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DESCRIPCION
Nanogeles catidnicos para usos biotecnoldgicos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a unos nanogeles catidénicos biocompatibles y termosensibles, asi como a un
método para su produccidon y a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos nanogeles. Entre oftras
aplicaciones, los nanogeles de la invencién se pueden utilizar como vehiculos para llevar y liberar agentes
biol6gicamente activos.

Antecedentes de la invencion

En las ultimas décadas, las dispersiones poliméricas acuosas preparadas por medio de procesos de polimerizacion
en un medio disperso que conducen a la produccion de particulas poliméricas con tamafos comprendidos dentro del
rango coloidal, han suscitado un creciente interés tanto desde el punto de vista académico como industrial (Forcada
J. e Hidalgo, R., Curr. Org. Chem. 2005, 9, 1067-1084). Estas nanoparticulas se utilizan en una gran variedad de
aplicaciones que van desde los adhesivos, los recubrimientos a base de agua, papel, textil, aditivos, floculantes, etc.
También son adecuadas como material polimérico fino o material polimérico de alto valor afiadido para ensayos de
diagndéstico médico, purificacion de anticuerpos, sistemas de liberacion de farmacos y como material para calibrado.

Los nanogeles son un tipo particular de estos sistemas coloidales. Los nanogeles son particulas coloidales
reticuladas que pueden hincharse por absorcion de grandes cantidades de disolvente, pero que no se disuelven
debido a la estructura de la red polimérica fisica o quimicamente reticulada que los constituye.

Los nanogeles presentan un comportamiento que varia desde el de una solucién polimérica (estado hinchado) hasta
el de una particula "dura" (estado colapsado). Pueden responder a estimulos fisicos (temperatura, fuerza ionica,
campos magnéticos, campos eléctricos, etc.), estimulos quimicos (pH, iones y moléculas especificas, etc.) y
estimulos bioquimicos (sustratos enzimaticos, ligandos de afinidad, etc.). De entre todos ellos, la temperatura es el
mas estudiado puesto que supone un estimulo muy eficaz en muchas aplicaciones. Los nanogeles capaces de sufrir
un cambio de fase volumétrico al cambiar la temperatura del medio en el que estan dispersos, o nanogeles sensibles
a la temperatura, son muy interesantes en aquellas aplicaciones biotecnoldgicas en las que se necesite dosificar un
principio activo, una molécula o un material en medios en los que la principal variable sea la temperatura. Ademas,
se ha descubierto que las particulas de nanogel son capaces de responder a los estimulos de una forma mas rapida
que sus homologos de gel macroscoépico, es decir, hidrogeles, debido a su pequefio tamafio [Couvreur P. y col.,
Polymeric Nanoparticles and Microspheres, Guiot, P.; Couvreur, P., ed., CRC Press, Boca Raton, Fla., 27-93, 1986].
Por tanto, el tamafio de las particulas que forman el nanogel es un parametro muy importante puesto que controla la
eficacia del sistema de liberacion.

Los nanogeles empleados como vehiculos para la entrega y la liberacion de moléculas o material biolégicamente
activo deben permanecer quimicamente inalterados y ser farmacolégicamente estables durante su transito desde el
lugar de administracion hasta la diana donde van a ejercer su efecto. Analogamente, las caracteristicas del vehiculo
deben ser tales que no sélo sea compatible con el recorrido que tenga que realizar, sino también con el lugar de
dosificacion, es decir, tiene que ser "inteligente" y debe liberar el ingrediente activo en el momento preciso cuando
haya llegado a la diana y permitiendo la biodisponibilidad del mismo. Por otra parte, el excipiente o vehiculo no solo
debe mantener sus caracteristicas y propiedades en medio acuoso sino que también debe ser capaz de mostrar de
nuevo sus propiedades si para la aplicacién y/o transporte es necesario que se almacene en estado seco
(liofilizado). Es decir, una vez redispersado, debe volver a manifestar sus propiedades y comportamiento con
respecto a los cambios de temperatura.

La familia de polimeros mas habitualmente empleada en la sintesis de microgeles y nanogeles sensibles a las
condiciones del medio es la de las poli(alquilacrilamidas) sensibles a la temperatura, mas concretamente la poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM). Sin embargo, la toxicidad de las poli(alquilacrilamidas) impide su empleo en
aplicaciones biomédicas. A pesar de esto, son muchos los articulos y documentos de patente publicados durante
estos Ultimos afos sobre este tipo de sistemas. En particular, se han descrito nanogeles que presentan un caracter
catiénico. Es este sentido, Moselhy, J. y col. (Int. J. Nanomedicine 2009, 4, 153-164) describen nanogeles catiénicos
termosensibles basados en una red polimérica de N-isopropilacrilamida (NIPAM) o en un copolimero de la misma
con metacrilato de 2-(dimetilamino) etilo (DMAEMA) y su uso potencial como vehiculos de liberacion de ADN; Eke, .
y col. (Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 2006, 279, 247-253) describen microgeles catiénicos
sensibles tanto al pH como a la temperatura sintetizados a partir de N-isopropilacrilamida y N-3-dimetil-
aminopropilmetacrilamida (DMAPM) y su uso en el desarrollo de nuevas superficies relacionadas con aplicaciones
biotecnoldgicas; el documento WO 2006/102762 propone una técnica para injertar grupos acido borénico en
microgeles de PNIPAM con grupos carboxilo, que se utilizan para la liberacion controlada de insulina; Nolan, C.M. y
col. (Biomacromolecules 2006, 7(11), 2918-2922) también investigan la liberacion de insulina a partir de microgeles
de PNIPAM empleando RMN "H de temperatura variable; Sahiner, N. y col. (Colloid Polym. Sci. 2006, 284, 1121-
1129) hacen referencia a la obtencién de micro y nanogeles cationicos sensibles al pH por medio de polimerizacion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645312713

de cloruro de (3-acrilamidopropil)-trimetilamonio (APTMAC) y a sus numerosas aplicaciones dentro del campo de la
biomedicina y la biotecnologia, en particular, a su utilidad como vehiculos para la liberacion controlada de moléculas
activas.

Los monoémeros biocompatibles sensibles a la temperatura incluyen N-vinilcaprolactama (VCL) [Vihola, H. y col.
Biomaterials 2005, 26, 3055-3064], que es un monomero soluble en agua. Su polimero correspondiente, poli N-
vinilcaprolactama (PVCL), combina propiedades muy utiles e importantes ya que, ademas de ser biocompatible,
tiene una transicion de fase en la region de la temperatura fisiologica (32-38 °C). Esta combinacion de propiedades
permite considerarla como un material adecuado para el disefio de dispositivos biomédicos y para su uso en
sistemas de liberacion de farmacos. Por tanto, el documento WO 2008/145612, por ejemplo, describe la obtencion
de microgeles anidnicos de N-vinilcaprolactama adecuados como sistema de liberacion de principios activos que
experimentan un cambio de fase volumétrica progresivo desde el estado hinchado al colapsado a medida que
aumenta la temperatura del medio en el que estan dispersos.

Sin embargo, ninguno de los nanogeles descritos en el estado de la técnica, tanto catidonicos como anidnicos,
manifiesta una respuesta inmediata al cambio de temperatura en la region de transiciéon de fase, y menos aun que
dicha respuesta suponga un cambio volumétrico de manera que el nanogel pase del estado colapsado al hinchado a
medida que aumenta la temperatura.

Breve descripcion de la invencion

Los autores de la presente invenciéon han observado que un nanogel catidnico constituido por una red polimérica
reticulada de unidades monoméricas de N-vinilcaprolactama, obtenido por polimerizaciéon en un medio disperso en
presencia de un emulsionante catiénico o no-idnico y un iniciador catiénico, sufre un cambio volumétrico instantaneo
a la temperatura de transicion de fase del polimero (32-38 °C), cambiando del estado colapsado al estado hinchado
a medida que aumenta la temperatura, lo que le permite liberar de forma inmediata un principio activo dentro de la
region de la temperatura fisiolégica.

