pH se ajustd a 5 usando NaOH 0,1 M. Después se afiadio a la
mezcla de macro RAFT la dispersion de 6xido de hierro, mantenida al mismo pH. La mezcla se agité vigorosamente
durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ajustar el pH a 7,0. Después, la mezcla se dejo en agitacion
durante otras 12 horas. A este pH, el copolimero permanecié parcialmente neutralizado mientras que las
nanoparticulas estaban suficientemente por encima de su punto de carga cero como para ser también estables. La
dispersion después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccion de
bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de soélidos de la dispersion de ferrofluido acuoso
dializada fue del 0,87 %.

Parte (b): modificacion con amina de estabilizadores para particulas de éxido de hierro del ejemplo 22 parte (a)

En nanoparticulas recubiertas preparadas a partir del ejemplo 2 parte (a) (60 g), se afiadieron N-hidroxisuccinimida
(NHS, 27,7 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 34 mg), se mezclaron por agitacion y
se dejaron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afadieron 18,2mg de 2,2-
(etilendioxi)bis-(etilamina) a la mezcla de reaccion y se dejaron reaccionar durante 12 horas mas. La solucion
después se dializd frente a un exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los
subproductos de reaccion.

Ejemplo 23

Estabilizacion de nanoparticulas de 6xido de hierro con dextrano de leuconostoc mesenteroides (peso molecular
medio de 35.000-45.000 de Sigma Aldrich) (el ejemplo 23 es un ejemplo comparativo)

Se agitaron magnéticamente 25 ml de FeCl,/4H,0 0,5 M en soluciones y 25 ml de FeCls/6H2O 1 M en solucion en un
matraz de fondo redondo de 500 ml de 3 bocas. La mezcla de solucién se diluy6 afiadiendo 100 ml de agua Mili-Q y
la solucién resultante se puso en un bafio de aceite a 70 °C. Después de 10 minutos se afiadié solucién de dextrano
(15 %, 50 ml) seguida de solucion de amoniaco (28 %, 30 ml). La mezcla se mantuvo a 70 °C durante 45 minutos
mas. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se dializ6 frente a agua MQ para retirar el exceso de
amoniaco. El agua se cambié al menos tres veces. Los agregados de mayor tamafio se retiraron por sedimentacion
magnética. El volumen de la dispersion se redujo a aproximadamente 100 ml usando un evaporador rotatorio. La
dispersion final se sonicé a AMP 70 % usando un ultrasonicador durante 10 minutos seguido de sonicacion a AMP
30 % durante 30 minutos.

Ejemplo 24

Estabilizacion estérica de nanoparticulas de éxido de hierro del ejemplo 1 parte (a) usando agente macro RAFT de
poli(monoacriloxietil fosfato)so-bloque-poli(6xido de etileno)i7 al 98 % y agente macro RAFT de poli(monoacriloxietil
fosfato)1o-bloque-poli(acrilamida)zo modificado con amina al 2 %

Parte (a): preparacién de nanoparticulas de 6xido de hierro estabilizadas estéricamente a partir del ferrofluido
acuoso del ejemplo 1 parte (a) y una mezcla 98:2 del agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y el agente macro
RAFT del ejemplo 2 parte (c). [documento EP341063]

Se diluyo ferrofluido acuoso preparado de acuerdo con el ejemplo 1 parte (a) (8,10 g) con agua MQ (50 g) para
producir una dispersion al 0,5 % en peso de las nanoparticulas. El pH de esta dispersion de nanoparticulas
preparada después se elevo a 5. Se combind completamente una mezcla de macro RAFT que consistia en 50 g de
solidos al 6,48 % en peso, de los que el 6,4 % era el agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (b) y el 0,08 % en peso
era el agente macro RAFT del ejemplo 2 parte (c) y el pH se ajustd a 5 usando NaOH 0,1 M. Después se afiadio a la
mezcla de macro RAFT la dispersion de 6xido de hierro mantenida al mismo pH. La mezcla se agitd vigorosamente
durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ajustar el pH a 7,0. La mezcla después se dejo en agitacion
durante otras 12 horas. A este pH, el copolimero permanecié parcialmente neutralizado mientras que las
nanoparticulas estaban suficientemente por encima de su punto de carga cero como para ser también estables. La
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dispersion después se dializé para retirar las sales, disolventes residuales, productos secundarios de la reaccion de
bajo peso molecular indeseados y polimero no unido. El contenido de soélidos de la dispersion de ferrofluido acuoso
dializada fue del 0,8 %.

