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DESCRIPCION

Nanoparticulas terapéuticas que comprenden un agente terapéutico y procedimientos de fabricaciéon y uso de las
mismas

Antecedentes

Los sistemas que administran determinados farmacos a un paciente (por ejemplo, dirigido a un tejido particular o tipo
celular o dirigido a un tejido enfermo especifico pero no un tejido normal) o que controlar la liberacion de farmacos se
han reconocido durante mucho tiempo como ventajosos.

Por ejemplo, las sustancias terapéuticas que incluyen un farmaco activo y que, por ejemplo, se dirigen a un tejido
particular o tipo celular o se dirigen a un tejido enfermo especifico pero no un tejido normal, pueden reducir la cantidad
de farmaco en los tejidos del cuerpo que no son objeto de actuacion. Esto resulta particularmente importante cuando
se trata una afeccioén tal como cancer en la que resulta deseable la administracién de una dosis citotdxica del farmaco
a células cancerigenas sin matar el tejido no canceroso circundante. La actuacion dirigida eficaz del farmaco puede
reducir los efectos secundarios no deseables y en ocasiones amenazadores para la vida, comunes en terapia
anticancer. Ademas, dichas sustancias terapéuticas permiten que el farmaco alcance determinados tejidos que, de lo
contrario, resultarian imposibles de alcanzar.

Las sustancias terapéuticas que ofrecen la liberacion controlada y/o la terapia dirigida también deben ser capaces de
administrar una cantidad eficaz del farmaco, lo cual es una limitacién conocida en otros sistemas de administracion de
nanoparticulas. Por ejemplo, puede constituir un reto la preparacion de sistemas de nanoparticulas que tengan una
cantidad apropiada de farmaco asociada a cada nanoparticula, al tiempo que se mantiene un tamafio de
nanoparticulas suficientemente pequefio para tener propiedades ventajosas de administracion.

Los agentes terapéuticos que contienen al menos un atomo de nitrdgeno basico (es decir, agentes terapéuticos que
contienen nitrégeno protonable) representan un grupo importante de agentes terapéuticos. Sin embargo, las
formulaciones de nanoparticulas de esta clase de farmacos, con frecuencia, se ven impedidas por propiedades no
deseadas, por ejemplo, perfiles de liberacion repentina y escasa carga de farmaco.

En consecuencia, existe una demanda de sustancias terapéuticas en forma de nanoparticulas y procedimientos de
preparacion de dichas nanoparticulas que sean capaces de administrar niveles terapéuticos de agentes terapéuticos
que contienen nitrégeno protonable para tratar enfermedades tales como el cancer, al tiempo que reducen los efectos
secundarios del paciente.

Sumario

En el presente documento se describen nanoparticulas poliméricas que incluyen un agente terapéutico que contienen
nitrégeno protonable, y procedimientos de preparacion y uso de dichas nanoparticulas terapéuticas.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento de preparacion de una nanoparticula terapéutica.
El procedimiento comprende:
combinar una primera fase organica con una primera solucién acuosa para formar una segunda fase;

emulsionar la segunda fase para formar una fase de emulsion, en la que la fase de emulsion comprende un primer
polimero, un agente terapéutico basico que tiene un nitrégeno protonable, y acido pamoico; e

inactivar la fase de emulsién formando de este modo una fase inactivada;

en la que la inactivacion de la fase de emulsién comprende mezclar la fase de emulsién con una segunda solucion
acuosa que tiene un pH entre 4 y 7, y la segunda soluciéon acuosa comprende un agente tampon de concentracion
suficiente para que la fase inactivada tenga un pH que difiera del pH de la segunda solucién acuosa en menos de
1 unidad de pH.

En algunas realizaciones, el procedimiento ademas comprende filirar la fase inactivada para recuperar las
nanoparticulas terapéuticas.

En algunas realizaciones, el procedimiento ademas comprende combinar el agente terapéutico basico y el acido
pamoico en la segunda fase antes de emulsionar la segunda fase. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el agente
terapéutico basico y el acido pamoico forman un par iénico hidréfobo antes de emulsionar la segunda fase. En otras
realizaciones, el agente terapéutico basico y el acido pamoico forman un par iénico hidréfobo durante el emulsionado
de la segunda fase.

En algunas realizaciones, el procedimiento ademas comprende combinar el agente terapéutico basico y el acido
pamoico en la segunda fase de manera sustancialmente concurrente con el emulsionado de la segunda fase. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la primera fase organica comprende el agente terapéutico basico y la primera
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solucién acuosa comprende acido pamoico.
En algunas realizaciones, el pH de la primera solucion acuosa esta entre 4 y 7, por ejemplo, entre 4 y5o0entre 6y 7.
En algunas realizaciones, el pH de la segunda solucién acuosa estaentre 4 y5oentre 6y 7.

En algunas realizaciones, una soluciéon acuosa contemplada comprende fosfato, citrato o una mezcla de fosfato y
citrato. En algunas realizaciones, la segunda soluciéon acuosa comprende una mezcla de borato, fosfato y acetato.

En algunas realizaciones, la fase inactivada tiene un pH sustancialmente igual al de la segunda solucién acuosa. En
algunas realizaciones, la fase inactivada tiene un pH entre 4 y 7, por ejemplo, entre 4 y5o0entre 6y 7.

La nanoparticula terapéutica puede comprender de un 0,05 a un 30 por ciento en peso de acido pamoico; de un 0,2 a
un 20 por ciento en peso de un agente terapéutico basico que tiene nitrégeno protonable; y de un 50 a un 99,75 por
ciento en peso de un copolimero de poli(acido lactico) de dibloque-poli(etilen)glicol o un copolimero de poli(acido
lactico-acido co-glicolico) de dibloque-poli(etilen)glicol, en el que la nanoparticula terapéutica comprende de un 10 a
un 30 por ciento en peso de poli(etilen)glicol.

La nanoparticula terapéutica puede comprender de un 0,2 a un 20 por ciento en peso de un agente terapéutico basico
que tiene un nitrégeno protonable; acido pamoico, en el que la proporcién en peso de acido pamoico con respecto a
agente terapéutico basico es de 0,25:1 a 2:1; y de un 50 a un 99,75 por ciento en peso de un copolimero de poli(acido
lactico) de dibloque-poli(etilen)glicol o un copolimero de poli(acido lactico-acido co-glicolico) de dibloque-
poli(etilen)glicol, en el que la nanoparticula terapéutica comprende de un 10 a un 30 por ciento en peso de
poli(etilen)glicol.

En algunas realizaciones, la proporcion en peso de acido pamoico con respecto a agente terapéutico basico es de
0,5:1 a 1,5:1, por ejemplo, de 0,75:1 a 1,25:1.

En algunas realizaciones, el pK, del agente terapéutico basico es de al menos 1,0 unidad de pK, mayor que el pK, de
acido pamoico, o al menos 2,0 unidades de pK, mayor que el pK, de acido pamoico, o al menos 4,0 unidades de pK,
mayor que el pK, del acido pamoico.

La nanoparticula terapéutica puede comprender un par iénico hidréfobo que comprende acido pamoico y un agente
terapéutico que tiene al menos un resto de amina ionizable; y de un 50 a un 99,75 por ciento en peso de un copolimero
de poli(acido lactico) de dibloques-poli(etilen)glicol, en el que el copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol tiene
un peso molecular promedio expresado en peso de 15 kDa a 20 kDa de poli(acido lactico) y un peso molecular
promedio expresado en niumero de 4 kDa a 6 kDa de poli(etilen)glicol.

En algunas realizaciones, la diferencia entre el pKa del agente terapéutico basico y el acido pamoico es de al menos
1,0 unidad de pKa o al menos 2,0 unidades de pKa o al menos 4,0 unidades de pKa.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada comprende de un 0,05 a un 30 por ciento en peso
del acido pamoico.

En algunas realizaciones, el acido pamoico y el agente terapéutico basico forman un par iénico hidréfobo en una
nanoparticula terapéutica contemplada.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada comprende de un 2 a un 20 por ciento en peso o
de un 4 a un 20 por ciento en peso, o de un 10 a un 20 por ciento en peso, o de un 4 a un 10 por ciento en peso del
agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico es un inhibidor de quinasa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
inhibidor de quinasa es un inhibidor de tirosina quinasa seleccionado entre el grupo que consiste en sunitinib, imatinib,
nilotinib, dasatinib, bosutinib, ponatinib, bafetinib y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En algunas realizaciones, el diametro hidrodinamico de una nanoparticula terapéutica contemplada es de 60 a 150
nm, o de 90 a 140 nm, o de 90 a 120 nm.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada conserva sustancialmente el agente terapéutico
durante al menos 1 minuto cuando se coloca en una solucién tampoén de fosfato a 37 °C.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada libera de forma sustancialmente inmediata menos
de un 30 % del agente terapéutico cuando se coloca en una solucién tampdn de fosfato a 37 °C.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada libera de un 10 a un 45 % del agente terapéutico
durante 1 hora cuando se coloca en una solucién de tampdn de fosfato a 37 °C.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada tiene un perfil de liberacién que es
sustancialmente el mismo que el perfil de liberacién para una nanoparticula de control que es sustancialmente la
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misma que la nanoparticula terapéutica exceptuando que no contiene un acido graso o acido biliar.

En algunas realizaciones, el copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol tiene una fraccion de peso molecular
promedio expresado en numero de poli(acido lactico) de 0,6 a 0,95 o de 0,6 a 0,8, o de 0,75 a 0,85, o de 0,7 a 0,9.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica contemplada comprende de un 10 a un 25 por ciento en peso
de poli(etilen)glicol, o de un 10 a un 20 por ciento en peso de poli(etilen)glicol, o de un 15 a un 25 por ciento en peso
de poli(etilen)glicol, o de un 20 a un 30 por ciento en peso de poli(etilen)glicol.

En algunas realizaciones, el copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol tiene un peso molecular promedio
expresado en numero de 15 kDa a 20 kDa de poli(acido lactico) y un peso molecular promedio expresado en numero
de 4 kDa a 6 kDa de poli(etilen)glicol.

En algunas realizaciones, una nanoparticula terapéutica contemplada ademas comprende de un 0,2 a un 30 por ciento
en peso de copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol funcionalizado con un ligando de actuacion dirigida. En
algunas realizaciones, una nanoparticula terapéutica contemplada ademas comprende de un 0,2 a un 30 por ciento
en peso de copolimero de poli(acido lactico)-poli(acido-co-(glicolico)-poli(etilen)glicol funcionalizado con un ligando de
actuacion dirigida. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ligando de actuacion dirigida esta covalentemente unido
al poli(etilen)glicol.