Por tanto, en un primer aspecto la invencion se refiere a un nanogel catiénico biocompatible que comprende una red
polimérica, comprendiendo dicha red polimérica unas unidades poliméricas interconectadas entre si a través de un
agente de reticulacion, en el que dicha red polimérica puede obtenerse por polimerizacion en un medio disperso de
N-vinilcaprolactama y un agente de reticulacion, en presencia de un iniciador catiénico y un emulsionante catiénico o
no-iénico.

Un aspecto adicional de la presente invencion comprende una composicion farmacéutica que comprende un nanogel
catiénico biocompatible como se ha definido anteriormente, y un excipiente, vehiculo o adyuvante,
farmacéuticamente aceptable.

El ultimo aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la obtencidon de un nanogel cationico
biocompatible como se ha definido anteriormente, que comprende la polimerizacion de una composiciéon que
comprende N-vinilcaprolactama y un agente de reticulacion en un medio disperso, en presencia de un iniciador
catiénico y un emulsionante catiénico o no-iénico.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra las imagenes de Microscopia Electrénica de Transmision tomadas a aproximadamente 22 °C y
60 °C que muestran claramente que los nanogeles de la invencién estan colapsados a temperaturas por debajo de la
temperatura de transicion de fase del polimero e hinchados a temperaturas por encima de dicha temperatura.

La Figura 2 es una grafica que muestra la variacion del diametro hidrodinamico promedio con respecto a la
temperatura experimentada por los nanogeles constituidos por un copolimero de N-vinilcaprolactama (VCL) y
estireno (St) [a) 90 % de VCL/10 % de St; b) 70 % de VCL/30 % de St; c) 50 % de VCL/50 % de St].

La Figura 3 es una grafica que muestra la variacion del diametro hidrodinamico promedio con respecto a la
temperatura experimentada por los nanogeles constituidos por un copolimero de N-vinilcaprolactama (VCL) y
metacrilato de metilo (MMA) [a) 90 % de VCL/10 % de MMA,; b) 80 % de VCL/20 % de MMA; c) 70 % de VCL/30 %
de MMA; d) 50 % de VCL/50 % de MMA].

La Figura 4 es una grafica que muestra la variacion del diametro hidrodinamico promedio frente a la temperatura
experimentada por los nanogeles de la invencién para distintas concentraciones de emulsionante S7A13.

La Figura 5 es una grafica que muestra la variacion del diametro hidrodinamico promedio con respecto a la
temperatura experimentada por los nanogeles de la invencion para distintas concentraciones de iniciador: a) 1 % en
peso de iniciador ADIBA (E2011); b) 0,5 % en peso de iniciador ADIBA (E2010.5); c) 0,3 % en peso de iniciador
ADIBA (E2010.3).
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La Figura 6 es una grafica que muestra la variacion del diametro hidrodinamico promedio frente a la temperatura
experimentada por los nanogeles de la invencion con distintos emulsionantes: a) S7A13 (E20); b) HDTAB (H20); c)
DTAB (D20); d) Tween 20 (NI20).

La Figura 7 es una grafica que muestra la variacion del diametro hidrodinamico promedio con respecto a la
temperatura experimentada por el nanogel catiénico E20 después de su liofilizacion y resuspension.

Descripcion detallada de la invencién

En un aspecto, la invencion se refiere a un nanogel catiénico biocompatible, en lo sucesivo en el presente
documento nanogel de la invencidon, que comprende una red polimérica, comprendiendo dicha red polimérica
unidades poliméricas interconectadas entre si a través de un agente de reticulacion, en el que dicha red polimérica
puede obtenerse por polimerizacion de N-vinilcaprolactama y un agente de reticulacion en un medio disperso, en
presencia de un iniciador catiénico y un emulsionante catiénico o no-iénico.

Como se usa en el presente documento, el término "nanogel”, se refiere a una particula de hidrogel tridimensional
cuyo diametro medio es inferior a 1 ym, es decir, un diametro comprendido entre 1 y 999 nm. Andlogamente, un
"hidrogel" es una red macromolecular tridimensional que se hincha en agua y se forma a partir de un polimero
reticulado (por ejemplo, unidades poliméricas interconectadas entre si por medio de un agente de reticulacion).

La naturaleza cationica del nanogel de la invencién es resultado de la utilizacion de un iniciador catiénico en el
proceso de polimerizacion.

Dicho nanogel de la invencion, si se desea, puede contener adicionalmente, al menos, un agente biolégicamente
activo, que da origen a un nanogel biocompatible cargado con un agente biolégicamente activo que puede utilizarse
para llevar, entregar y/o dosificar agentes bioldgicamente activos al sitio de interés. Los nanogeles biocompatibles,
cargados o no con agentes biolégicamente activos, proporcionados por la presente invencidon son sensibles a los
cambios de temperatura del medio en el que estan dispersos, y pueden hincharse y encogerse (es decir, cambiar de
tamafio), respondiendo de este modo a estimulos de temperatura.

En particular, la principal ventaja de los nanogeles catidnicos biocompatibles termosensibles de la presente
invencion con respecto a otros nanogeles del estado de la técnica es que, ademas de ser biocompatibles,
experimentan un cambio volumétrico instantaneo a la temperatura de transicion de fase del polimero, cambiando del
estado colapsado al estado hinchado a medida que aumenta la temperatura, permitiendo de este modo la liberacién
inmediata del principio activo dentro de la region de la temperatura fisiologica.

La figura 1 muestra las imagenes de Microscopia Electrénica de Transmisién para un nanogel catiénico de acuerdo
con la presente invencion, tomadas a aproximadamente 22 °C y 60 °C, en las que se puede observar como las
particulas del nanogel estan hinchadas a temperaturas superiores a la temperatura de transicion de fase del
polimero principal que constituye la red polimérica y colapsadas por debajo de dicha temperatura. Muestra ademas
que el nanogel no aumenta de tamafio como resultado de la aglomeracion o agregacion de varias particulas sino
como resultado del hinchamiento de las particulas de nanogel individuales.

Las nanoparticulas de nanogel biocompatible cargado o no con un agente biolégicamente activo proporcionadas por
la presente invencion pueden liofilizarse y después resuspenderse en un medio acuoso conservando inalteradas sus
propiedades y termosensibilidad. Por tanto, los nanogeles proporcionados por la presente invencion son materiales
biocompatibles, utiles como vehiculos de agentes biolégicamente activos, capaces de absorber (encapsular/captar)
agentes bioldgicamente activos tanto hidréfobos como hidréfilos, y de dosificarse apropiadamente puesto que
responden a estimulos de temperatura del medio en el que estan dispersos.

N-vinilcaprolactama (VCL)

La N-vinilcaprolactama (VCL) es un compuesto con la siguiente formula quimica

CH,
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La VCL es un monémero anfifilico puesto que contiene grupos hidréfilos (amida) y grupos hidréfobos (grupo vinilo y
grupos alquilo del anillo de la lactama). La VCL es parcialmente soluble en agua, siendo su solubilidad del 8,5 % en
peso. La solubilidad en agua del correspondiente homopolimero, poli(N-vinilcaprolactama) (PVCL), varia con la
temperatura. La presencia de los grupos hidréfobos e hidrofilos significa que coexisten fuerzas repulsivas y
atractivas. El equilibrio de estas fuerzas determina la solubilidad del polimero.

Algunos polimeros son solubles en agua a baja temperatura, separandose de la solucién y formando una fase
separada a medida que aumenta la temperatura por encima de un valor conocido como "temperatura de solucién
critica inferior" (LCST, del inglés lower critical solution temperature), también denominada "temperatura critica de
cambio de fase". En el caso de la PVCL, esta temperatura critica de cambio de fase esta en el intervalo comprendido
entre 32 y 38 °C, es decir, cercano a la temperatura fisiologica.