Parte (b): modificacion con amina de estabilizadores para particulas de éxido de hierro del ejemplo 24 parte (a)

A las nanoparticulas recubiertas preparadas a partir del ejemplo 24 parte (a) (55g), se afiadieron N-
hidroxisuccinimida (NHS, 5,1 mg) y después 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 6,8 mg), se
mezclaron por agitacion y se dejaron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se afadieron
2,2’-(etilendioxi)bis-(etilamina) (18,2 mg) a la mezcla de reaccién que se dej6 reaccionar durante 12 horas mas. La
solucion después se dializd frente a un exceso de agua con numerosos cambios, para retirar el EDAC libre y los
subproductos de la reaccion.

Ejemplo 25
Método general para la preparacion de esferoides

Se obtuvieron células de cancer de colon DLD-1 humanas y células de cancer de ovario PA-1 humanas de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA, Estados Unidos). Las células se mantuvieron en medio
completo (Advanced DMEM (Invitrogen) y complementado con suero bovino fetal al 2 % (Sigma) y Glutamax™ 2 mM
(Invitrogen)) a 37 °C en una atmosfera humidificada con un 5 % de CO,. Se formaron esferoides cultivando 1,5 x 10°
células/ml en placas de 96 pocillos recubiertas con agarosa para formar imagenes (BD Biosciences) y las células se
dejaron agregar durante 72 horas a 37 °C en una atmoésfera humidificada con un 5 % de CO» dando como resultado
la formacién de un solo esferoide por pocillo.

Ejemplo 26
Evaluacion de la citotoxicidad de compuestos activos y nanoparticulas

Se diluyeron compuestos activos y/o nanoparticulas, segin fue necesario, en medio de células |nmed|atamente
antes del ensayo. La citotoxicidad se determind usando el ensayo MTT como se indica. Se sembraron 1 x 10°
células en cada pocillo de placas de 96 pocillos de fondo plano y se dejaron adherir durante una noche. Se
afiadieron soluciones de compuestos +/- nanoparticulas a los pocillos por triplicado, a concentraciones que
abarcaban un intervalo 4-log y se incubaron durante 72 horas. Se afiadié MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-
2,5-difeniltetrazolio) (1,0 mM) a cada pocillo y se incubaron durante 4 horas mas. Se retiré el medio de cultivo de
cada pocillo, se afiadi6 DMSO (150 ul), la placa se aglto durante 5 segundos y la absorbancia se midio
inmediatamente a 600 nm en un lector de microplacas Victor’v (Perkin Elmer). Los valores de Clsp se determinaron
como la concentracion de farmaco que reducia la absorbancia al 50 % de la de los pocillos de control no tratados.
Se realizaron al menos tres experimentos independientes para cada compuesto con lecturas por triplicado en cada
experimento. Los valores de citotoxicidad para todos los compuestos activos usados se presentan en la Tabla 2.

Ejemplo 27

Método general para tratar esferoides para cancer del ejemplo 5 con (a) nanoparticulas solas, (b) coadministracion
de nanoparticulas y compuesto activo o (c) tratamiento en un periodo de tiempo primero con nanoparticulas y
después con compuesto activo

Todas las nanoparticulas se esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,22 ym o por esterilizacién en
autoclave a 120 °C, 2 KPa durante 20 min en un esterilizador de vapor de alta presién Tomy ES-315 antes del uso
en los ensayos celulares.

(a) En la suspension de los esferoides de 3 dias de edad del ejemplo 25, se afiadieron 100 yl de una solucion
que contenia nanoparticulas en medio completo a cada esferoide, para producir una concentracion final de
particulas de 10 ppm en un volumen total de 200 ul. Los esferoides se reemplazaron en una incubadora a 37 °C,
con 5 % de CO,. Después de 24 horas de incubacion, las nanoparticulas en el medio se retiraron lavando con
exceso de solucion salina tamponada con fosfato antes de la experimentacion adicional.