Una composicion farmacéuticamente aceptable puede comprender una pluralidad de nanoparticulas terapéuticas
contempladas y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la composicion contemplada farmacéuticamente aceptable ademas comprende un sacarido,
por ejemplo, sacarosa, trehalosa o una mezcla de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicion contemplada farmacéuticamente aceptable ademas comprende una
ciclodextrina, por ejemplo, a-ciclodextrina, [-ciclodextrina, y-ciclodextrina, heptaquis-(2,3,6-tri-O-bencil)-B-
ciclodextrina y mezclas de las mismas.

Una composicién que comprende una nanoparticula terapéutica contemplada se puede usar en un procedimiento de
tratamiento de cancer en un paciente que lo necesita.

En algunas realizaciones, el cancer es leucemia mielégena cronica. En algunas realizaciones, el cancer esta
seleccionado entre el grupo que consiste en leucemia mielomonocitica crénica, sindrome hipereosinofilico, carcinoma
de células renales, carcinoma hepatocelular, leucemia linfoblastica aguda de cromosoma de Filadelfia positivo, cancer
de pulmén de células no pequefias, cancer de pancreas, cancer de mama, tumor solido y linfoma de células de corteza
cerebral.

Una composicion que comprende una nanoparticula terapéutica contemplada se puede usar en un procedimiento de
tratamiento de tumor estromal gastrointestinal en un paciente que lo necesita.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama de flujo para un procedimiento de emulsién para la formaciéon de una nanoparticula
desvelada.

Las Figuras 2A y 2B muestran diagramas de flujo para un procedimiento de emulsién desvelado.

La Figura 3 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen sunitinib.
La Figura 4 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen imatinib.
La Figura 5 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen imatinib.
La Figura 6 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen imatinib.
La Figura 7 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen dasatinib.
La Figura 8 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen dasatinib.
La Figura 9 muestra perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de nanoparticulas que contienen dasatinib.

Descripcion detallada

En el presente documento, se describen nanoparticulas poliméricas que incluyen un agente terapéutico basico que
tiene nitrégeno protonable y procedimientos de preparacion y uso de dichas nanoparticulas terapéuticas. La inclusion
(es decir, la impurificacion) del acido pamoico sustancialmente hidréfobo en la nanoparticula desvelada y/o el
procedimiento de preparacién puede tener como resultado nanoparticulas que incluyan una carga de farmaco
mejorada. Asimismo, en determinadas realizaciones, las nanoparticulas que incluyen y/o se preparan en presencia
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del acido hidréfobo pueden exhibir propiedades mejoradas de liberacion controlada. Por ejemplo, las nanoparticulas
desveladas pueden liberar mas lentamente el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable en comparacion
con las nanoparticulas preparadas en ausencia del acido hidréfobo.

Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, se piensa que las formulaciones de nanoparticulas desveladas que
incluyen acido pamoico tienen propiedades de formulacion significativamente mejoradas (por ejemplo, carga de
farmaco y/o perfil de liberacion) a través de la formacion de un par iénico hidréfobo (HIP), entre un agente terapéutico
que tiene, por ejemplo, aminas y un acido. Tal como se usa en el presente documento, un HIP es un par de iones con
carga opuesta que se mantienen juntos por medio de atraccién culdmbica. También sin pretender quedar ligado a
teoria alguna, en algunas realizaciones, HIP se puede usar para aumentar la naturaleza hidréfoba del agente
terapéutico que contiene grupos ionizables (por ejemplo, aminas). En algunas realizaciones, el agente terapéutico con
mayor naturaleza hidréfoba puede resultar beneficioso para las formulaciones de nanoparticulas y tener como
resultado una formaciéon de HIP que puede proporcionar mayor solubilidad del agente terapéutico en disolventes
organicos. La formacién de HIP, como se contempla en el presente documento, puede tener como resultado
nanoparticulas que tienen por ejemplo, mayor carga de farmaco. También puede tener lugar la liberacién lenta del
agente terapéutico a partir de las nanoparticulas, por ejemplo en algunas realizaciones, debido a una disminucién de
la solubilidad del agente terapéutico en solucién acuosa. Asimismo, la formacién de complejos del agente terapéutico
con contra iones hidréfobos grandes puede ralentizar la difusion del agente terapéutico con la matriz polimérica.
Ventajosamente, la formacion de HIP tiene lugar sin necesidad de conjugacion covalente del grupo hidréfobo al agente
terapéutico.

Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, se piensa que la fuerza de HIP afecta a la carga de farmaco y la velocidad
de liberacion de las nanoparticulas contempladas. Por ejemplo, la fuerza de HIP puede aumentar por medio del
aumento de la magnitud de la diferencia entre el pKa del agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable y el
pKa del acido hidréfobo, como se comenta con mas detalle a continuacion. También sin pretender quedar ligado a
teoria alguna, se piensa que las condiciones de formacioén del par iénico afectan a la carga de farmaco y la velocidad
de liberacién de las nanoparticulas contempladas.

Las nanoparticulas desveladas en el presente documento incluyen uno, dos, tres 0 mas polimeros biocompatibles y/o
biodegradables. Por ejemplo, una nanoparticula contemplada puede incluir de un 35 a un 99,75 por ciento en peso,
en algunas realizaciones de un 50 a un 99,75 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 99,5 por
ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 99 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un
98 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 97 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un
50 a un 96 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 95 por ciento en peso, en algunas realizaciones
de un 50 a un 94 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 93 por ciento en peso, en algunas
realizaciones de un 50 a un 92 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 91 por ciento en peso, en
algunas realizaciones de un 50 a un 90 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 50 a un 85 por ciento en
peso, en algunas realizaciones de un 60 a un 85 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 65 a un 85 por
ciento en peso, y en algunas realizaciones de un 50 a un 80 por ciento en peso de uno o0 mas copolimeros de bloques
que incluyen un polimero biodegradable y un poli(etilen)glicol (PEG) y de un 0 a un 50 por ciento en peso de un
homopolimero biodegradable.

Las nanoparticulas desveladas incluyen un agente terapéutico que contienen nitrégeno protonable. Tal como se usa
en el presente documento, un "agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable" incluye cualquier principio
farmacéuticamente activo que contenga al menos un grupo funcional que contiene nitrégeno protonable. El agente
terapéutico que contiene nitrégeno protonable puede contener uno, dos, tres o mas grupos funcionales que contienen
nitrégeno protonable. Los ejemplos no limitantes de grupos funcionales que contienen nitrégeno protonable incluyen
grupos amino alifaticos (por ejemplo, aminas primarias, aminas secundarias y aminas terciarias), grupos heteroarilo
que contienen nitrogeno (por ejemplo, piridina, imidazol, triazol y tetrazol) y grupos guanidino.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas desveladas pueden incluir de un 0,2 a un 35 por ciento en peso, de un
0,2 a un 20 por ciento en peso, de un 0,2 a un 10 por ciento en peso, de un 0,2 a un 5 por ciento en peso, de un 0,5 a
un 5 por ciento en peso, de un 0,75 a un 5 por ciento en peso, de un 1 a un 5 por ciento en peso, de un 2 a un 5 por
ciento en peso, de un 3 a un 5 por ciento en peso, de un 1 a un 20 por ciento en peso, de un 2 a un 20 por ciento en
peso, de un 4 a un 20 por ciento en peso, de un 5 a un 20 por ciento en peso, de un 10 a un 20 por ciento en peso, de
un 1 a un 15 por ciento en peso, de un 2 a un 15 por ciento en peso, de un 3 a un 15 por ciento en peso, de un 4 a un
15 por ciento en peso, de un 5 a un 15 por ciento en peso, de un 1 a un 10 por ciento en peso, de un 2 a un 10 por
ciento en peso, de un 3 a un 10 por ciento en peso, de un 4 a un 10 por ciento en peso, de un 5 a un 10 por ciento en
peso, de un 10 a un 30 por ciento en peso o de un 15 a un 25 por ciento en peso de un agente terapéutico que
contienen nitrégeno protonable.

Las nanoparticulas desveladas comprenden el acido pamoico hidréfobo y se preparan por medio de un procedimiento
que incluye acido pamoico. Dichas nanoparticulas pueden tener una carga de farmaco mas elevada que las
nanoparticulas preparadas por medio de un procedimiento sin un acido hidréfobo. Por ejemplo, la carga de farmaco
(por ejemplo, en peso) de las nanoparticulas desveladas preparadas por medio de un procedimiento que comprende
el acido hidréfobo puede estar entre 2 veces y 10 veces mayor, o incluso mas, que las nanoparticulas desveladas
preparadas por medio de un procedimiento sin el acido hidréfobo. En algunas realizaciones, la carga de farmaco (en
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peso) de las nanoparticulas desveladas preparadas por medio de un primer procedimiento que comprende el acido
hidréfobo puede ser al menos 2 veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces mayor, al menos 5 veces
mayor, o al menos 10 veces mayor que las nanoparticulas desveladas preparadas por medio de un segundo
procedimiento, en el que el segundo procedimiento es idéntico al primer procedimiento exceptuando que el segundo
procedimiento no incluye el acido hidréfobo.

En algunos casos, la concentracion de acido pamoico en la solucion de farmaco (es decir, una soluciéon de agente
terapéutico que contiene nitrégeno protonable) puede estar entre un 1 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso,
en algunas realizaciones entre un 2 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un
3 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 4 por ciento en peso y un 30 por
ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 5 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas
realizaciones entre un 6 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 8 por ciento
en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 10 por ciento en peso y un 30 por ciento en
peso, en algunas realizaciones entre un 12 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones
entre un 14 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 16 por ciento en peso y
un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 1 por ciento en peso y un 5 por ciento en peso, en algunas
realizaciones entre un 3 por ciento en peso y un 9 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 6 por ciento
en peso y un 12 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 9 por ciento en peso y un 15 por ciento en peso,
en algunas realizaciones entre un 12 por ciento en peso y un 18 por ciento en peso, y en algunas realizaciones entre
un 15 por ciento en peso y un 21 por ciento en peso. En determinadas realizaciones, la concentracion de acido
hidréfobo en la solucién de farmaco puede ser al menos un 1 por ciento en peso, en algunas realizaciones al menos
un 2 por ciento en peso, en algunas realizaciones al menos un 3 por ciento en peso, en algunas realizaciones al menos
un 5 por ciento en peso, en algunas realizaciones al menos un 10 por ciento en peso, en algunas realizaciones al
menos un 15 por ciento en peso, y en algunas realizaciones al menos un 20 por ciento en peso.