La PVCL tiene adicionalmente una caracteristica adicional, su biocompatibilidad, que lo hace susceptible de ser
utilizado en aplicaciones biomédicas. Durante el desarrollo de la presente invencién se ha observado que la sintesis
de dicho polimero no se debe realizar a un pH acido con el fin de evitar la hidrélisis de la VCL.

Los autores de la presente invencién han observado que la copolimerizacion de la VCL con otros monémeros
provoca un cambio significativo en el comportamiento del polimero con respecto a la temperatura. Por tanto, cuando
la VCL se copolimeriza con estireno en una relacion 50:50, las nanoparticulas no son sensibles a la temperatura y se
comportan como un latex convencional (véase la Figura 2). Por su parte, la copolimerizacién con metacrilato de
metilo (MMA) proporciona particulas que se comportan como nanogeles anidnicos, es decir, sufren el cambio
volumétrico esperado para la PVCL, cambiando del estado hinchado al colapsado a medida que aumenta la
temperatura (véase la Figura 3). Esto se debe a que el metacrilato de metilo es sensible al pH y cuando el pH del
medio sobrepasa el pKa del grupo carboxilo procedente de la hidrélisis del MMA, dicho grupo se ioniza
proporcionando cargas negativas al nanogel de la invencion.

La concentracion de VCL con respecto a la concentracion total de la formulacién (receta) que comprende los
componentes necesarios para la obtencion de las unidades poliméricas interconectadas entre si a través de un
agente de reticulacion que constituyen la red polimérica del nanogel biocompatible de la invencién puede variar
dentro de un intervalo amplio; en concreto, entre la concentracion de VCL que al polimerizarse no forma un gel
macroscopico (concentracion maxima) y la concentracion de VCL que al polimerizarse permite la obtencion del
diametro final deseado del nanogel biocompatible de la invencién (concentracién minima). En una realizacion
particular, la concentracion de VCL esta comprendida entre el 0,5-3 % en peso con respecto al total de la receta. En
una realizacion aun mas particular, la concentracion de VCL es de aproximadamente el 1 % en peso con respecto al
total de la receta.

Agente de reticulacion

De acuerdo con la presente invencion, el componente "agente de reticulacion" es un mondmero difuncional que
comprende al menos dos grupos vinilo.

En una realizacion especifica, dicho agente de reticulacion es un dextrano con dos o mas grupos vinilo.
En otra realizacion especifica, dicho agente de reticulacion es N,N-metilenbisacrilamida (BA).
En otra realizacion particular, dicho agente de reticulacion es un monémero difuncional que, ademas de dos grupos
vinilo, comprende al menos una unidad de etilenglicol. Los ejemplos ilustrativos no limitantes de dicho agente de
reticulacion incluyen un monémero difuncional de formula general

I |O

| ) |
/

Hye==¢——C——0——CHy—CH,—O

C——CH,
n

X X
en la que

X es hidrégeno o metilo, y
n es un numero entero comprendido entre 1y 90.

En una realizacion especifica, cuando "n" es 1 y "X" es hidrégeno, el agente de reticulacion es diacrilato de
etilenglicol (EGDA) y cuando "n" es mayor que 1 y "X" es hidrégeno, el agente de reticulacion es poli(diacrilato de
etilenglicol) (PEGDA).
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En otra realizacion especifica, cuando es 1 y "X" es metilo, el agente de reticulacion es dimetacrilato de
etilenglicol (EGDMA) y cuando "n" es mayor que 1y "X" es metilo, el agente de reticulacion es poli(dimetacrilato de
etilenglicol) (PEGDMA).

En una realizacién particular, el agente de reticulacion es un monémero difuncional seleccionado entre el grupo que
consiste en un dextrano con dos o mas grupos vinilo, N,N-metilenbisacrilamida (BA), EGDA, PEGDA, EGDMA,
PEGDMA y mezclas de los mismos.

Algunos de dichos agentes de reticulacién tienen la caracteristica de que, ademas de los atomos de oxigeno de los
grupos carbonilo, los atomos de oxigeno presentes en las unidades de etilenglicol pueden formar enlaces de
hidrégeno con grupos carboxilo.

La concentracion de agente de reticulacion con respecto a la VCL presente en la formulacion (receta) que
comprende los componentes necesarios para la obtencion de las unidades de polimero interconectadas entre si a
través de dicho agente de reticulacion que constituyen la red polimérica del nanogel biocompatible de la invencion
puede variar dentro de un amplio intervalo, dependiendo del diametro deseado del nanogel biocompatible de la
invencion (a temperaturas mas altas o bajas que la LCST); sin embargo, en una realizacién particular, la
concentracion de agente de reticulacion presente en dicha receta esta comprendida entre el 2 % y el 10 % en peso
con respecto a la VCL; en una realizacion aun mas particular, la concentracion de agente de reticulacion presente en
dicha receta es de aproximadamente el 8 % en peso con respecto a la VCL.

Iniciador catiénico

De acuerdo con la presente invencion, el componente "iniciador catiénico" se refiere a un compuesto que se
descompone por medio de activacion térmica generando especies reactivas cargadas positivamente que inician el
proceso de polimerizacion radicalaria. Como resultado, el iniciador empleado en la invencion es un iniciador térmico
cationico.

La naturaleza catidnica del iniciador es de vital importancia en la preparacion de nanogeles dado que es el
compuesto que va a conferir la carga positiva al nanogel, siendo la carga la que permite que las nanoparticulas del
nanogel sufran un cambio volumétrico instantaneo en la temperatura de transicion de fase y permite que dicho
cambio implique la transicion desde el estado colapsado al estado hinchado a medida que aumenta la temperatura.

Aunque podria usarse practicamente cualquier iniciador apropiado capaz de descomponerse y generar especies
positivas, en una realizacion particular, dicho iniciador se selecciona entre el grupo que consiste en diclorhidrato de
2,2'-azobis (N,N'-dimetileno isobutiramidina) (ADIBA), dihidrato de disulfato de 2,2’-azobis[2-(2-imidazolin-2-
il)propano], diclorhidrato de 2,2’-azobisisobutiramidina (AIBA), diclorhidrato de 2,2’-azobis{2-[1-(2-hidroxietil)-2-
imidazolin-2-ilJpropano} y diclorhidrato de 2,2’-azobis(1-imino-1-pirrolidino-2-etilpropano).

Las férmulas respectivas de estos iniciadores se muestran a continuacion:

iy s 2H,S0
c c NN e 2HC E _(f' N=N— c;c j 2504
i | N CHy  CH, N
CH; CHy
CH CH; - |
N T ¢ NH ( \,c—c N=N—G—€ \| 2HCI
6—C—N=N—C—C 2HCI il L N
. "NHa CHgy CHj
N e cHy NH2 !
2 3 HOCH-CH- CH,CH,0H
HN <|3Ha CHy  NH
C N C . 2HCI
"‘! CH CHy N—
[y L\
N o

De acuerdo con una realizacion preferida, el iniciador empleado es el diclorhidrato de 2,2'-azobis(N,N'-dimetileno
isobutiramidina) (ADIBA), que se descompone térmicamente proporcionando especies reactivas catidnicas que
permiten iniciar la polimerizacion y la reticulacion de la VCL por via radicalaria.

La concentracion de iniciador que puede utilizarse para poner en practica dicho método puede variar dentro de un
amplio intervalo; sin embargo, en una realizacion particular, la concentracion de iniciador esta comprendida entre el
0,3% y el 1,5 % en peso con respecto a VCL; en realizaciones aun mas particulares, la concentracion de iniciador
presente en dicha receta oscila entre el 0,3 y el 1,2 % en peso con respecto a VCL.
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Emulsionante

El emulsionante confiere estabilidad coloidal a los nanogeles catidnicos de la invencion. Incluye la red polimérica que
constituye las nanoparticulas del nanogel. De acuerdo con la presente invencion, el emulsionante puede ser tanto
catiénico como no-iénico.