(b) En la suspension de los esferoides de 3 dias de edad del ejemplo 25, se afiadieron 100 pl de una solucion
que contenia compuesto activo y nanoparticulas en medio completo a cada esferoide, para producir una
concentracion final de particulas de 10 ppm. La concentracion de los compuestos activos usados se define en la
Tabla 3. Los esferoides se reemplazaron en una incubadora a 37 °C, en una atmdsfera con un 5 % de CO..
Después de 24 horas de incubacion, el compuesto activo libre y las nanoparticulas en el medio se retiraron
lavando con exceso de solucion salina tamponada con fosfato.

(c) En la suspension de los esferoides de 3 dias del ejemplo 25, se afiadieron 100 pl de una soluciéon que
contenia nanoparticulas en medio completo a cada esferoide, para producir una concentracion final de particulas
de 10 ppm. Los esferoides se reemplazaron en una incubadora a 37 °C, con un 5 % de CO,. Después de 24
horas de incubacion, los esferoides se dosificaron con un compuesto activo a la concentracién indicada en la
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Tabla 2 y se incubaron durante 24 horas mas a 37 °C con un 5 % de CO,. El compuesto activo libre y las
nanoparticulas en el medio se retiraron lavando con exceso de solucién salina tamponada con fosfato antes de la
experimentacién adicional.

Ejemplo 28

Método general para obtener imagenes de esferoides tratados con nanoparticulas y un compuesto activo
fluorescente por microscopia confocal

Se trataron esferoides del ejemplo 25 como en el ejemplo 27b y 27c y después se transfirieron a una placa de
35 mm de fondo de vidrio (Mattek) y se obtuvieron imagenes en un microscopio confocal Olympus FV1000 usando
una lente de objetivo aéreo Olympus UPLAPO 10x/0,40. Se tomaron imagenes confocales individuales a través de la
region central del esferoide. Los parametros de excitacion y emision fueron dependientes del fluoréforo:
doxorrubicina ex: 559 nm em: 575-675; Mitoxantrona ex: 405 nm, em: 575-675.

Ejemplo 29

Método general para medir la eficacia del compuesto activo +/- nanoparticulas en esferoides (ensayo de
excrecencia)

Se trataron esferoides del ejemplo 25 como en el ejemplo 27b y 27c. Los esferoides después se transfirieron a una
placa de 24 pocillos usando una pipeta de transferencia de calibre ancho y el medio se reemplazé con 1 ml de medio
nuevo en cada pocillo. Los esferoides después se incubaron durante 48 horas a 37 °C en un entorno humidificado
con un 5 % de CO., dejando que el esferoide se adhiriera a la placa, y las células formaran una excrecencia desde
el esferoide sobre la superficie de la placa. Después se afiadié Hoechst 33342 a los pocillos y se incubaron durante
30 minutos a 37 °C en un entorno humidificado con un 5% de CO,. Se tomaron imagenes de fluorescencia de
campo ancho de los nucleos tefiidos con Hoechst 33342 y de campo brillante de las células que habian formado
excrecencias a partir de los esferoides (Olympus CellR). Para cuantificar la excrecencia, se contdé el numero de
nucleos dentro de un angulo de 60° desde el borde del esferoide. Estos valores después se representaron en un
grafico normalizado con respecto a los esferoides tratados con compuesto activo solo o esferoides de control no
tratados con fines comparativos.

Ejemplo 30
Las nanoparticulas estabilizadas estéricamente también son capaces de penetrar en esferoides

Se trataron esferoides del ejemplo 25 como en el ejemplo 27a con particulas del ejemplo 2 y se lavaron con solucion
salina tamponada con fosfato, seguido de la fijacion primaria con solucion de glutaraldehido al 2,5 % vy fijacion
secundaria con tetréxido de osmio al 1 %. Los esferoides se lavaron y después se deshidrataron en un gradiente de
etanol y se infiltraron con Resina de Spurr. Se cortaron secciones ultrafinas con un espesor nominal de 95 nm, se
pusieron en rejillas de malla y se tifieron posteriormente con acetato de uranilo y citrato de plomo. Se obtuvieron
imagenes TEM de las secciones de esferoide usando un TEM JEOL 1400 a 120 kV.

Las imagenes de la Figura 1 se tomaron a partir de la regidon central del esferoide y muestran una acumulacion de
nanoparticulas (areas tefiidas mas oscuras indicadas con flechas) dentro del citoplasma de las células. La region
ampliada indicada por el recuadro muestra las nanoparticulas individuales bien dispersadas.