En determinadas realizaciones, la proporciéon molar de acido pamoico con respecto a agente terapéutico que contiene
nitrégeno protonable (por ejemplo, inicialmente durante la formulacion de las nanoparticulas y/o en las nanoparticulas)
puede estar entre 0,25:1 y 6:1, en algunas realizaciones entre 0,25:1 y 5:1, en algunas realizaciones entre 0,25:1 y
4:1, en algunas realizaciones entre 0,25:1 y 3:1, en algunas realizaciones entre 0,25:1 y 2:1, en algunas realizaciones
entre 0,25:1 y 1,5:1, en algunas realizaciones entre 0,25:1 y 1:1, en algunas realizaciones entre 0,25:1 y 0,5:1, en
algunas realizaciones entre 0,5:1 y 6:1, en algunas realizaciones entre 0,5:1 y 5:1, en algunas realizaciones entre 0,5:1
y 4:1, en algunas realizaciones entre 0,5:1 y 3:1, en algunas realizaciones entre 0,5:1 y 2:1, en algunas realizaciones
entre 0,5:1y 1,5:1, en algunas realizaciones entre 0,5:1 y 1:1, en algunas realizaciones entre 0,5:1 y 0,75:1, en algunas
realizaciones entre 0,75:1 y 2:1, en algunas realizaciones entre 0,75:1 y 1,5:1, en algunas realizaciones entre 0,75:1
y 1,25:1, en algunas realizaciones entre 0,9:1 y 1,1:1, en algunas realizaciones entre 0,95:1 y 1,05:1, en algunas
realizaciones 1:1, en algunas realizaciones entre 0,75:1 y 1:1, en algunas realizaciones entre 1:1 y 6:1, en algunas
realizaciones entre 1:1 y 5:1, en algunas realizaciones entre 1:1 y 4:1, en algunas realizaciones entre 1:1 y 3:1, en
algunas realizaciones entre 1:1y 2: 1, en algunas realizaciones entre 1:1y 1,5:1, en algunas realizaciones entre 1,5:1
y 6:1, en algunas realizaciones entre 1,5:1 y 5:1, en algunas realizaciones entre 1,5:1 y 4:1, en algunas realizaciones
entre 1,5:1 y 3:1, en algunas realizaciones entre 2:1 y 6:1, en algunas realizaciones entre 2:1 y 4:1, en algunas
realizaciones entre 3:1 y 6:1, en algunas realizaciones entre 3:1 y 5:1 y en algunas realizaciones entre 4:1y 6:1.

En algunos casos, la proporcion molar inicial de acido pamoico con respecto a agente terapéutico que contiene
nitrégeno protonable (es decir, durante la formulacion de las nanoparticulas) puede ser diferente de la proporcion
molar de acido pamoico con respecto a agente terapéutico que contienen nitrégeno protonable en las nanoparticulas
(es decir, tras la retirada del acido hidréfobo no encapsulado y el agente terapéutico que contienen nitrégeno
protonable). En otros casos, la proporcion molar inicial de acido pamoico con respecto a agente terapéutico que
contiene nitrégeno protonable (es decir, durante la formulacion de las nanoparticulas) puede ser esencialmente la
misma que la proporcién molar de acido pamoico con respecto a agente terapéutico que contienen nitrégeno
protonable en las nanoparticulas (es decir, tras la retirada del acido hidréfobo no encapsulado y el agente terapéutico
que contienen nitrdgeno protonable).

En algunos casos, se puede preparar una solucion que contenga un agente terapéutico que contiene nitrégeno
protonable por separado de una solucién que contenga el polimero y las dos soluciones se pueden combinar
posteriormente antes de la formulacién de nanoparticulas. Por ejemplo, en una realizaciéon, una primera solucion
contiene el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable y el acido pamoico, y una segunda solucién contiene
el polimero y opcionalmente el acido pamoico.

Las formulaciones en las que la segunda solucién no contiene el acido pamoico pueden resultar ventajosas, por
ejemplo, para minimizar la cantidad de acido pamoico usado en un procedimiento o, en algunos casos, para minimizar
el tiempo de contacto entre el acido pamoico y, por ejemplo, un polimero que puede degradarse en presencia del acido
pamoico. En otros casos, se puede preparar una solucién individual que contenga el agente terapéutico que contienen
nitrégeno protonable, el polimero y acido pamoico.

En algunas realizaciones, el par iénico hidréfobo se puede formar antes de la formulacion de las nanoparticulas. Por
ejemplo, se puede preparar una solucidon que contenga el par iénico hidréfobo antes de la formulacion de las
nanoparticulas contempladas (por ejemplo, por medio de la preparacion de una solucién que contenga cantidades
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apropiadas del agente terapéutico que contiene nitrdgeno protonable y el acido pamoico). En otras realizaciones, el
par iénico hidréfobo se puede formar durante de la formulacién de las nanoparticulas. Por ejemplo, se puede combinar
una primera solucion que contiene el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable y una segunda solucion
que contiene el acido pamoico durante una etapa de procedimiento para la preparacion de las nanoparticulas (por
ejemplo, antes de la formacion de la emulsiéon y/o durante la formulacién de la emulsién). En determinadas
realizaciones, el par ionico hidréfobo se puede formar antes del encapsulado del agente terapéutico que contiene
nitrégeno protonable y el acido pamoico en una nanoparticula contemplada. En otras realizaciones, el par iénico
hidréfobo se puede formar en la nanoparticula, por ejemplo, tras el encapsulado del agente terapéutico que contiene
nitrégeno protonable y acido pamoico.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas desveladas pueden estar esencialmente libres del acido pamoico usado
durante la preparacion de las nanoparticulas. En otras realizaciones, las nanoparticulas desveladas pueden
comprender el acido pamoico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el contenido de acido en las nanoparticulas
desveladas puede estar entre un 0,05 por ciento en peso y un 35 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre
un 0,05 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 0,5 por ciento en peso y un
30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 1 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas
realizaciones entre un 2 por ciento en peso a un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 3 por ciento
en peso a un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 5 por ciento en peso a un 30 por ciento en
peso, en algunas realizaciones entre un 7 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones
entre un 10 por ciento en peso a un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 15 por ciento en peso y
un 30 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 20 por ciento en peso y un 30 por ciento en peso, en
algunas realizaciones entre un 0,05 por ciento en peso y un 0,5 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un
0,05 por ciento en peso y un 5 por ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 1 por ciento en peso a un 5 por
ciento en peso, en algunas realizaciones entre un 3 por ciento en peso y un 10 por ciento en peso, en algunas
realizaciones entre un 5 por ciento en peso y un 15 por ciento en peso, y en algunas realizaciones entre un 10 por
ciento en peso y un 20 por ciento en peso.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas desveladas liberan de forma sustancialmente inmediata (por ejemplo,
durante 1 minuto a 30 minutos, de 1 minuto a 25 minutos, de 5 minutos a 30 minutos, de 5 minutos y 1 hora, 1 hora, o
24 horas) menos de un 2 %, menos de un 5 %, menos de un 10 %, menos de un 15 %, menos de un 20 %, menos de
un 25 %, menos de un 30 % o menos de un 40 % del agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable, por
ejemplo cuando se coloca en una solucién de tampén de fosfato a temperatura ambiente (por ejemplo, 25 °C) y/o 37
°C. En determinadas realizaciones, las nanoparticulas que comprenden el agente terapéutico que contiene nitrégeno
protonable puede liberar el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable cuando se coloca en solucién acuosa
(por ejemplo, una solucidon tampén de fosfato), por ejemplo, a 25 °C y/o a 37 °C, a una tasa sustancialmente
correspondiente de un 0,01 a un 50 %, en algunas realizaciones de un 0,01 a un 25 %, en algunas realizaciones de
un 0,01 a un 15 %, en algunas realizaciones de un 0,01 a un 10 %, en algunas realizaciones de un 1 a un 40 %, en
algunas realizaciones de un 5 a un 40 % y en algunas realizaciones de un 10 a un 40 % del agente terapéutico que
contiene nitrégeno protonable liberado en 1 hora. En algunas realizaciones, las nanoparticulas que comprenden el
agente terapéutico que contiene nitrdgeno protonable puede liberar el agente terapéutico que contiene nitrogeno
protonable cuando se coloca en solucién acuosa (por ejemplo, una solucidon tampdn de fosfato), por ejemplo, a 25 °C
y/o a 37 °C, a una tasa sustancialmente correspondiente de un 10 a un 70 %, en algunas realizaciones de un 10 a un
45 %, en algunas realizaciones de un 10 a un 35 %, o en algunas realizaciones de un 10 a un 25 %, del agente
terapéutico que contiene nitrégeno protonable liberado durante 4 horas.

En algunas realizaciones, Las nanoparticulas desveladas pueden conservar sustancialmente el agente terapéutico
que contiene nitrégeno protonable, por ejemplo, durante al menos 1 minuto, al menos 1 hora, 0 mas, cuando se coloca
en una solucién tampon de fosfato a 37 °C.