Aunque podria utilizarse practicamente cualquier emulsionante catiénico o no-iénico apropiado, en una realizacion

particular, el emulsionante es un emulsionante no-iénico, preferentemente Tween 20. La férmula correspondiente a
este compuesto se muestra a continuacion:

Ho\{/\ ]
ol, O/\%OH
b
8]
0 0 -

[ 4OH
enlaquea+b+c+d=20
En otra realizacién particular, dicho emulsionante es un emulsionante catiénico. Mas en particular, dicho
emulsionante catiénico es un haluro de alquiltrimetilamonio. El haluro de alquitrimetilamonio se selecciona

preferentemente entre bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTAB) y bromuro de dodeciltrimetilamonio (DTAB),
que tienen, respectivamente, las siguientes férmulas:

(|3H3 Br - (|3H3 Br-
HyC(H,C) ITJJ'—CHS HyC(H,C)y— |\|1t~0|-|3
CH, CH,

En una realizaciéon aun mas preferida, el emulsionante catiénico es un copolimero de bloque de amonio cuaternario,
entendiéndose como un copolimero de bloque que tiene un grupo terminal de amonio cuaternario, tal como, por
ejemplo, un copolimero de bloque de estireno y metacrilato de 2-(dimetilamino) etilo de férmula:

o]
/\ Br
(9]

n tm
O

e}
ZN+
I

Entre los compuestos que corresponden a esta férmula, se prefiere el empleo del copolimero de bloque de estireno
y metacrilato de 2-(dimetilamino) etilo definido en la férmula anterior en el que n =7 y m = 13. En toda la presente
memoria descriptiva dicho compuesto se denomina S7A13.

en la que n y m son nimeros enteros comprendidos entre 5 y 50.

Estos copolimeros de bloque se pueden sintetizar por cualquier método conocido por un experto en la materia. Sin
embargo, en una realizacion particular, la sintesis de dicho copolimero se realiza en tres etapas. Una primera etapa
de polimerizacion de la cadena de poliestireno que se realiza en presencia de un iniciador y que es catalizada por un
complejo de cobre, tal como por ejemplo CuBr-/tris[2-(dimetilamino)etillamina; una segunda etapa de elongacion de
la cadena de poliestireno con metacrilato de 2-(dimetilamino) etilo (también denominado DMAEMA) que se realiza
por reaccion del poliestireno con DMAEMA en presencia del complejo de cobre mencionado; y una tercera etapa de
cuaternizacion del grupo amino del metacrilato por reaccion con un haluro de alquilo, tal como por ejemplo yoduro de
metilo. Un ejemplo detallado de la sintesis de este copolimero de bloque se detalla en el ejemplo 1, enelquen=7y
m =13.
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La concentracion de emulsionante que se puede utilizar para poner en practica el procedimiento de la invencion
puede variar dentro de un amplio intervalo; sin embargo, en una realizacion particular, la concentracion de
emulsionante esta comprendida entre el 0,2 % y el 25 % en peso con respecto a VCL; en una realizacion aun mas
particular, la concentracion de emulsionante presente en dicha receta puede oscilar entre el 0,3 y el 20 % en peso
con respecto a VCL.

Obtencién del nanogel catidnico objeto de la invencién

El nanogel cationico biocompatible de la invenciéon se obtiene como resultado de la reticulacion de unidades
poliméricas de PVCL interconectadas entre si a través del agente de reticulacion, generando una red polimérica.
Dicha red polimérica puede obtenerse mediante un método de polimerizacién del mondmero principal (VCL) en
presencia de dicho agente de reticulacion en un medio disperso, tal como polimerizacién en emulsion. En el contexto
de la invencion, la polimerizacion en emulsion de dichos monémeros también comprende el empleo de un iniciador
catiénico y de un emulsionante catidnico o no iénico. La polimerizacion de un mondémero, asi como la
copolimerizacion de dos o mas monomeros diferentes en un medio disperso (heterogéneo) es conocida por los
expertos en la materia. En general, en dicho método de polimerizacion, el agua (por ejemplo, agua destilada) se
utiliza como medio continuo de reaccion.

La reaccién de polimerizacion puede realizarse a una temperatura comprendida dentro de un amplio intervalo; sin
embargo, cuando se elige la temperatura de reaccion es muy importante tener en cuenta la temperatura critica de
cambio de fase (LCST) de las unidades de polimero que constituyen la red polimérica del nanogel biocompatible de
la invencién. En una realizacién particular, la reaccion de polimerizacion se realiza a una temperatura superior a las
LCST de las distintas unidades de polimero que forman parte de los nanogeles biocompatibles de la invencion. En
una realizacién concreta, la reaccion de polimerizacion se realiza a una temperatura igual o superior a 60 °C.

Analogamente, la velocidad de agitacion de la formulacion (receta) que contiene los componentes necesarios para
generar el nanogel biocompatible de la invencién por medio de polimerizaciéon en un medio disperso como se ha
mencionado anteriormente puede variar dentro de un amplio intervalo; sin embargo, la velocidad de agitacion debe
ser lo suficientemente alta como para conseguir una mezcla homogénea de la dispersion (mezcla de reaccion)
cuando se sintetizan los nanogeles biocompatibles de la invencién. En una realizacion particular, la velocidad de
agitacion es igual o superior a 200 rpm; en otra realizacion particular, la velocidad de agitacion esta comprendida
entre 200 y 400 rpm, por ejemplo aproximadamente 300 rpm.

La reaccidon de polimerizacién puede realizarse en un reactor de forma discontinua (o por lotes) o de forma
semicontinua.

Las caracteristicas técnicas de los nanogeles biocompatibles de la invenciéon dependeran, entre otros factores, de la
naturaleza y la concentracion de VCL utilizadas, el agente de reticulacion, el emulsionante, el iniciador y la
temperatura de reaccion. Sin embargo, a modo de ilustracion no limitante, los valores de algunas caracteristicas
técnicas de dichos nanogeles biocompatibles de la invencién se pueden indicar en forma de intervalo:

- Diametro de particula colapsada (15 °C): 30-60 nm
- Diametro de particula hinchada (55 °C): 150-800 nm
- Temperatura de transicion de fase: 32,5 °C - 38 °C

Los nanogeles catidnicos de la invencion se pueden dispersar tanto en agua como liofilizados. Una vez liofilizados, si
se resuspenden en un medio acuoso, mantienen sus propiedades y capacidad de hinchamiento/colapso con
respecto a cambios de temperatura del medio de dispersion.

Nanogeles biocompatibles cargados con un agente biolégicamente activo

Como se ha mencionado anteriormente, los nanogeles catiénicos biocompatibles de la invencion son capaces de
captar o encapsular agentes biolégicamente activos. Por tanto, en una realizacién particular, el nanogel
biocompatible de la invencién comprende adicionalmente un agente biolégicamente activo. En general, dicho agente
bioldgicamente activo puede estar en el interior del nanogel biocompatible de la invencién; sin embargo, en
ocasiones el agente biolégicamente activo también puede estar unido o adsorbido sobre la superficie externa de
dicho nanogel.

Los nanogeles catidnicos biocompatibles cargados con agentes biolégicamente activos proporcionados por la
presente invencion estan en forma de nanoparticulas que son sensibles a los cambios de temperatura del medio en
el que se dispersan, y pueden hincharse y colapsarse (es decir, cambiar de tamafo), respondiendo de este modo a
estimulos de temperatura. En particular, experimentan un cambio volumétrico instantaneo en la temperatura de fase
del polimero principal que constituye la red polimérica, pasando de un estado colapsado a un estado hinchado a
medida que aumenta la temperatura.
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Las nanoparticulas de nanogel biocompatible cargado o no con un agente biolégicamente activo proporcionadas por
la presente invencion pueden liofilizarse y, posteriormente, resuspenderse en un medio acuoso conservando
inalteradas sus propiedades y sensibilidades.