Ejemplo 31
El efecto de nanoparticulas sobre la difusién de farmaco

Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 siguiendo el protocolo del ejemplo 27a con
nanoparticulas de los ejemplos 2, 3 y 5 y se obtuvieron imagenes en las condiciones descritas en el ejemplo 28. La
doxorrubicina sola se difundia aproximadamente 70 uym dentro del esferoide. La coadministracion de doxorrubicina y
NP3 o 5 aumentaba la penetracion en el esferoide de doxorrubicina a aproximadamente 100 um. Por el contrario, la
coadministracion de NP2 y doxorrubicina daba como resultado una difusion de doxorrubicina a través de todo el
esferoide (Figura 2A). La mitoxantrona sola también se difundia aproximadamente 70 pm dentro del esferoide. La
coadministracion de NP3 y mitoxantrona tuvo poco efecto sobre la difusion de mitoxantrona, mientras que la
coadministracion de mitoxantrona y NP2 o NP5 aumentaba significativamente la difusién de mitoxantrona en el
esferoide (Figura 2B).

Ejemplo 32

El efecto de nanoparticulas sobre la viabilidad de esferoides
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Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 siguiendo el protocolo del ejemplo 27a con
nanoparticulas de los ejemplos 1, 2, 4, 8, 9, 12, 13, 15, 16 y 18. La eficacia de las nanoparticulas solas en esferoides
se evalud segun el ejemplo 29. Se descubrié que la mayoria de las nanoparticulas ensayadas tenian poco efecto
citotoxico como se muestra en la Figura 3.

Ejemplo 33

El efecto de nanoparticulas con diferentes tipos de nucleo sobre la viabilidad de esferoides cuando se coadministran
con doxorrubicina.

Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 siguiendo el protocolo del ejemplo 27b con
nanoparticulas de los ejemplos 2, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18 y doxorrubicina. La eficacia se determino
segun el ejemplo 29. La Figura 4 muestra que la coadministracion de nanoparticulas NP2 (ntcleo de hierro), NP11
(nucleo de silice), NP12 (nucleo de oro) y NP18 (nucleo de poliestireno) con doxorrubicina era mas eficaz que el
tratamiento con doxorrubicina solo como se demuestra por la menor excrecencia celular en los esferoides. La
composicion del nucleo de nanoparticulas no se correlaciona con la eficacia.

Ejemplo 34

El efecto de las nanoparticulas con diferentes tamafios de nucleo sobre la viabilidad de esferoides cuando se
coadministran con doxorrubicina.

Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 siguiendo el protocolo del ejemplo 27b con
nanoparticulas de los ejemplos 1, 2, 4,7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 y 18 y doxorrubicina. La eficacia se determino
segun el ejemplo 29. Se mostrdé que varias nanoparticulas diferentes con un intervalo de tamafios de nucleo de
10 nm a 200 nm, cuando se coadministraban con doxorrubicina, eran mas eficaces que la doxorrubicina sola (Figura
5). Se demostr6 que la coadministracion de las particulas NP1, NP2, NP12 y NP18 coadministradas con
doxorrubicina era aproximadamente un 50 % mas eficaz que el tratamiento con doxorrubicina solo.

Ejemplo 35

El efecto del grupo final del estabilizador funcionalizado sobre la viabilidad de esferoides cuando se coadministra con
doxorrubicina.

Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 siguiendo el protocolo del ejemplo 27b con
nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4, 5, 20, 21, 22 y 24 y doxorrubicina. La eficacia se determind segun
el ejemplo 29. Se observo que el grupo terminal funcionalizado con amina afectaba a la viabilidad de los esferoides
cuando se coadministraba con doxorrubicina. Al variar el porcentaje de grupos funcionalizados con amina sobre la
superficie de las nanoparticulas, se observé que las particulas que contenian entre un 5-20 % de grupos terminales
funcionalizados con amina eran las mas eficaces cuando se coadministraban con doxorrubicina. La doxorrubicina
era mas eficaz cuando se coadministraba con nanoparticulas que contenian estabilizadores con grupos terminales
funcionalizados con amina al 5%.

Ejemplo 36

Nanoparticulas de diferentes nucleos estabilizadas con grupos terminales funcionalizados con amina al 5%
coadministradas con esferoides con doxorrubicina.

Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 siguiendo el protocolo del ejemplo 27b con
nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 8, 9, y 12 y doxorrubicina. La eficacia se determind segun el ejemplo 29.
Se fabricaron nanoparticulas estabilizadas con grupos terminales funcionalizados con amina al 5% con diferentes
nucleos y se demostré que todos eran mas eficaces que la doxorrubicina sola y tenian un nivel similar de eficacia
cuando se coadministraban con doxorrubicina (Figura 7).

Ejemplo 37

Efecto de los compuestos activos cuando se coadministran con nanoparticulas sobre la viabilidad de esferoides
obtenidos a partir de dos lineas de células cancerosas diferentes.

Se prepararon esferoides DLD-1 y PA-1 segun el ejemplo 25 y se dosificaron siguiendo el protocolo del ejemplo 27b
con nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4 y 5 y compuestos activos. La eficacia se determiné segun el
ejemplo 29. La mayoria de las particulas y compuestos activos tenian una eficacia similar entre las dos lineas
celulares, con la excepcion de la mitoxantrona. La coadministracion de mitoxantrona y nanoparticulas fue
significativamente mas eficaz en la linea celular de cancer de ovario de células PA-1 en comparacion con la linea de
cancer colorrectal DLD-1
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Ejemplo 38

Ejemplo comparativo entre la coadministracion de nanoparticulas y compuestos activos y la administracion de
nanoparticulas con la administracion retardada de compuestos activos en dos lineas celulares diferentes.

Se prepararon esferoides de DLD-1 y PA-1 segun el ejemplo 25 y se dosificaron siguiendo el protocolo del ejemplo
27b y 27c con las nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 3, 4 y 5 y compuestos activos. La eficacia se
determind segun el ejemplo 29. Las Figuras 9 y 10 muestran que, para algunas combinaciones de particulas y
activos, por ejemplo, 5SFU+NP3, no hay diferencia en eficacia en ninguna linea celular para ningin modo de
tratamiento. En general, sin embargo, hay poca correlacion entre el programa de tratamiento y la eficacia entre las
dos lineas celulares ensayadas. Sera importante determinar qué combinacién de nanoparticula/activo es la mas
eficaz para cada tipo de cancer. Debe indicarse que la mitoxantrona requiere la coadministracién de nanoparticulas
en células PA-1 para conseguir mayor eficacia.

Ejemplo 39

Ejemplos de la combinaciéon coadministrada mas eficaz de nanoparticulas y compuesto activo para cada compuesto
activo ensayado.

Se prepararon esferoides de DLD-1 y PA-1 segun el ejemplo 25 y se dosificaron siguiendo el protocolo del ejemplo
27b con las nanoparticulas indicadas en los ejemplos 2, 5, 14, 20, 21 y 22 y compuestos activos. La eficacia se
determind segun el ejemplo 29. Los resultados presentados son para las nanoparticulas mas eficaces
coadministradas con cada compuesto activo tanto en esferoides DLD-1 (Figura 11A) como en esferoides PA-1
(Figura 11B).

Ejemplo 40

Tratamiento de esferoides de cancer del ejemplo 25 con las nanoparticulas de 6xido de hierro de los ejemplos 1y 2
para permitir la penetracion de los esferoides por cisplatino.

Se dosificaron esferoides DLD-1 preparados segun el ejemplo 25 con 100 yl de solucion de medio completo que
contenia cisplatino y nanoparticulas de 6xido de hierro de los ejemplos 1 y 2 para producir una concentracion final
tanto de cisplatino como de 6xido de hierro de 6 ppm. Los esferoides con particulas de 6xido de hierro y cisplatino se
repusieron en la incubadora y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera con un 5 % de CO». Después de 48 horas
de incubacion, el cisplatino libre y las nanoparticulas en el medio se lavaron con soluciéon salina tamponada con
fosfato en exceso. El analisis por espectroscopia de absorciéon atdmica mostré que, después de 48 horas de
incubacion, la concentracion de cisplatino en los esferoides con nanoparticulas NP1, nanoparticulas NP2 y sin
particulas de 6xido de hierro era 0,60, 0,63 y 0,20 ppb, respectivamente, un aumento de 3 veces en la acumulacion
de cisplatino cuando estaban presentes las nanoparticulas.