En una realizacién, las nanoparticulas terapéuticas desveladas pueden incluir un ligando de actuacion dirigida, por
ejemplo, un ligando de bajo peso molecular. En determinadas realizaciones, el ligando de bajo peso molecular se
conjuga con un polimero, y la nanoparticula comprende una determinada proporcion de polimero con ligando
conjugado (por ejemplo, PLA-PEG-ligando) con respecto a polimero no funcionalizado (por ejemplo, PLA-PEG o
PLGA-PEG). La nanoparticula puede tener una proporcion optimizada de estos dos polimeros de manera que se
asocia una cantidad eficaz de ligando con la nanoparticula para el tratamiento de una enfermedad o trastorno, tal como
cancer. Por ejemplo, una mayor densidad de ligando puede aumentar la unién de diana (union celular/captacion de
diana), haciendo que la nanoparticula sea "especifica para una diana". Alternativamente, una determinada
concentracion de polimero no funcionalizado (por ejemplo, copolimero de PLGA-PEG no funcionalizado) en la
nanoparticula puede controlar la inflamacion y/o el caracter inmunogénico (es decir, la capacidad de provocar una
respuesta inmunolégica) y permitir que la nanoparticula tenga una semivida que resulte adecuada para el tratamiento
de la enfermedad o trastorno. Asimismo, el polimero no funcionalizado puede, en algunas realizaciones, rebajar la
tasa de eliminacion del sistema circulatorio por medio del sistema reticuloendotelial (RES). Por tanto, el polimero no
funcionalizado puede proporcionar a la nanoparticula propiedades que puedan permitir que la particula viaje a través
del cuerpo tras administracion. En algunas realizaciones, un polimero no funcionalizado puede equilibrar una
concentracion elevada de ligandos, lo cual puede acelerar la eliminacion por parte del sujeto, dando como resultado
una menor administracion a los dianocitos.
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En algunas realizaciones, las nanoparticulas desveladas en el presente documento pueden incluir polimeros
funcionalizados conjugados con el ligando que constituyente aproximadamente un 0,1-50, por ejemplo, 0,1 - 30, por
ejemplo, 0,1 - 20, por ejemplo, 0,1-10 por ciento en moles de toda la composicion polimérica de la nanoparticula (es
decir, polimero funcionalizado + no funcionalizado). También se desvela en el presente documento, en otra realizacion,
nanoparticulas que incluyen un polimero conjugado (por ejemplo, covalentemente con (es decir, a través de un
engarce (por ejemplo, un engarce de alquileno)) o un enlace) con uno o mas ligandos de bajo peso molecular, en el
que el porcentaje en peso del ligando de bajo peso molecular con respecto al polimero total esta entre 0,001 y 5, por
ejemplo, entre 0,001 y 2, por ejemplo, entre 0,001 y 1.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas desveladas pueden ser capaces de unirse eficazmente o asociarse a una
entidad bioldgica, por ejemplo, un componente de membrana particular o un receptor superficial de célula. La actuacion
dirigida de un agente terapéutico (por ejemplo, a un tejido particular o tipo celular, a un tejido enfermo especifico pero
no un tejido normal, etc.) resulta deseable para el tratamiento de enfermedades especificas de tejido tales como
canceres de tumor sélido (por ejemplo, cancer de prostata). Por ejemplo, al contrario que la administracion sistémica
de un agente citotdxico anti-cancer, las nanoparticulas desveladas en el presente documento puede evitar
sustancialmente que el agente mate a las células sanas. Adicionalmente, las nanoparticulas desveladas pueden
permitir la administracion de una dosis menor del agente (en comparaciéon con la cantidad eficaz del agente
administrado sin las nanoparticulas o formulaciones divulgadas) que puede reducir los efectos secundarios no
deseados comunmente asociados a la quimioterapia tradicional.

En general, una "nanoparticula" se refiere a cualquier particula que tenga un diametro menor de 1000 nm, por ejemplo,
de 10 nm a 200 nm. Las nanoparticulas terapéuticas desveladas pueden incluir nanoparticulas que tienen un diametro
de 60 a 120 nm, ode 70 a 120 nm, o de 80 a 120 nm, o de 90 a 120 nm, o de 100 a 120 nm, o de 60 a 130 nm, o de
70 a 130 nm, o de 80 a 130 nm, o de 90 a 130 nm, o de 100 a 130 nm, o de 110 a 130 nm, o de 60 a 140 nm, o de 70
a 140 nm, o de 80 a 140 nm, o de 90 a 140 nm, o de 100 a 140 nm, o de 110 a 140 nm, o de 60 a 150 nm, o de 70 a
150 nm, o de 80 a 150 nm, o de 90 a 150 nm, o de 100 a 150 nm, o de 110 a 150 nm, o de 120 a 150 nm.

Polimeros

Las nanoparticulas comprenden una matriz de polimeros y un agente terapéutico. En algunas realizaciones, el agente
terapéutico y/o el resto de actuacion dirigida (es decir, un ligando de bajo peso molecular) se puede asociar con al
menos una parte de la matriz polimérica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un resto de actuacion dirigida (por
ejemplo, un ligando) se puede asociar convenientemente con la superficie de una matriz polimérica. En algunas
realizaciones, la asociacion covalente esta mediada por un engarce. El agente terapéutico se puede asociar con la
superficie de, encapsular dentro de, rodear por, y/o dispersar por toda la matriz polimérica.

Se conoce una amplia diversidad de polimeros y procedimientos para la formacion de particulas a partir de los mismos
en la técnica de administracion de farmacos. En algunas realizaciones, la divulgacion va destinada a nanoparticulas
con al menos dos macromoléculas, en la que la primera macromolécula comprende un primer polimero ligado a un
ligando de bajo peso molecular (por ejemplo, un resto de actuacion dirigida); y una segunda macromolécula que
comprende un segundo polimero que no esta ligado a un resto de actuacion dirigida. La nanoparticula puede
opcionalmente incluir uno o mas polimeros adicionales, no funcionalizados.

Se puede usar cualquier polimero apropiado en las nanoparticulas desveladas. Los polimeros pueden ser polimeros
naturales o no naturales (sintéticos). Los polimeros pueden ser homopolimeros o copolimeros que comprenden dos o
mas monomeros. En términos de secuencia, los copolimeros pueden ser aleatorios, en bloques, o comprender una
combinacién de secuencias aleatorias o de bloques. Por lo general, los polimeros son polimeros organicos.

El término "polimero”, tal como se usa en el presente documento, recibe su significado comun como se usa en la
técnica, es decir, una estructura molecular que comprende una o mas unidades de repeticion (mondmeros),
conectadas por enlaces covalentes. Las unidades de repeticion pueden ser todas idénticas, o en algunos casos, puede
haber mas de un tipo de unidad de repeticion presente dentro del polimero. En algunos casos, el polimero puede tener
procedencia bioldgica, es decir, un biopolimero. Los ejemplos no limitantes incluyen péptidos o proteinas. En algunos
casos, los restos adicionales también pueden estar presentes en el polimero, por ejemplo restos bioldgicos tales como
los descritos a continuacion. Si esta presente mas de un tipo de unidad de repeticién dentro del polimero, entonces se
dice que el polimero es un "copolimero". Se comprende que en cualquier realizacion que emplee un polimero, el
polimero a emplear puede ser un copolimero en algunos casos. Las unidades de repeticion que forman el copolimero
pueden estar dispuestas de cualquier forma. Por ejemplo, las unidades de repeticion pueden estar dispuestas en orden
aleatorio, en orden alternativo, o como copolimero en forma de bloques, es decir, que comprende una o mas regiones
que comprenden cada una de ellas una primera unidad de repeticiéon (por ejemplo, un primer bloque) y una o mas
regiones que comprenden cada una de ellas una segunda unidad de repeticion (por ejemplo, un segundo bloque), etc.
Los copolimeros de bloques pueden tener dos (un copolimero de dibloques), tres (un copolimero de tribloques) o mas
numeros de bloques distintos.

Las particulas desveladas pueden incluir copolimeros, que, en algunas realizaciones, describen dos o mas polimeros
(tales como los descritos en el presente documento) que se han asociado unos con otros, normalmente por medio de
un enlace de dos o mas polimeros de forma conjunta. Por tanto, un copolimero puede comprender un primer polimero
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y un segundo polimero, que se han conjugado de forma conjunta para formar un copolimero de bloques en el que el
primer polimero puede ser un primer bloque del copolimero de bloques y el segundo polimero puede ser un segundo
blogue del copolimero de bloques. Por supuesto, los expertos en la técnica comprenderan que un copolimero de
bloques puede, en algunos casos, contener multiples bloques de un polimero, y que un "copolimero de bloques”, tal
como se usa en el presente documento, no esta limitado a Unicamente copolimeros de bloques que tienen Unicamente
un primer bloque individual y un segundo bloque individual. Por ejemplo, un copolimero de bloques puede comprender
un primer blogue que comprende un primer polimero, un segundo bloque que comprende un segundo polimero, y un
tercer bloque que comprende un tercer polimero o el primer polimero, etc. En algunos casos, los copolimeros de
bloques pueden contener cualquier nimero de primeros bloques de un primer polimero y segundos bloques de un
segundo polimero (y en determinados casos, terceros bloques, cuartos bloques, etc.). Ademas, se deberia apreciar
que los copolimeros de blogues también se pueden formar, en algunos casos, a partir de otros copolimeros de bloques.
Por ejemplo, un primer copolimero de bloques se puede conjugar con otro polimero (que puede ser un homopolimero,
un biopolimero, otro copolimero de bloques, etc.), para formar un nuevo copolimero de bloques que contiene multiples
tipos de bloques y/o a otros restos (por ejemplo, a restos no poliméricos).

En algunas realizaciones, el polimero (por ejemplo, un copolimero, por ejemplo, copolimero de bloques) puede ser
anfifilo, es decir, tener una parte hidrofila y una parte hidréfoba, o una parte relativamente hidrofila y una parte
relativamente hidréfoba. Un polimero hidréfilo puede ser uno que generalmente atraiga agua y un polimero hidréfobo
puede ser que generalmente repela el agua. Un polimero hidrofilo o hidréfobo se pueden identificar, por ejemplo, por
medio de la preparacion de una muestra del polimero y midiendo su angulo de contacto con el agua (tipicamente, el
polimero tiene un angulo de contacto menor de 60°, mientras que el polimero hidréfobo tiene un angulo de contacto
de mas de aproximadamente 60°). En algunos casos, la naturaleza hidrdéfila de los dos 0 mas polimeros se puede
medir con respecto al otro, es decir, un primer polimero puede ser mas hidréfilo que un segundo polimero. Por ejemplo,
el primer polimero puede tener un angulo de contacto menor que el segundo polimero.

En un conjunto de realizaciones, un polimero (por ejemplo, un copolimero, por ejemplo, copolimero de bloques)
contemplado en el presente documento incluye un polimero biocompatible, es decir, el polimero no induce tipicamente
una respuesta adversa cuando se inserta o inyecta en un sujeto vivo, por ejemplo, sin inflamacioén significativa y/o
rechazo agudo del polimero por parte del sistema inmunolégico, por ejemplo, por medio de respuesta de linfocito T.
Por consiguiente, las particulas terapéuticas contempladas en el presente documento pueden ser no inmunogénicas.
La expresion no inmunogénico tal como se usa en el presente documento, se refiere a un factor de crecimiento
enddgeno en su estado nativo que normalmente no induce, o induce solo niveles minimos, de anticuerpos circulantes,
linfocitos T o células reactivos inmunoldgicas, y que normalmente no induce una respuesta inmunoldgica del individuo
contra si mismo.