Los nanogeles biocompatibles y sensibles a la temperatura de la presente invencion tienen numerosas ventajas con
respecto a otros materiales "inteligentes" que no pueden utilizarse en la dosificacion de farmacos porque no cumplen
la condicion de biocompatibilidad. En estos nuevos nanogeles, la fuerza impulsora que controla la absorcion y
posterior dosificacion del agente bioldgicamente activo tiene un cierto caracter covalente, lo que supone una ventaja
adicional tanto en el transporte del agente biolégicamente activo como en su dosificacion en el lugar elegido.

Por otra parte, a diferencia de los nanogeles aniénicos de PVCL, los nanogeles catidnicos de la invencion permiten
liberar inmediatamente el ingrediente activo debido al cambio volumétrico instantaneo que experimentan.

Como se usa en el presente documento, la expresion "agente biolégicamente activo" se refiere a cualquier sustancia
que se administra a un sujeto, preferentemente un ser humano, con fines profilacticos o terapéuticos; es decir,
cualquier sustancia que se puede utilizar en el tratamiento, cura, prevencion o diagndstico de una enfermedad o
para mejorar el bienestar fisico y mental de seres humanos y animales, por ejemplo, farmacos, antigenos,
alérgenos, etc.

El nanogel biocompatible de la invencion o las nanoparticulas de nanogel biocompatible de la invencién pueden
incorporar uno o mas agentes biolégicamente activos independientemente de las caracteristicas de solubilidad de
los mismos.

La naturaleza quimica del agente biolégicamente activo puede variar dentro de un amplio intervalo, desde moléculas
pequenias hasta compuestos macromoleculares (péptidos, polinucleétidos, etc.). En una realizacion particular, dicho
agente biolégicamente activo es un péptido o una proteina. En otra realizaciéon particular, dicho agente
biolégicamente activo es un nucledsido, un nucleétido, un oligonucleétido, un polinucleétido o un acido nucleico (por
ejemplo, ARN o ADN). En otra realizacién particular, dicho agente bioldgicamente activo es una molécula (organica
o inorganica) pequefia; generalmente estas moléculas se obtienen por métodos de sintesis quimica o semisintéticos
0, como alternativa, se aislan de sus fuentes. En una realizacién especifica, dicha molécula (organica o inorganica)
pequenia, tiene un peso molecular relativamente bajo, generalmente, igual o inferior a 5.000, normalmente, igual o
inferior a 2.500, ventajosamente, igual o inferior a 1.500. Muchos principios activos terapéuticos (farmacos) tienen
estas caracteristicas y, por tanto, pueden utilizarse para poner en practica la presente invencion.

Los nanogeles biocompatibles de la invencion (y, en consecuencia, las nanoparticulas de nanogeles biocompatibles
de la invencion) pueden utilizarse como vehiculos para la administracion tanto de sustancias hidréfilas como de
sustancias hidréfobas. Los ejemplos ilustrativos no limitantes de agentes biolégicamente activos (definidos por
grupos terapéuticos) encapsulados en el interior de dichos nanogeles y nanoparticulas que pueden utilizarse
incluyen: sustancias anticancerigenas, antibidticos, inmunodepresores, sustancias antiviricas, inhibidores
enzimaticos, neurotoxinas, opioides, hipndticos, antihistaminicos, tranquilizantes, anticonvulsivantes, relajantes
musculares y sustancias contra el Parkinson, antiespasmodicos y agentes de contraccion muscular, miéticos y
anticolinérgicos, compuestos antiglaucoma, compuestos antiparasitarios y/o antiprotozoarios, antihipertensivos,
analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios, anestésicos locales, prostaglandinas, antidepresivos, sustancias
antipsicoticas, antieméticos, neurotransmisores, proteinas, modificadores de la respuesta celular y vacunas.

Por tanto, los nanogeles proporcionados por la presente invencién son materiales biocompatibles, utiles como
vehiculos de agentes biolégicamente activos, capaces de absorber (encapsular/captar) agentes biolégicamente
activos tanto hidréfobos como hidrofilos, y se dosifican apropiadamente puesto que responden a estimulos de
temperatura del medio en el que se dispersan.

Los nanogeles biocompatibles de la invencion pueden captar o encapsular el agente biolégicamente activo por
métodos convencionales. En una realizacién particular, la reaccién de polimerizacién en un medio disperso para
producir el nanogel biocompatible de la invencion puede realizarse en presencia del agente biolégicamente activo
con el fin de encapsular dicho agente en su interior. Como alternativa, el método de obtencion del nanogel
biocompatible cargado con un agente biolégicamente activo proporcionado por la presente invenciéon comprende
poner en contacto una dispersion que comprende un nanogel biocompatible de la invencion con una disoluciéon que
comprende dicho agente o agentes biolégicamente activos que se han de encapsular.

Mas especificamente, en una realizacién particular, se mezcla una dispersion que comprende los nanogeles
biocompatibles de la invencion (o nanoparticulas a base de dichos nanogeles) con una disolucion del agente
biolégicamente activo que se ha de captar, a un pH determinado; la disolucién resultante se agita durante un periodo
de tiempo apropiado y se separan los nanogeles de la invencion cargados con el agente biolégicamente activo por
métodos convencionales, tales como centrifugacion (por ejemplo, a 10.000-15.000 rpm y 20 °C). Después de
separar los nanogeles cargados se analiza el sobrenadante por métodos convencionales, por ejemplo, mediante
espectrofotometria. La cantidad de agente biolégicamente activo captado o absorbido se puede calcular conociendo
la concentracidon de agente bioldgicamente activo que se ha utilizado y la concentracion de agente biolégicamente
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activo que ha quedado en el sobrenadante.

Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un nanogel biocompatible
cargado con un agente biolégicamente activo proporcionado por la presente invencion, y un excipiente, vehiculo o
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos ilustrativos no limitantes de composiciones farmacéuticas incluyen cualquier composicion (sélida o
semisdlida) destinada a su administracion oral, bucal, sublingual, tdpica, ocular, intranasal, pulmonar, rectal, vaginal,
parenteral, tépica, etc. En una realizacién particular, la composicién farmacéutica se administra por via oral debido a
su biocompatibilidad. Los nanogeles biocompatibles de la invencién son unos materiales "inteligentes" que
proporcionan una liberacion mas controlada del agente biolégicamente activo y protegen a dichos agentes
bioldgicamente activos durante la liberacién pudiendo controlarse de este modo su biodisponibilidad de manera
uniforme y constante. La reversibilidad en las propiedades de hinchamiento de estos nanogeles convierte a estos
materiales en excelentes vehiculos para llevar tanto de agentes biolégicamente activos de pequefio tamafio como de
nuevos farmacos macromoleculares (por ejemplo, péptidos) y otros productos terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas descritas comprenderan los excipientes adecuados para cada formulacién. Por
ejemplo, en el caso de formulaciones orales en forma de comprimidos o capsulas se incluiran si es necesario
agentes aglutinantes, disgregantes, lubricantes, agentes de carga, recubrimiento entérico, etc. Las formulaciones
soélidas orales se preparan de forma convencional por mezcla, granulacién en seco o humedo e incorporando el
nanogel biocompatible de la invencién cargado con el agente biolégicamente activo. Las composiciones
farmacéuticas también pueden adaptarse para su administracion parenteral, en forma de, por ejemplo, soluciones,
suspensiones o productos liofilizados, estériles, en la forma de dosificacion apropiada; en este caso, dichas
composiciones farmacéuticas incluiran los excipientes adecuados, tales como tampones, tensioactivos, etc. En
cualquier caso, los excipientes se elegiran en funcion de la forma farmacéutica de administracion seleccionada. Una
revision de las distintas formas farmacéuticas de administracion de farmacos y de su preparacion puede encontrarse
en el libro "Tratado de Farmacia Galénica", de C. Fauli i Trillo, 10 Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

La proporcion del agente biolégicamente activo incorporada en los nanogeles biocompatibles de la invencion puede
variar dentro de un amplio intervalo, por ejemplo, puede ser de hasta un 50 % en peso con respecto al peso total de
las nanoparticulas. Sin embargo, la proporcién adecuada dependera en cada caso de la moléculas biolégicamente
activa incorporada.