Ejemplo 41

Ejemplo comparativo: penetracion de doxorrubicina en esferoides cuando se coadministran con particulas
estabilizadas estéricamente ancladas en comparaciéon con la coadministracion con particulas estabilizadas
estéricamente no ancladas.

Se dosificaron esteroides DLD-1 del ejemplo 25 con NP2 (ejemplo 2), que son particulas recubiertas con un
estabilizador que contiene un grupo de anclaje a fosfato, o NP19 o NP23 (ejemplos 19 y 23), que son particulas
recubiertas con un estabilizador que no tiene parte de anclaje como en el ejemplo 27b. Después se tomaron
imagenes de los esferoides por microscopia confocal (segun el ejemplo 28) para visualizar la fluorescencia de
doxorrubicina. Los esferoides tratados con doxorrubicina y NP2 tenia significativamente mas fluorescencia de
doxorrubicina en el centro del esferoide en comparacion con los esferoides tratados con doxorrubicina sola y los
esferoides tratados con doxorrubicina coadministrados con las particulas estabilizadas estéricamente no ancladas
NP19 y NP23 (Figura 12).

Ejemplo 42

Régimen de ensayo potencial para determinar la nanoparticula y compuesto activo mas eficaces para los tumores
de los pacientes.

Para identificar qué tipo o tipos de nanoparticula y qué tipo o tipos de farmaco activo y la combinacion éptima de
nanoparticulas y farmaco mas eficaces para un paciente individual, inicialmente se ensayaron biopsias de tumores.
Se tomaron varias biopsias de tumor central de un paciente, se diseccionaron en muestras mas pequefias
(aproximadamente 1 mm?®) y se dosificaron con combinaciones de nanoparticula/farmaco seleccionadas. Cada
muestra dosificada se flanqued por una muestra no tratada y un farmaco solo para controlar la variabilidad
intratumoral. Después de 24 horas, la muestra se sometié a un ensayo de excrecencia para medir la eficacia de los
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tratamientos tumorales con nanoparticulas/farmaco para determinar la composicién y la administracion mas eficaces
de nanoparticulas y farmaco.

Tabla 1. LISTA DE NANOPARTICULAS USADAS PARA EJEMPLIFICAR ESTA PATENTE

10

Ejemplo NP |Nucleo NP, diametro| Tipo de recubrimiento
1 NP1 Fe2O3, 10-15 nm 100 % diCOO
2 NP2 Fe;03, 10-15 nm 95 % PEG 5 % NH;
3 NP3 Fe;O3, 10-15 nm 100 % PEG(CHa)
4 NP4 Fe;O3, 10-15 nm 100 % COO
5 NP5 Fe»03, 10-15 nm 100 % NH»
6 NP6 Fe;03, 10-15 nm 95 % COO 5 %NH>
7 NP7 Fe;O3, 30-40 nm 100 % COO
8 NP8 SiO,, 10-15 nm 95 %PEG 5 %NH;
9 NP9 SiO,, 30-40 nm 95 %PEG 5 %NH,
10 NP10 SiO, 130 nm 100 % COO
11 NP11 SiO2, 130 nm 100 % PEGAcrilato
12 NP12 Gold, 10-15 nm 95 %PEG 5 %NH;
13 NP13 Gold, 3-8 nm 100 % COO
14 NP14 Gold, 10-15 nm 100 % COO
15 NP15 Gold, 30-40 nm 100 % COO
16 NP16 PSty, ~ 15 nm 100 % COO
17 NP17 PSty, ~40 nm 100 % COO
18 NP18 PSty, ~ 200 nm 100 % COO
19 NP19 Fe;03, 10-15 nm 10K Dextrano
10 NP20 Fe;O3, 10-15 nm 50 % PEG 50 % NH>
21 NP21 Fe;O3, 10-15 nm 80 % PEG 20 % NH>
22 NP22 Fe;O3, 10-15 nm 90 % PEG 10 % NH>
23 NP23 Fe;03, 10-15 nm 40 K Dextrano
24 NP24 Fe;03, 10-15 nm 98 % PEG 2 % NH;

Tabla 2: valores de Clso de 72 h para los compuestos activos usados en este estudio.