Tipicamente, la biocompatibilidad se refiere al rechazo agudo de material por parte de al menos una parte del sistema
inmunoldgico, es decir, un material no biocompatible implantado en un sujeto provoca una respuesta inmunoldégica en
el sujeto que puede ser lo suficientemente grave como para que el rechazo del material por parte del sistema
inmunoldgico no se puede controlar de manera apropiada, y con frecuencia es de un grado tal que el material se debe
retirar del sujeto. Un ensayo simple para determinar la biocompatibilidad puede consistir en exponer un polimero a
células in vitro; los polimeros biocompatibles con polimeros que tipicamente no tienen como resultado una muerte
celular significativa en concentraciones moderadas, por ejemplo, a concentraciones de 50 microgramos/108 células.
Por ejemplo, un polimero biocompatible puede provocar menos de un 20 % de muerte celular cuando se expone a
células como fibroblastos o células epiteliales, incluso si se produce la fagocitosis o la captacion por parte de dichas
células. Los ejemplos no limitantes de polimeros biocompatibles que pueden resultar utiles en diversas realizaciones
incluyen polidioxanona (PDO), polihidroxialcanoato, polihidroxibutirato, poli(sebacato de glicerol), poliglicélido (es
decir, poli(acido glicolico)) (PGA), polilactida (es decir, poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico)-co-poli(acido
glicdlico) (PLGA), policaprolactona o copolimeros o derivados que incluyen estos y/u otros copolimeros.

En determinadas realizaciones, los polimeros biocompatibles contemplados pueden ser biodegradables, es decir, el
polimero es susceptible de degradacion, quimica y/o biolégica, en un entorno fisiolégico, tal como dentro del cuerpo.
Tal como se usa en el presente documento, los polimeros "biodegradables” son aquellos que, cuando se introducen
en las células, se rompen por medio de la maquinaria celular (degradable biolégicamente) y/o por medio de un
procedimiento quimico, tal como hidrdlisis, (degradable quimicamente) para dar lugar a componentes que las células
pueden reutilizar o eliminar, sin efecto tdxico significativo sobre las células. En una realizacion, el polimero
biodegradable y sus subproductos de degradacion pueden ser biocompatibles.

Las particulas desveladas en el presente documento pueden o no contener PEG. Ademas, determinadas realizaciones
pueden estar relacionadas con copolimeros que contienen poli(éster-éteres), por ejemplo, polimeros que tienen
unidades repetidas unidas por medio de enlaces de éster (por ejemplo, enlaces R-C(0O)-O-R") y enlaces de éter (por
ejemplo, enlaces R-O-R’). En algunas realizaciones, un polimero biodegradable, tal como un polimero hidrolizable,
que contiene grupos de acido carboxilico, se puede conjugar con unidades de repeticion de poli(etilen glicol) para
formar un poli(éster-éter). Un polimero (por ejemplo, un copolimero, por ejemplo, un copolimero de bloques) que
contiene unidades de repeticion de poli(etilen glicol) también se puede denominar como polimero "PEGilado".

Por ejemplo, un polimero contemplado puede ser uno que se hidrolice espontaneamente tras exposicion al agua (por
ejemplo, dentro de un sujeto) o el polimero se puede degradar tras la exposicion al calor (por ejemplo, a temperaturas
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de aproximadamente 37 °C). La degradacion del polimero puede suceder a varias velocidades, dependiendo del
polimero o copolimero usado. Por ejemplo, la semivida del polimero (el tiempo al cual el 50 % del polimero se puede
degradar para dar lugar a mondmeros y/u otros restos no poliméricos) puede ser del orden de dias, semanas, meses
o afos, dependiendo del polimero. Los polimeros se pueden degradar biolégicamente, por ejemplo, por medio de
actividad enzimatica o maquinaria celular, en algunos casos, por ejemplo, a través de la exposicion a un lisozima (por
ejemplo, que tiene un pH relativamente bajo). En algunos casos, los polimeros se pueden romper para dar lugar a
monomeros y/u otros restos no poliméricos que las células pueden reutilizar o eliminar, sin efecto tdxico significativo
sobre las células (por ejemplo, polilactida se puede hidrolizar para formar acido lactico, poliglicolido se puede hidrolizar
para formar acido glicdlico, etc.).

En algunas realizaciones, los polimeros pueden ser poliésteres, que incluyen copolimeros que comprenden acido
lactico y unidades de acido glicdlico, tales como poli(acido lactico-co-acido glicolico) y poli(lactida-co-glicolido),
colectivamente denominadas en el presente documento "PLGA"; y homopolimeros que comprenden unidades de acido
glicdlico, denominadas en el presente documento "PGA", y unidades de acido lactico, tales como poli-acido L-lactico,
poli-acido D-lactico, poli-acido D,L-lactico, poli-L-lactida, poli-D-lactida y poli-D,L-lactida, colectivamente denominadas
en el presente documento "PLA". En algunas realizaciones, los poliésteres a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo,
polihidroxiacidos; polimeros PEGilados y copolimeros de lactida y glicdlido (por ejemplo, PLA PEGilado, PGA
PEGilado, PLGA PEGilado y derivados de los mismos). En algunas realizaciones, los poliésteres incluyen, por ejemplo,
polianhidridos, poli(orto éster) PEGilado poli(orto éster), poli(caprolactona), poli(caprolactona) PEGilada, polilisina,
polilisina PEGilada, poli(etilen imina), poli(etilen imina) PEGilada, poli(L-lactida-co-L-lisina), poli(éster de serina), poli(4-
hidroxi-éster de L-prolina), poli[acido a-(4-aminobultil)-L-glicdlico] y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, un polimero puede ser PLGA. PLGA es un copolimero biocompatible y biodegradable de
acido lactico y acido glicdlico, y diversas formas de PLGA se pueden caracterizar por medio de la proporcion de acido
lactico:acido glicolico. El acido lactico puede ser acido L-lactico, acido D-lactico o acido D,L-lactico. La tasa de
degradacion de PLGA se puede ajustar por medio de la modificacion de la proporcion de acido lactico-acido glicdlico.
En algunas realizaciones, PLGA se puede caracterizar por medio de una proporcién de acido lactico:acido glicélico de
aproximadamente 85:15, aproximadamente 75:25, aproximadamente 60:40, aproximadamente 50:50,
aproximadamente 40:60, aproximadametne 25:75 o aproximadamente 15:85. En algunas realizaciones, la proporcion
de acido lactico con respecto a monémeros de acido glicolido en el polimero de la particula (por ejemplo, el copolimero
de bloques PLGA o el copolimero de bloques PLGA-PEG), puede estar seleccionada para optimizar los diversos
parametros tales como captacion de agua, y se pueden optimizar los parametros cinéticos de degradacién de polimero
y/o liberacion de agente terapéutico.

En algunas realizaciones, los polimeros pueden ser uno o mas polimeros acrilicos. En determinadas realizaciones,
los polimeros acrilicos incluyen, por ejemplo, copolimeros de acido acrilico y acido metacrilico, copolimeros de
metacrilato de metilo, metacrilatos de etoxietilo, metacrilato de cianoetilo, copolimero de metacrilato de amino alquilo,
poli(acido acrilico), poli(acido metacrilico), copolimero de alquilamida de acido metacrilico, poli(metacrilato de metilo),
poli(poliacrilamida de acido metacrilico, copolimero de metacrilato de amino alquilo, copolimeros de metacrilato de
glicidilo, policianoacrilatos, y combinaciones que comprenden uno o mas de los polimeros anteriores. El polimero
acrilico puede comprender copolimeros completamente polimerizados de ésteres de acido acrilico y metacrilico con
un bajo contenido de grupos de amonio cuaternario.

En algunas realizaciones, los polimeros pueden ser polimeros cationicos. En general, los polimeros catiénicos son
susceptibles de condensacion y/o proteccion de hebras con carga negativa de acido nucleicos (por ejemplo, ADN,
ARN o derivados de los mismos). Los polimeros que contienen amina tales como poli(lisina), polietilen imina (PEI) y
dendrimeros de poli(amidoamina) se contemplan para su uso, en algunas realizaciones, en una particula desvelada.

En algunas realizaciones, los polimeros pueden ser poliésteres degradables que portan cadenas laterales cationicas.
Los ejemplos de estos poliésteres incluyen poli(L-lactida-co-L-lisina), poli(éster de serina), poli(éster de 4-hidroxi-L-
prolina).

Se contempla que el PEG puede tener una terminacion e incluir un grupo terminal, por ejemplo, cuando PEG no esta
conjugado a un ligando. Por ejemplo, PEG puede terminar en un hidroxilo, un metoxi u otro grupo alcoxilo, un grupo
metilo u otro grupo alquilo, un grupo arilo, un grupo carboxilico, una amina, una amida, un grupo acetilo, un grupo
guanidino o un imidazol. Otros grupos terminales contemplados incluyen azida, alquino, maleimida, aldehido,
hidrazida, hidroxilamina, alcoxi amina o restos tiol.

Los expertos en la técnica conocen procedimientos y técnicas para la PEGilacién de un polimero, por ejemplo,
mediante el uso de EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) y NHS (N-hidroxisuccinimida) para
hacer reaccionar un polimero con un grupo PEG que termina en una amina, por medio de técnicas de polimerizacion
con apertura de anillo (ROMP) o similares.

En una realizacion, el peso molecular (o por ejemplo, la proporcién de pesos moleculares de, por ejemplo, bloques
diferentes de un copolimero) de los copolimeros se puede optimizar para el tratamiento eficaz tal como se desvela en
el presente documento. Por ejemplo, el peso molecular de un polimero puede afectar a la tasa de degradacion de las
particulas (tal como cuando es posible ajustar un polimero biodegradable), solubilidad, captacion de agua, y
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parametros cinéticos de liberacion de farmaco. Por ejemplo, el peso molecular del polimero (o por ejemplo, la
proporcion de pesos moleculares de, por ejemplo, bloques diferentes de un copolimero) se puede ajustar de manera
que la particula se biodegrade en el sujeto objeto de tratamiento en un periodo de tiempo razonable (que varia de una
pocas horas a 1-2 semanas, 3-4 semanas, 5-6 semanas, 7-8 semanas, etc.).

Por ejemplo, una particula desvelada puede comprender un copolimero de dibloques de PEG y PL(G)A, en el que por
ejemplo, la parte de PEG puede tener un peso molecular promedio expresado en numero de 1.000-20.000, por
ejemplo, 2.000-20.000, por ejemplo, de 2 a 10.000 y la parte de PL(G)A puede tener un peso molecular promedio
expresado en numero de 5.000 a 20.000 o de 5.000-100.000, por ejemplo, 20.000-70.000, por ejemplo, 15.000-50.000.