La invencion se describe a continuacion por medio de varios ejemplos no limitantes ilustrativos de la invencion.
Ejemplos

Materiales

El monémero principal: N-vinilcaprolactama (VCL, Aldrich); el iniciador cationico: diclorhidrato de 2,2'-azobis (N,N'-
dimetileno isobutiramidina) (ADIBA, Wako Chemical Gmbh); el agente de reticulacion: diacrilato de poli(etilen glicol)
(PEGDA 200, Polyscience) y los emulsionantes: bromuro de dodeciltrimetilamonio (DTAB), bromuro de

hexadeciltrimetilamonio (HDTAB) y Tween 20, se adquirieron en el mercado.

El emulsionante catiénico S7A13 (copolimero de bloque con 7 unidades de estireno y 13 de DMAEMA) se preparé
de acuerdo al método que se muestra en el siguiente ejemplo.

Ejemplo 1. Sintesis de S7A13: copolimero de bloqgue anfifilico de poliestireno (PSty) y metacrilato de 2-
(dimetilamino)etilo (PDMAEMA).

Materiales
En esta sintesis ARGET ATRP se utilizaron los siguientes materiales:

- Estireno (Aldrich), que se purificd mediante destilacion (5 mbar (0,5 kPa) a 25 °C);

- Metacrilato de dimetiletilamina (Aldrich), que también se purificé por medio de destilacién (2 mbar (0,2 kPa) a
25 °C);

- Bromuro de cobre (Il) (CuBr,) (Aldrich), que se ultiliz6 tal cual se adquirié (99-100 % de pureza).

- Etil-2-bromoisobutirato (EBiB) (Aldrich), que se purificé por medio de destilacién (3 mbar (0,3 kPa) a 30°C); y

- tris[2-(dimetilamino)etillamina (MesTREN), que se preparé6 como se describe en Macromolecules, 1998, 31,
5958 o en Inorg. Chem, 1966, 5, 41.
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Sintesis del macroiniciador PSty

El macroiniciador PSty se preparé utilizando 2-bromoisobutirato de etilo (EBiB) como iniciador. La reaccion fue
catalizada por el complejo CuBry/tris[2-(dimetilamino)etillamina (MesTREN) en argoén. El anisol se utilizd como
disolvente y se afiadié acido ascorbico en exceso como agente reductor para reducir el Cu(ll) a Cu(l). Los distintos
componentes empleados en la sintesis del macroiniciador PSty asi como las cantidades de cada uno de ellos se
resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes para la sintesis del macroniciador PSty-Br

g Equivalentes mol
Estireno 59 9,57 0,57
EBIB (98 %) 11 1 0,06
CuBrz 0,13 0,009 0,000567
tris[2-(dimetilamino)etillamina (MesTREN) 1,3 0,076 0,004547
Acido ascorbico 1 10,2 0,005763
Anisol 43 35 0,40

El ligando (MesTREN) y el CuBr, se mezclaron en un tubo Schlenk con 5 gramos de anisol para formar el complejo
CuBr,/tris[2-(dimetilamino)etillamina. Se burbuje6 argdén a través de la disolucion del complejo durante 15 minutos
mientras se agitaba. El acido ascorbico se disolvio en el resto del anisol y se adicioné a un matraz de tres bocas de
250 ml. El estireno y la disolucion con el complejo se transfirieron al matraz. Se realizaron 3 ciclos de enfriamiento
sobre la mezcla de reaccion y se mantuvo en atmosfera de argon durante toda la reaccion. La temperatura del bafio
de aceite se fij6 en 90 °C y cuando la temperatura de la mezcla de reaccion fue de 90 °C, se afiadio el iniciador EBiB
con el fin de comenzar la polimerizaciéon. La reaccién procedié durante 32 horas. Se tomaron alicuotas de 1 ml
durante la reaccion. Los pesos moleculares se midieron mediante cromatografia de exclusion de tamafio (CET). La
conversion se siguid mediante cromatografia de gases utilizando el disolvente de reaccién como patron interno. El
producto final se purificé mediante precipitacién en metanol. El polimero obtenido se secé al vacié en un horno a
40 °C durante 24 horas. El producto se caracterizé mediante CET y MALDI-TOF y RMN 'H.

La polimerizacion se controlé de forma adecuada, proporcionando polimeros con pesos moleculares controlados y
bajas polidispersidades. La conversion final fue del 80 %. De acuerdo con el analisis por CET, el peso molecular
promedio en numero (M,) fue de 878 g/mol con una polidispersidad de 1,2. Los analisis mediante MALDI-TOF
confirmaron estos resultados. El contenido maximo tedrico de cobre en el polimero antes de la purificacion fue de
aproximadamente 600 ppm. Este contenido es muy bajo si se compara con los valores para ATRP normal en los que
este contenido es de alrededor de 40.000 ppm.

Elongacién de la cadena del macroiniciador PSty-Br con DMAEMA

La cadena del macroniciador (PSty-Br) se elongé con DMAEMA con el fin de proporcionar un copolimero de bloque.
El macroiniciador (PSty-Br), DMAEMA y 95 % en peso de anisol se afiadieron en un matraz de tres bocas. Se
aplicaron 3 ciclos de enfriamiento a la mezcla de reaccion y se mantuvo en atmdsfera de argon durante toda la
reaccion. La mezcla de reaccion se calentd a 25°C. Por otra parte, se desgasific6 una mezcla del complejo
CuBry/tris[2-(dimetilamino)etillamina (MesTREN) y 5 % de anisol con argén durante 15 minutos y se afadié a la
mezcla de reaccion anterior. Los componentes empleados para la reaccion de extension de cadena de PSty-Br con
DMAEMA, asi como sus correspondientes cantidades se muestran en la Tabla 2. La reaccion transcurrié durante 24
horas. El producto final se recristalizd en N-heptano para eliminar el PSty-Br que no habia reaccionado. Incluso
cuando el producto final contenia cantidades muy pequefias de cobre, el copolimero de bloque se ultra-purificé por
medio de la disolucién de 50 g del polimero obtenido en 1 | de agua acidificada con 10 ml de HClaq (33 %). Después,
se neutraliz la solucion mediante la adicion de 20 g de una solucion de NaOH en agua al 25 %. Se recuperd el
copolimero de bloque precipitado y posteriormente se secé en un horno a vacio a 40 °C durante 24 horas. La
composicion del copolimero de bloque se determiné por medio de RMN H.

Tabla 2. Componentes para la elongacion del macroniciador PSty-Br con DMAEMA

g Equivalentes mol
DMAEMA 76 8,54 0,43
Psty-Br (Mn=878 g/Mol) 43 1 0,050
CuBrz 0,11 0,010 0,0005
tris[2-(dimetilamino)etillamina (MesTREN) 1,14 0,100 0,005
Acido ascoérbico 0,87 9,9 0,005
Anisol 189 35 1,75

La reaccién de elongacion de cadena mostré un comportamiento lineal cuando se representd M, con respecto a la
conversion, lo que demuestra que la reaccion transcurre con un mecanismo controlado. La conversion final fue del
90 % después de 24 horas. Se recuperd entre un 10 y un 20 % de la cantidad total del macroiniciador PSty
inicialmente incorporado después del final de la reaccién, mostrando que una fraccion significativa del macroiniciador

11
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no puede elongarse. La composicion final del copolimero de bloque de acuerdo con el espectro de RMN 'H fue de
13 unidades de DMAEMA y 7 unidades de estireno. Tras la purificacion final, se comprobd por espectroscopia
atéomica que el contenido total de cobre era practicamente despreciable.