Compuesto activo DLD-1 PA-1

Doxorrubicina (Dox) 1uM 1uM
Cisplatino (Cis) 10 uM 0,6 uM

Mitoxantrona (Mito) 40 nM 20 nM

Paclitaxel (Pac)

indeterminable*

indeterminable*

5-Fluorouracilo (5FU)

10 uM

10 uM

*Paclitaxel era citotdxico a concentraciones tan bajas como 0,1 nM en este ensayo.

Tabla 3: concentraciones de compuestos activos usados para la dosificacion en cada linea celular.

Compuesto activo DLD-1 PA-1
Doxorrubicina (Dox) 1uM 1uM
Cisplatino (Cis) 10 uM 2 uM
Mitoxantrona (Mito) 30 nM 30 nM
Paclitaxel (Pac) 10 nM 10 nM
5-Fluorouracilo (5FU) 10 uM 10 uM
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REIVINDICACIONES

1. Material en forma de particulas y una toxina celular para su uso en el tratamiento de un tumor sélido, en donde
dicho material en forma de particulas esta en forma de una dispersién en un vehiculo liquido, manteniéndose el
material en forma de particulas en un estado dispersado por un estabilizador;

en donde el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento polimérico de estabilizacion
estérica y una parte de anclaje;

en donde dicha parte de anclaje ancla el estabilizador al material en forma de particulas y es diferente del resto del
estabilizador;

en donde dicho segmento polimérico de estabilizacion estérica es soluble en dicho vehiculo liquido y comprende un
grupo funcional iénico terminal, particularmente en donde el grupo funcional idnico es un cation;

en donde dicho material en forma de particulas varia en tamafio de aproximadamente 10 nm a aproximadamente
350 nm; en donde dicho material en forma de particulas y toxina celular penetran en dicho tumor sélido;

en donde dicho material en forma de particulas y toxina celular se coadministran en dos formulaciones separadas; y
en donde dicha toxina celular es un agente citostatico o citocida seleccionado del grupo que consiste en
doxorrubicina, mitoxantrona, cisplatino, paclitaxel y 5-FU.

2. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
segmento polimérico de estabilizacion estérica comprende un grupo funcional idnico terminal, en donde el grupo
funcional iénico es un cation.

3. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 y 2, en donde el segmento polimérico de estabilizacion estérica del estabilizador comprende un
polimero seleccionado entre poli(acrilamida), poli(6xido de etileno), poli(hidroxietilacrilato), poli(N-
isopropilacrilamida), poli(dimetilaminoetil metacrilato), poli(vinilpirrolidona) y copolimeros de los mismos.

4. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde el segmento polimérico de anclaje comprende uno o mas grupos de acido
carboxilico, uno o mas grupos fosfato, uno o mas grupos fosfinato, uno o mas grupos tiol, uno o mas grupos
tiocarboniltio, uno 0 mas grupos de acido sulfénico, grupos etoxisililo o combinaciones de los mismos.

5. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde el estabilizador es un estabilizador estérico que comprende un segmento polimérico
de estabilizacion estérica y un segmento polimérico de anclaje.

6. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que uno o
los dos del estabilizador estérico y los segmentos poliméricos de anclaje comprenden el resto polimerizado de uno o
mas monomeros etilénicamente insaturados.

7. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde el estabilizador tiene un peso molecular medio en nimero (mn) menor de 30.000.

8. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, en el que el material en forma de particulas se selecciona entre un metal, una aleacién
metdlica, una sal metalica, un complejo metalico, un 6xido metalico, un 6xido inorganico, un isétopo radiactivo, una
particula polimérica y combinaciones de los mismos.

9. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicho
material en forma de particulas se selecciona de un grupo que consiste en éxido de hierro, oro, 6xido de silicio y
poliestireno.

10. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho material en forma de particulas o estabilizador esta acoplado a un ligando,
estando dicho ligando dirigido a dicho tumor.

11. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho
material en forma de particulas se administra por inyeccion.

12. El material en forma de particulas y toxina celular para su uso de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho material en forma de particulas se administra antes que la toxina celular; o
en donde dichos materiales en forma de particulas y dicha toxina celular se administran simultaneamente.
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FIGURA 1

FIGURA 2

Doxorubicina

Mitoxantrona NP2+Mitoxantrona NP3+Mitoxantrona NP5+Mitoxantrona
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 7
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12

Doxorubicina NP2 + Doxorubicina NP19 + Doxorubicina NP23 + Doxorubicina
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FIGURA 15
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