Por ejemplo, se desvela en el presente documento una nanoparticula terapéutica a modo de ejemplo que incluye de
un 10 a un 99 por ciento de copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol o copolimero de poli(acido lactico)-co-
poli(acido glicdlico)-poli(etilen)glicol, o de un 20 a un 80 por ciento en peso, de un 40 a un 80 por ciento en peso, o de
un 30 a un 50 por ciento en peso, o de un 70 a un 90 por ciento en peso de copolimero de poli(acido lactico)-
poli(etilen)glicol o copolimero de poli(acido lactico)-co-poli(acido glicélico)-poli(etilen)glicol. Los copolimeros de
poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol pueden incluir un peso molecular promedio expresado en numero de 15 a 20 kDa,
o de 10 a 25 kDa de poli(acido lactico) y un peso molecular promedio expresado en numero de 4 a 6, o de 2 kDa a 10
kDa de poli(etilen)glicol.

En algunas realizaciones, el copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol puede tener una fracciéon de peso
molecular promedio expresado en niumero de poli(acido lactico) de 0,6 a 0,95, en algunas realizaciones entre 0,7 y
0,9, en algunas realizaciones entre 0,6 y 0,8, en algunas realizaciones entre 0,7 y 0,8, en algunas realizaciones entre
0,75 y 0,85, en algunas realizaciones entre 0,8 y 0,9, y en algunas realizaciones entre 0,85 y 0,95. Se deberia
comprender que la fraccion de peso molecular promedio expresada en nimero de poli(acido lactico) se puede calcular
dividiendo el peso molecular promedio expresado en niumero del componente de poli(acido lactico) del copolimero
entre la suma del peso molecular promedio expresado en numero del componente de poli(acido lactico) y el peso
molecular promedio expresado en numero del componente de poli(etilen)glicol.

Las nanoparticulas desveladas pueden incluir opcionalmente de un 1 a un 50 por ciento en peso de poli(acido lactico)
o poli(acido lactico)-copoli(acido glicélico) (que no incluye PEG) o puede incluir opcionalmente de un 1 a un 50 por
ciento en peso, o de un 10 a un 50 por ciento en peso o de un 30 a un 50 por ciento en peso de poli(acido lactico) o
poli(acido lactico)-co-poli(acido glicélico). Por ejemplo, el poli(acido lactico) o poli(acido lactico)-co-poli(acido glicélico)
puede tener un peso molecular promedio expresado en nimero de 5 a 15 kDa, o de 5 a 12 kDa. PLA a modo de
ejemplo puede tener un peso molecular promedio expresado en nimero de 5 a 10 kDa. PLGA a modo de ejemplo
puede tener un peso molecular promedio expresado en nimero de 8 a 12 kDa.

Una nanoparticula terapéutica puede, en algunas realizaciones, contener de un 10 a un 30 por ciento en peso, en
algunas realizaciones de un 10 a un 25 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 10 a un 20 por ciento en
peso, en algunas realizaciones de un 10 a un 15 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 15 a un 20 por
ciento en peso, en algunas realizaciones de un 15 a un 25 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 20 a un
25 por ciento en peso, en algunas realizaciones de un 20 a un 30 por ciento en peso, o en algunas realizaciones de
un 25 a un 30 por ciento en peso de poli(etilen)glicol, en la que el poli(etilen)glicol puede estar presente como
copolimero de poli(acido lactico)-poli(etilen)glicol, copolimero de poli(acido lactico)-co-poli(acido glicolico)-
poli(etilen)glicol u homopolimero de poli(etilen)glicol. En determinadas realizaciones, los polimeros de las
nanoparticulas se pueden conjugar con un lipido. el polimero puede ser, por ejemplo, un PEG con terminacion de
lipido.

Restos de Actuacién Dirigida

Se proporciona en el presente documento, en algunas realizaciones, nanoparticulas que pueden incluir un resto
opcional de actuacion dirigida, es decir, un resto capaz de unirse o asociarse con una entidad biolégica, por ejemplo,
un componente de membrana, un receptor de superficie celular, un antigeno o similares. Un resto de actuacion dirigida
presente sobre la superficie de la particula puede permitir que la particula se localice en un sitio particular de actuacién
dirigida, por ejemplo, un tumor, un punto de enfermedad, un tejido, un érgano, un tipo de célula, etc. Como tal, la
nanoparticula puede a continuacién ser "especifica para una diana". El farmaco u otra carga a continuacion, en algunos
casos, se pueden liberar de la particula y permitir la interaccion local con el sitio particular de actuacion dirigida.

En una realizacion, la nanoparticula desvelada incluye un resto de actuacion dirigida que es un ligando de bajo peso
molecular. El término "unir" o "unién", tal como se usa en el presente documento, hace referencia a la interaccién entre
un par de moléculas correspondiente o partes de las mismas que exhiben afinidad mutua o capacidad de unién,
tipicamente debido a una interaccion o unién especifica o no especifica, incluyendo, aunque no de forma limitativa,
interacciones bioquimicas, fisioldgicas y/o quimicas.

La "unién biolégica" define un tipo de interaccion que tiene lugar entre pares de moléculas que incluyen proteinas,
acidos nucleicos, glucoproteinas, hidratos de carbono, hormonas o similares. La expresion "pareja de unién" se refiere
a una molécula que puede experimentar uniéon con una molécula particular. "Unién especifica" se refiere a moléculas,
tales como polinucleétidos, que son capaces de unirse o reconocer una pareja de union (o un numero limitado de
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parejas de union) sustancialmente en mayor grado que otras, entidades biolégicas similares. En un conjunto de
realizaciones, el resto de actuacion dirigida tiene una afinidad (tal como se mide por medio de la constante de
disociacion) menor de 1 micromolar, al menos 10 micromolar o al menos 100 micromolar.

Por ejemplo, una parte de actuacion dirigida puede provocar que las particulas se localicen en un tumor (por ejemplo,
un tumor sélido), un punto de enfermedad, un tejido, un érgano, un tipo de célula, etc. dentro del cuerpo del sujeto,
dependiendo del resto de actuacion dirigida que se use. Por ejemplo, el ligando de bajo peso molecular se puede
localizar en un tumor sélido, por ejemplo, tumores de mama o prostata o células cancerigenas. El sujeto puede ser
una persona o un animal no humano. Los ejemplos de sujetos incluyen, aunque sin limitacion, un mamifero tal como
un perro, un gato, un caballo, un burro, un conejo, una vaca, un cerdo, una oveja, una cabra, una rata, un raton, un
conejillo de indias, un hamster, un primate, una persona o similares.

Los restos de actuacion dirigida contemplados pueden incluir moléculas pequefias. En determinadas realizaciones, la
expresion "molécula pequefia” se refiere a compuestos organicos, ya sean de origen natural o creados artificialmente
(por ejemplo, por medio de sintesis quimica) que tienen un peso molecular relativamente bajo que no sean proteinas,
polipéptidos o acidos nucleicos. Tipicamente, las moléculas pequefas tienen multiples enlaces carbono-carbono. En
determinadas realizaciones, las moléculas pequefias son menores de 2000 g/mol de tamafo. En algunas
realizaciones, las moléculas pequefias son menores de 1500 g/mol o menores de 1000 g/mol. En algunas
realizaciones, las moléculas pequefias son menores de 800 g/mol o menores de 500 g/mol, por ejemplo de 100 g/mol
a 600 g/mol o de 200 g/mol a 500 g/mol.

En algunas realizaciones, el ligando de bajo peso molecular es de Férmula I, II, Il o IV:
COsH
" r CO;H j
al
mac‘;)\”»j\ mg Rz/ COQH m}“ Raﬁ ol
1Y H (mi}

I i I Y

y enantiémeros, estereoisémeros, rotameros, tautémeros, diasteredmeros o racematos de los mismos;
en los que m y n son cada uno de ellos, de manera independiente, 0, 1,20 3;pes 00 1;

R', R%, R*y R® cada uno, de manera independiente, estan seleccionados entre el grupo que consiste en alquilo
(por ejemplo, alquilo C1.10, alquilo C1.6 0 alquilo C1.), arilo sustituido o no sustituido (por ejemplo, fenilo o piridinilo)
y cualquier combinacion de los mismos; y R® es H o alquilo C1 (por ejemplo, CHs).

Para los compuestos de Férmula |, I, 1l y IV, R1, R2, R4 o R5 comprenden puntos de union a la nanoparticula, por
ejemplo, un punto de unién a un polimero que forma parte de una nanoparticula desvelada, por ejemplo, PEG. El
punto de unién se puede formar por medio de un enlace covalente, un enlace i6nico, enlace hidrégeno, un enlace
formado por medio de adsorcidon que incluye adsorcion quimica y adsorcion fisica, un enlace formado a partir de
enlaces de van der Waals, o fuerzas de dispersion. Por ejemplo, si R, R?, R* o R® se definen como anilina o un grupo
alquil-C46-NHz, se podria retirar cualquier hidrégeno (por ejemplo, un hidrégeno amino) de estos grupos funcionales
de manera que el ligando de bajo peso molecular se una covalentemente a la matriz polimérica (por ejemplo, el bloque
PEG de la matriz polimérica) de la nanoparticula. Tal como se usa en el presente documento, la expresion "enlace
covalente" se refiere a un enlace entre dos atomos formados por medio de comparticion de al menos un par de
electrones.

En realizaciones particulares de Formula I, 11, Ill o IV, R, R, R* y R® cada uno, de manera independiente, alquilo C1.6
o fenilo o cualquier combinacién de alquilo C+- o fenilo, que estan independientemente sustituidos una o mas veces
con OH, SH, NH; o CO2H y en el que el grupo alquilo puede estar interrumpido por N(H), S u O. En otra realizacion,
R1, R2, Rs y Rs son cada uno, de manera independiente, CH»-Ph, (CH2).-SH, CH,-SH, (CH2).C(H)(NH2)CO2H,
CH2C(H)(NH2)CO2H, CH(NH2)CH2CO2H, (CH2).C(H)(SH)CO2H, CH2-N(H)-Ph, O-CH,-Ph, u O-(CHy).-Ph, en la que
cada Ph puede estar sustituido de manera independiente una o mas veces con OH, NH,, CO2H, o SH. Para estas
férmulas, los grupos NH2, OH o SH sirven como punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -H(H)-PEG,
-O-PEG, 0 -S-PEG).