Cuaternizacion de PSty;-b-PDMAEMA13

El copolimero de bloque se disolvio en 4,5 veces su peso en THF y se afiadié6 CHsl en doble exceso molar. La
reaccion transcurrio durante 24 horas a temperatura ambiente. Se recuperdé poliestireno-b-poli(metacrilato de trimetil
amonio etilo) (PSty-b-PTMAEMA) de la mezcla tras completar la reaccion por medio de la eliminacion del THF y
lavando posteriormente el polimero con dietiléter. El exceso utilizado de CHsl garantizd que la cantidad total de los
grupos de DMAEMA estuviera totalmente cuaternizada. Se realizaron analisis por RMN 'H utilizando DO como
disolvente para demostrar que todos los grupos amino estaban cuaternizados.

Ejemplo 2: Sintesis de nanogeles catidnicos estabilizados con S7A13

Estos nanogeles se sintetizaron por lotes (de forma discontinua) en un reactor por medio de copolimerizaciéon en
emulsion. Se usé VCL como monémero principal, PEGDA como agente de reticulacion, S7A13 como emulsionante y
ADIBA como iniciador.

Las particulas de nanogel se prepararon usando diferentes concentraciones de emulsionante € iniciador. Las Tablas
3 y 4 muestran las recetas y condiciones de reaccion usadas en la produccion de estos nanogeles variando la
concentracion de emulsionante e iniciador, respectivamente.

Tabla 3. Variacion de concentracion de S7A13

Reactivos E25 E5 E10 E15 E20
PEGDA (% p/p M) 8 8 8 8 8
S7A13 (% p/p M) 2,5 5 10 15 20
ADIBA (% p/p M) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

* Condiciones de reaccion: rpm = 300; tiempo de reaccion =
5h; T=70C;*[VCL]I=1% plp

Tabla 4. Variacion de concentracion de ADIBA

Reactivos E2011.0 E2010.5 E2010.3
PEGDA (% p/p) 8 8 8
S7A13 (% p/p) 20 20 20
ADIBA (% plp) 1,2 0,6 0,36

* Condicionues de reaccion: rpm = 300; tiempo de reaccién =
5h; T=70C;*[VCL]I1=1% p/p

Ejemplo 3: Sintesis de nanogeles catidénicos estabilizados con un tipo diferente de emulsionante (S7A13, HDTAB,
DTAB, o Tween 20)

Estos nanogeles se sintetizaron en un reactor por lotes o de forma discontinuo mediante copolimerizacion en
emulsion. Se us6 VCL como monémero principal, PEGDA como agente de reticulacion y ADIBA como iniciador. Las
particulas de nanogel se prepararon usando distintos emulsionantes: S7A13, HDTAB, DTAB, o Tween 20.

La Tabla 5 muestra las recetas y condiciones de reaccion utillizadas en la produccién de estos nanogeles.

Tabla 5
Reactivos E20 H20 D20 NI20
PEGDA (% p/p M) 8 8 8 8
S7A13 (mol % M) 0,3 - - -
HDTAB (mol % M) - 0,3 - -
DTAB (mol % M) - - 0,3 -
Tween 20 (mol % M) - - - 0,3
ADIBA (% p/p M) 1,2 1,2 1,2 1,2
* Condiciones de reaccion: rpm = 300; tiempo de reaccion =5h; T=70 C; *[VCL] =1 %

p/p

Ejemplo 4. Efecto de la temperatura del medio sobre el didmetro hidrodindmico promedio del nanogel

La Figura 4 muestra la respuesta de los nanogeles cationicos, sintetizados con diferentes concentraciones de
S7A13, a los cambios de temperatura del medio de dispersion. Como se puede observar, los nanogeles se colapsan
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cuando la temperatura del medio se encuentra entre 10-30 °C. Después se produce un cambio o salto instantaneo
de tamafno (diametro hidrodinamico promedio) que coincide con la temperatura de transicion de fase del
homopolimero de polivinilcaprolactama (PVCL) que se obtendria tras polimerizar en solitario el monémero de vinilo
(VCL) utilizado en la sintesis como mondémero principal. A bajas temperaturas, los tamafios no varian con la
concentracion de emulsionante. Sin embargo, cuando la temperatura del medio esta por encima de la temperatura
de transicion se observan diferencias: cuanto mayor es la concentracién de emulsionante, mayor es el tamafio del
nanogel.

A continuacion, la Figura 5 muestra la respuesta de los nanogeles cationicos, sintetizados variando la concentracion
de iniciador, a los cambios de temperatura del medio. Se puede apreciar que la disminucién de la concentraciéon de
iniciador provoca la reduccion del tamafio de los nanogeles a altas temperaturas. Ademas, el comportamiento del
nanogel es reversible y el salto se produce tanto tras calentar como tras enfriar el medio en el que el nanogel esta
disperso.

En términos del efecto del tipo de emulsionante, la Figura 6 muestra que los nanogeles sintentizados con
emulsionante tanto catidnico (HDTAB o DTAB) como no iénico (Tween 20) presentan el mismo comportamiento que
el nanogel E20 en el que se ha utilizado el copolimero de bloque anfifilico S7A13. Hay que tener en cuenta que
aunque en la sintesis del nanogel NI20 no se ha utilizado emulsionante catiénico, también es un nanogel catiénico
debido a la carga positiva proveniente del iniciador (ADIBA).

Mediante comparacién de los diametros obtenidos con los del nanogel E20, tomado como referencia, se observa
que existen diferencias tanto a bajas como a altas temperaturas. Los nanogeles sintetizados utilizando HDTAB o
DTAB presentan el mayor diametro colapsado (110 nm). El tamafio del nanogel NI20 es de 90 nm en estado
colapsado, mientras que el tamafio del nanogel E20 es mas pequefio, 50 nm.

En términos del salto en la transicién, éste decrece cuando se usa HDTAB o DTAB como emulsionante,
obteniéndose tamafios hinchados inferiores a los de los nanogeles E20 y NI20. Por tanto, es evidente la mejora
proporcionada por la utilizaciéon del copolimero de bloque anfifiico S7A13 en la receta con respecto al salto
instantaneo del estado colapsado al estado hinchado experimentado por las particulas de nanogel a medida que
aumenta la temperatura por encima del valor de la transicién de fase de PVCL.

Sigue observandose que el comportamiento del nanogel es reversible ya que el salto instantaneo del estado
colapsado al estado hinchado se produce tanto tras calentar como tras enfriar el medio en el que el nanogel esta
disperso.

Ejemplo 5. Liofilizacién - redispersion

La figura 7 muestra el comportamiento del nanogel catidnico de referencia (E20) en dispersion (no liofilizado) y
después de su liofilizacion y posterior redispersion (tiempo de resuspension en minutos). EI comportamiento del
nanogel liofilizado y después resuspendido en agua es el mismo que el del nanogel no liofilizado, es decir, se
colapsada a bajas temperaturas y se hincha a altas temperaturas. Se observa que el salto instantaneo se produce a
la misma temperatura y que los tamafios colapsados a bajas temperaturas (10-30 °C) se mantienen idénticos,
mientras que los tamafios correspondientes al estado hinchado a altas temperaturas se ven afectados por la
liofilizacion, siendo mas pequefios que los del nanogel que no se ha liofilizado.
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REIVINDICACIONES

1. Un nanogel catiénico biocompatible que comprende una red de polimero, consistiendo dicha red de polimero en
unidades de polimero interconectadas entre si a través de un agente de reticulacion, en el que dicha red de polimero
puede obtenerse por polimerizacion de N-vinilcaprolactama y un agente de reticulacion en un medio disperso, en
presencia de un iniciador catiénico y un emulsionante cationico o no iénico.

2. El nanogel de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho agente de reticulacién es un mondmero difuncional
que comprende al menos dos grupos vinilo.

3. El nanogel de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el agente de reticulacion se selecciona entre dimetacrilato
de etilenglicol (EGDMA), dimetacrilato de polidietilenglicol (PEGDMA), diacrilato de etilenglicol (EGDA), diacrilato de
polidietilenglicol (PEGDA), etilenglicol di(1-metacriloiloxi)etil éter, N,N'-metilenbisacrilamida (BA), un dextrano con
mas de un grupo vinilo, y mezclas de los mismos.

4. El nanogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el iniciador catidnico se selecciona
entre el grupo que consiste en diclorhidrato de 2,2'-azobis(N,N'-dimetileno isobutiramidina) (ADIBA), dihidrato de
disulfato de 2,2’-azobis[2-(2-imidazolin-2-il)propano], diclorhidrato de 2,2’-azobisisobutiramidina (AIBA), diclorhidrato
de 2,2'-azobis{2-[1-(2-hidroxietil)-2-imidazolin-2-iljpropano} y diclorhidrato de 2,2’-azobis(1-imino-1-pirrolidino-2-
etilpropano).

5. El nanogel de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el iniciador catidnico es diclorhidrato de 2,2-azobis(N,N'-
dimetileno isobutiramidina) (ADIBA).

6. El nanogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el emulsionante es un emulsionante
cationico.

7. El nanogel de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el emulsionante catidnico se selecciona entre bromuro de
hexadeciltrimetilamonio, bromuro de dodeciltrimetilamonio y un copolimero de bloque de amonio cuaternario.

8. El nanogel de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el copolimero de bloque de amonio cuaternario es un
copolimero de bloque de estireno y metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo de féormula:

/\\O )Br

Q
ZN+

en la que n y m son nimeros enteros comprendidos entre 5 y 50.

9. El nanogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende adicionalmente un agente
biolégicamente activo.

10. El nanogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en forma de nanoparticulas.
11. El nanogel de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en una forma liofilizada.

12. Una composicion farmacéutica que comprende un nanogel catidnico biocompatible de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11, y un excipiente, vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

13. Un método para la obtencién de un nanogel catidnico biocompatible de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende la polimerizacidon de una composicion que consiste en N-vinilcaprolactama y un agente de reticulaciéon en
un medio disperso, en presencia de un iniciador catidnico y un emulsionante catiénico o no iénico.

14. ElI método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicha polimerizaciéon se realiza en presencia de un
agente biolégicamente activo.

14
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15. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende adicionalmente poner en contacto dicho nanogel
biocompatible con una solucién que comprende un agente biolégicamente activo.

15



ES 2645312713

T=22°C

Figura 1

16



Dp (nm)

ES 2645312713

B0

E20 51 30!10
300 T r T E20 5t 7030
o calentamiento s : : g .
550 | ™ _enfriamiento ] | D
Q 400 | _
5. ;
200 | q:..i LU | .
g 3 2 5
£
150 | I ] Do. 00 L §°noooooqo |
5 5
100 | . = - 100 L j _
gl uJ 0CGaNn QD
50 L !B?ﬁ'. L 0 1 1 | 1 |
a 10 20 30 40 5D e0 10 ] 30 40 g7
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
{a) () '
E 20 St 50-50

Dp (nm)

400

350
300 |
250 |
200
190 |
100 |
50 1

1 1 I 1

[=R=N=N=R=R=-Neiel N RN N Nu .

il 1 1 1

1
10 20 30 40 a0
Temperatura (°C)

c)

Figura 2

17

60



Dp (nm)

Dp (nm)

ES 2645312713

EZ20 MNIRAA BOMOD E20 MWA 80720
200 , i 1T | 200 , . ,
80 e calentamiento BPomsa | * calentamiento
o enfriamiento 180 - o enfriamiento
160 [ - 160 | d
140 . = 140 | apginon i
E e2e0ms,
120 ¢ . — 120 | e -
a
100 | - 100 L AOPMAMELS -
80 | . g0 | .
60 | - 80 | A
40 Elgﬂpusg 1 [l L a0 1 L 1 1 1
] 10 20 =0 90 80 o V] 10 20 20 N 80 60
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
(a) {b)
EZ0 MRR 70030 E20 MAA 5050
200 T . T 200 T T T .
" ® calentamiento 180 e calentamiento
180 1 o enfriamients ] i o enfriamiento
*
160 Oompg -] 180 | N
o .
180 L .Ell:l n = 140 .
. £
120 | \ { T eof -
O
100 | 4 100 | _ -
1LY YT .
o By -
r ] s ol ':'C'El; te
=}
60 - 1 6o | o -
40 ] ! ! ] 1 gC 1 1 L 1 L
0 10 20 30 40 50 &0 0] 10 20 20 40 a0 &n
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
(c) (d)
Figura 3

18



Dp (nm)

800
700
GO0
500
400
300
200

100 L

ES 2645312713

Temperatura (°C)

Figura 4

19

| | | |
e EX ’
o E15 J ]
® E10 o2 _
o E5 & o
vy E25 S ¢+ seee
0,030 :
ApmAmEEE
YYYYYYYY _
O0Og |
CELI NI
| 1 1 | |
10 20 30 40 &0 B0



Dp (nm)

800
700
€00
500
400
300
200
100

ES 2645312713

F201t E2010.5
T T T a:'n T T T
& calentamiento ? e calentamiento
o enfriamiento y 7 700 o enfriamiento T
- 00 .
[ o
ol ePFm 1 E MO .
c
E ~ 400 | H
Bs Ell] DQ- ‘ [
: 300 - OfenAROE S
- 200 | i
j - 100 |- ~
=EpnEEEm FEEEEEER
R R ' R (| s e Y0 = 30 @ = w
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
EZ2010.3
200 T T T
~00 L] caleptamiento .
o enfrlamlent_o
600 F -
E s00 |
E .
400 ] -
o
(]
300 | ’ -]
200 | ohEpam ey |
100 |- .
cpEnEAER
u] 1 [ L L 1
0 10 20 30 40 50 50

Temperatura (°C)

Figura 5

20



Dp (nm)

200

ES 2645312713

z50

~—~10D
£
c

100

50

F2d H20
T T T 00 , T T T
e calentamiento ’ e calentamiento
o enfriamiento b T 250 1.2 enfriamiento 1
i pB eW¥w | E W0} i
3 " . —
I Be Co | Bwol i}
u'..-.n
i 1 1o L L LB T i
[ BEEBEEBAR i
| | 1 L 4 50 L 1 1 A 1
0 1] 30 40 al B0 10 20 30 4 50 [
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Ni20
Dzn 30[‘ T T T
e calentamientof | ' ' e calentamiento
o enfriamiento y 250 | o enfriamiento ]
. .E:-’DD woOBAAER
N £ 150 A
fenmnpap 2
O ®
(TTTTTY
BE _ 100 !BED&H-E A
. 50 .
1 1 1 1 1 4]
20 30 4 50 6D 0T 20 30 45 3 @
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 6

21



Dp (nm)

ES 2645312713

Liofilizacion - redispersion

BDD 1 ) T

. ©  no liofilizado g
700 o 1 min o
600 < 5 min

+ 10 min &
SUD iy 18 min g O O00n =
aon [
Lo ocl o
200 L
200 L Llululululifata)
100 |
HemsEndE
U i | 1

I ]
0 10 20 30 40 50

Temperatura (°C)

Figura 7

22



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