Los ligandos a modo de ejemplo incluyen:
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y enantidbmeros, estereoisémeros, rotameros, tautdmeros, diasteredmeros o racematos de los mismos, en los que los
grupos NH;, OH o SH sirven como punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -H(H)-PEG, -O-PEG, o -
S-PEG) o indica el punto de union a la nanoparticula, enlaque nes 1, 2, 3, 4,506, y en la que R esta seleccionado
de forma independiente entre el grupo que consiste en NHz, SH, OH, CO2H, alquilo C+.s que esta sustituido con NHz,
SH, OH, o CO2H y fenilo que esta sustituido con NH,, SH, OH, o CO2H y en la que R sirve como punto de unién
covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -N(H)-PEG, -S-PEG, -O-PEG, o CO,-PEG). Estos compuestos pueden estar
sustituidos de forma adicional con NH,, SH, OH, CO2H, alquilo C+1s que esta sustituido con NH, SH, OH, o CO2H o
fenilo que esta sustituido con NHz, SH, OH o CO2H, en las que estos grupos funcionales también pueden servir como
punto de unién covalente a la nanoparticula.

En algunas realizaciones, los restos de actuacion dirigida de molécula pequefia que se pueden usar para dianocitos
asociados a tumores sélidos tales como tumores de cancer de préstata o mama incluyen inhibidores de PSMA
peptidasa tales como 2-PMPA, GPI15232, VA- 033, fenilalquilfosfonamidatos y/o analogos y derivados de los mismos.
En algunas realizaciones, los restos de actuacion dirigida de molécula pequefia que se pueden usar para los dianocitos
asociados a tumores de cancer de prostata incluyen derivados de tiol e indol tiol, tales como derivados de acido 2-
MPPA y 3-(2-mercaptoetil)-1H-indol-2-carboxilico. En algunas realizaciones, los restos de actuacion dirigida de
molécula pequefia que se pueden usar para los dianocitos asociados a tumores de cancer de prostata incluyen
derivados de hidroxamato. En algunas realizaciones, los restos de actuacion dirigida de molécula pequefia que se
pueden usar para los dianocitos asociados a tumores de cancer de préstata incluyen inhibidores basados en PBDA y
urea, tales como ZJ 43, ZJ 11, ZJ 17, ZJ 38 y/o analogos y derivados de los mismos, agentes de actuacion dirigida de
receptor de andrégeno (ARTAs), poliaminas, tales como putrescina, espermina y espermidina, inhibidores de la enzima
glutamato carboxilasa Il (GCPII), también conocidos como NAAG Peptidasa o NAALADasa.

En ofra realizacion, el resto de actuacion dirigida puede ser un ligando que dirige Her2, EGFR, receptor de folato o

receptores de toll. En ofra realizacion, el resto de actuacion dirigida es folato, acido félico, o una molécula de unién de
EGFR.
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Por ejemplo, los restos de actuacion dirigida contemplados pueden incluir un acido nucleico, polipéptido, glucoproteina,
carbohidrato o lipido. Por ejemplo, un resto de actuacion dirigida puede ser un resto de actuacion dirigida de acido
nucleico (por ejemplo, un aptamero, por ejemplo, el aptamero A 10) que se une a un marcador especifico de tipo
celular. En general, un aptamero es un oligonucleétido (por ejemplo, ADN, ARN o un analogo o derivado del mismo)
que se une a una diana particular, tal como un polipéptido. En algunas realizaciones, el resto de actuacion dirigida
puede ser un ligando de origen natural o sintético para un receptor de superficie celular, por ejemplo, un factor de
crecimiento, hormona, LDL, transferrina, etc. Un resto de actuacion dirigida puede ser un anticuerpo, cuyo término se
pretende que incluya fragmentos de anticuerpo. Se pueden identificar partes caracteristicas de restos de actuacion
dirigida, de cadena individual de anticuerpos, por ejemplo, usando procedimientos tales como presentacion en fagos.

Los restos de actuacion dirigida pueden ser un péptido de actuacion dirigida o un peptidomimético de actuacion dirigida
que tenga una longitud de hasta aproximadamente 50 residuos. Por ejemplo, un resto de actuacion dirigida puede
incluir la secuencia de amino acidos AKERC, CREKA, ARYLQKLN, o AXYLZZLN, en la que X y Z son amino acidos
variables, o variantes de conservacion o peptidomiméticos de los mismos. En realizaciones particulares, el resto de
actuacion dirigida es un péptido que incluye la secuencia de amino acidos AKERC, CREKA, ARYLQKLN, o
AXYLZZLN, en la que X y Z son amino acidos disponibles, y tiene una longitud de menos de 20, 50 o 100 residuos. El
péptido CREKA (Cys Arg Glu Lys Ala) o un peptidomimético del mismo del octapéptido AXYLZZLN también se
contemplan como restos de actuacion dirigida, asi como también los péptidos, o variantes de conservacién o
peptidomiméticos de los mismos, que se unen o forman un complejo con colageno 1V, o que se dirigen a la membrana
de basamento tisular (por ejemplo, la membrana de basamento de un vaso sanguineo). Los restos de actuacion
dirigida a modo de ejemplo incluyen péptidos que se dirigen a ICAM (molécula de adhesion intracelular, por ejemplo,
ICAM-1).

Los restos de actuacion dirigida desvelados en el presente documento, en algunas realizaciones, se pueden conjugar
a un polimero o copolimero desvelado (por ejemplo, PLA-PEG) y dicho conjugado polimérico puede formar parte de
una nanoparticula divulgada.

En algunas realizaciones, la nanoparticula terapéutica puede incluir un conjugado de polimero-farmaco. Por ejemplo,
se pueden conjugar un farmaco a un polimero desvelado o copolimero (por ejemplo, PLA-PEG) y dicho conjugado de
polimero-farmaco puede formar parte de una nanoparticula desvelada. Por ejemplo, una nanoparticula terapéutica
desvelada puede incluir opcionalmente de un 0,2 a un 30 por ciento en peso de un PLA-PEG o PLGA-PEG, en el que
el PEG esta funcionalizado con un farmaco (por ejemplo, un PLA-PEG-Farmaco).

Un conjugado polimérico desvelado (por ejemplo, un conjugado de polimero-ligando) se puede formar usando
cualquier técnica de conjugacion apropiada. Por ejemplo, se pueden conjugar dos compuestos tales como un resto de
actuacion dirigida o un farmaco y un polimero biocompatible (por ejemplo, un polimero biocompatible y un
poli(etilen)glicol) de manera conjunta usando técnicas tales como quimica EDC-NHS clorhidrato de (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida y N-hidroxisuccinimida) o una reacciéon que implica una maleimida o un acido
carboxilico, que puede estar conjugado a un extremo de un tiol, una amina o un poliéter funcionalizado de forma
similar. La conjugacion de un resto de actuacion dirigida o farmaco y un polimero para formar un conjugado de resto
de actuacion dirigida-polimero o un conjugado polimero-farmaco se puede llevar a cabo en un disolvente organico, tal
como, aunque no de forma limitativa, diclorometano, acetonitrilo, cloroformo, dimetilformamida, tetrahidrofurano,
acetona o similar. Las condiciones de reaccién especificas pueden determinarse por los expertos en la materia usando
no mas que una experimentacion de rutina.

En otro conjunto de realizaciones, se puede llevar a cabo una reaccion de conjugacién haciendo reaccionar un
polimero que comprende un grupo funcional de acido carboxilico (por ejemplo, un compuesto de poli(éster-éter)) con
un polimero u otro resto (tal como un resto de actuacion dirigida o farmaco) que comprende una amina. Por ejemplo,
se puede hacer reaccionar un resto de direccion, tal como un ligando de bajo peso molecular o un farmaco, tal como
desatinib, con una amina para formar un resto que contiene amina, que se puede conjugar posteriormente con el acido
carboxilico del polimero. Dicha reaccion puede tener lugar como reaccién de etapa individual, es decir, la conjugacion
se lleva a cabo sin usar intermedios tales como N-hidroxisuccinimida o una maleimida. En algunas realizaciones, se
puede hacer reaccionar un farmaco con un engarce que contiene amina para formar un farmaco que contiene amina,
que se puede conjugar posteriormente con el acido carboxilico del polimero como se ha descrito con anterioridad. Se
puede lograr la reacciéon de conjugacion entre el resto que contiene amina y el polimero con terminacion de acido
carboxilico (tal como un compuesto de poliéster-éter), en un conjunto de realizaciones, mediante la adicion del resto
que contiene amina, solubilizado en un disolvente organico tal como (pero sin limitacién) diclorometano, acetonitrilo,
cloroformo, tetrahidrofurano, acetona, formamida, dimetilformamida, piridinas, dioxano o dimetilsulféxido, a una
soluciéon que contiene el polimero con terminacion de acido carboxilico. El polimero con terminacién de acido
carboxilico puede estar presente en un disolvente organico tal como, aunque no de forma limitativa, diclorometano,
acetonitrilo, cloroformo, dimetilformamida, tetrahidrofurano o acetona. La reaccion entre el resto que contiene amina y
el polimero con terminacion de acido carboxilico puede tener lugar de forma espontanea, en algunos casos. Los
reaccionantes no conjugados se pueden lavar tras dichas reacciones, y el polimero se puede precipitar en disolventes
tales como, por ejemplo, éter de etilo, hexano, metanol o etanol. En determinadas realizaciones, se puede formar un
conjugado entre un resto que contiene alcohol y un grupo funcional de acido carboxilico de un polimero, que se puede
lograr similarmente a como se ha descrito para los conjugados de aminas y acidos carboxilicos.
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Preparaciéon de Nanoparticulas

Otro aspecto de la presente divulgacion va destinado a sistemas y procedimientos de preparacion de las
nanoparticulas desveladas. En algunas realizaciones, mediante el uso de dos o mas polimeros diferentes (por ejemplo,
copolimeros, por ejemplo, copolimeros de bloques) en diferentes proporciones y la produccién de particulas a partir
de los polimeros (por ejemplo, copolimeros, por ejemplo, copolimeros de bloques), es posible controlar las
propiedades de las particulas. Por ejemplo, se puede escoger un polimero (por ejemplo, un copolimero, por ejemplo,
un copolimero de bloques) puede incluir un ligando de bajo peso molecular, con otro polimero (por ejemplo, un
copolimero, por ejemplo, un copolimero de bloques) por su biocompatibilidad y/o su capacidad para controlar el
caracter inmunogénico de la particula resultante.

El disolvente usado en el procedimiento de preparacion de nanoparticulas incluye el acido hidréfobo acido pamoico,
que puede conferir propiedades ventajosas a las nanoparticulas preparadas usando el procedimiento. Como se
menciond anteriormente, en algunos casos, el acido hidréfobo puede mejorar la carga de farmaco de las
nanoparticulas desveladas. Asimismo, en algunos casos, las propiedades de liberacion controlada de las
nanoparticulas desveladas se pueden mejorar por medio del uso del acido hidréfobo. En algunos casos, el acido
hidréfobo se puede incluir en, por ejemplo, una solucién organica o una solucidon acuosa usada en el procedimiento.
En una realizacion, el farmaco se combina con una solucién organica y el acido hidréfobo y opcionalmente uno o mas
polimeros. La concentracion de acido hidréfobo en solucion usada para disolver el farmaco se ha comentado
anteriormente y puede ser, por ejemplo, entre un 1 por ciento y un 30 por ciento en peso, etc.

Las propiedades tales como funcionalidad superficial, carga superficial, tamafo, potencial zeta ({), naturaleza
hidréfoba, capacidad de control de la naturaleza inmunogénica, y similares, se pueden controlar en gran medida
usando el procedimiento desvelado. Por ejemplo, se puede sintetizar una biblioteca de particulas, y se pueden
monitorizar para identificar las particulas que tienen una proporcién molar de polimeros que permita la presencia de
una densidad especifica de restos (por ejemplo, ligandos de bajo peso molecular) en la superficie de la particula. Esto
permite la preparacion de particulas que tengan una o mas propiedades especificas, por ejemplo, un tamafio especifico
y una densidad superficial especifica de restos, sin un grado de esfuerzo indebido. En consecuencia, determinadas
realizaciones van destinadas a técnicas de monitorizacién que usan dichas bibliotecas, asi como también a particulas
identificadas dichas bibliotecas. Ademas, la identificacion puede tener lugar por medio de cualquier procedimiento
apropiado. Por ejemplo, la identificacion puede ser directa o indirecta, o transcurrir cuantitativa o cualitativamente.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas ya formadas se someten a funcionalizacién con un resto de actuacion
dirigida usando procedimientos analogos con los descritos para la produccion de conjugados poliméricos
funcionalizados con ligando. Por ejemplo, se mezcla un primer copolimero (PLGA-PEG, poli(lactida-co-glicolido) y
poli(etilen)glicol)) con el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable para formar particulas. Posteriormente,
se asocian las particulas a un ligando de bajo peso molecular para formar nanoparticulas que se pueden usar para el
tratamiento del cancer. Las particulas se pueden asociar a cantidades variables de ligandos de bajo peso molecular
con el fin de controlar la densidad superficial de ligando de la nanoparticula, alterando de este modo las caracteristicas
terapéuticas de la nanoparticula. Asimismo, por ejemplo, por medio del control de los parametros tales como peso
molecular, peso molecular de PEG, y carga superficial de la nanoparticula, se pueden obtener particulas controladas
de forma muy precisa.

De acuerdo con la invencién, se proporcionar un procedimiento de nanoemulsion, tal como el procedimiento
representados en las Figuras 1, 2A y 2B. Por ejemplo, se pueden combinar un agente terapéutico que contiene
nitrégeno protonable (por ejemplo, desatinib), acido pamoico, un primer polimero (por ejemplo, un copolimero de
dibloques tal como PLA-PEG o PLGA-PEG, cualquier de los cuales puede estar opcionalmente unido a un ligando) y
un segundo polimero opcional (por ejemplo, (PL(G)A-PEG o PLA), con una solucién organica para formar una primera
fase organica. Dicha primera fase puede incluir de un 1 a un 50 % en peso de solidos, de un 5 a un 50 % en peso de
sélidos, de un 5 a un 40 % en peso de solidos, de un 1 a un 15 % en peso de sdlidos, o de un 10 a un 30 % en peso
de solidos. La primera fase organica se combina con una primera solucién acuosa para formar una segunda fase. La
solucién organica puede incluir, por ejemplo, tolueno, metil etil cetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de etilo,
alcohol isopropilico, acetato de isopropilo, dimetilformamida, cloruro de metileno, diclorometano, cloroformo, acetona,
alcohol bencilico, Tween 80, Span 80 o similares y combinaciones de los mismos. En una realizacion, la fase organica
puede incluir alcohol bencilico, acetato de etilo y combinaciones de los mismos. La segunda fase puede ser tener entre
un 0,1 y un 50 % en peso, entre un 1 a un 50 % en peso, entre un 5y un 40 % en peso o entre un 1y un 15 % en
peso, de solidos. La solucion acuosa puede ser agua, opcionalmente en combinacion con uno o mas de clorato de
sodio, acetato de etilo, poli(acetato de vinilo) y alcohol bencilico. En algunas realizaciones, el pH de la fase acuosa
puede estar seleccionado a base del pK, del agente terapéutico basico protonado y/o el pKs del acido pamoico. Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, el agente terapéutico basico, cuando se protona, puede tener un primer pKa,
el acido pamoico puede tener un segundo pKa, y la fase acuosa puede tener un pH igual a una unidad de pKj entre el
primer pKa y el segundo pKa. En una realizacion particular, el pH de la fase acuosa puede ser igual a una unidad pK,
que sea equidistante entre el primer pK, y el segundo pKa.

Por ejemplo, la fase oleosa o la fase organica pueden usar un disolvente que solo sea parcialmente miscible con la
sustancia que no es disolvente (agua). Por lo tanto, cuando se mezcla en una proporcion suficientemente baja y/o
cuando se usa agua pre-saturada con los disolventes organicos, la fase oleosa permanece liquida. La fase oleosa se
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puede emulsionar para dar lugar a una solucion acuosa y, en forma de gotitas, se puede compartir para dar lugar a
nanoparticulas usando, por ejemplo, sistemas de dispersion de alta energia, tales como homogeneizadores y
dispositivos de ultrasonidos. La parte acuosa de la emulsién, conocida de otro modo como "fase acuosa", puede ser
una solucién de tensioactivo que consiste en colato de sodio y pre-saturado con acetato de etilo y alcohol bencilico.
En algunos casos, la fase organica (por ejemplo, la primera fase organica) puede incluir el agente terapéutico basico.
Adicionalmente, en determinadas realizaciones, la soluciéon acuosa (por ejemplo, la primera solucién acuosa) puede
incluir el acido pamoico. En otras realizaciones, tanto el agente terapéutico basico como el acido pamoico se pueden
disolver en la fase organica.

El emulsionado de la segunda fase para formar una fase de emulsion se puede llevar a cabo, por ejemplo, en una o
dos etapas de emulsionado. Por ejemplo, se puede preparar una emulsion principal y posteriormente se puede
emulsionar para formar una emulsion fina. La emulsién principal se puede formar, por ejemplo, usando mezcla simple,
un homogeneizador de alta presion, un dispositivo de ultrasonidos con sonda, una barra agitadora o un dispositivo de
homogeneizacion de estator y rotor. La emulsién primaria se puede formar para dar lugar a una emulsion a través del
uso de, por ejemplo, un dispositivo de ultrasonidos con sonda o un homogeneizador de alta presién, por ejemplo,
mediante el uso de 1, 2, 3 0 mas pasos a través de un homogeneizador. Por ejemplo, cuando se usa un dispositivo
de homogeneizacion de alta presion, la presion usada puede ser de 0,21 a 0,41 MPa, de 0,27 a 0,34 MPa, de 0,28 a
55,1 MPa, de 13,8 a 27,6 MPa, de 27,6 a 55,1 MPa o de 27,6 a 34,5 MPa, por ejemplo, 13,8, 17,2, 27,6 o 34,5 MPa.

En algunos casos, las condiciones de emulsion fina, que se pueden caracterizar por una proporcion elevada de
superficie con respecto a volumen de las gotas de la emulsion, se pueden escoger para maximizar la solubilidad del
agente terapéutico que contiene nitrogeno protonable y acido pamoico y formar el HIP deseado. En determinadas
realizaciones, en condiciones de emulsion fina, el equilibrado de los componentes disueltos puede tener lugar de forma
muy rapida, es decir, mas rapido que la solidificacion de las nanoparticulas. Por tanto, seleccionando el HIP basado
en, por ejemplo, la diferencia de pKa entre el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable y el acido pamoico,
o el ajuste de otros parametros tales como el pH de la emulsidn fina y/o el pH de la solucién de inactivacién, pueden
tener un impacto significativo en la carga de farmaco y las propiedades de liberacion de las nanoparticulas mediante
el dictado, por ejemplo, de la formacién de un HIP en la nanoparticula en oposicién a la difusion del agente terapéutico
que contiene nitrdgeno protonable y/o el acido pamoico de la nanoparticula.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico basico (agente terapéutico que contiene nitrogeno protonable) y el
acido pamoico se pueden combinar en la segunda fase antes del emulsionado de la segunda fase. En algunos casos,
el agente terapéutico basico y el acido pamoico pueden formar un par iénico hidréfobo antes de emulsionar la segunda
fase. En otras realizaciones, el agente terapéutico basico y el acido pamoico pueden formar un par iénico hidréfobo
durante el emulsionado de la segunda fase. Por ejemplo, el agente terapéutico basico y el acido pamoico se pueden
combinar en la segunda fase de forma sustancialmente concurrente con el emulsionado de la segunda fase, por
ejemplo, el agente terapéutico basico y el acido pamoico se pueden disolver en soluciones por separado (por ejemplo,
dos soluciones sustancialmente inmisicibles), que posteriormente se combinan durante el emulsionado. En otro
ejemplo, el agente terapéutico basico y el acido pamoico se pueden disolver en soluciones miscibles por separado
que posteriormente se alimentan en la segunda fase durante el emulsionado.

Para un mejor control de los parametros cinéticos de extraccion y un procedimiento mas escalable, se usa dilucion de
disolvente por medio de inactivacion acuosa. Por ejemplo, la emulsion se puede diluir en agua fria hasta una
concentracion suficiente para disolver todo el disolvente organico con el fin de formar una fase inactivada. En algunas
realizaciones, la inactivacion se puede llevar a cabo al menos parcialmente a una temperatura de 5 °C o menos. Por
ejemplo, el agua usada en la inactivacion puede estar a una temperatura que es menor que la temperatura ambiente
(por ejemplo, de 0 a 10 °C, o de 0 a 5 °C).

La inactivacion tiene un pH entre 4 y 7. Deberia comprenderse que el pH de una soluciéon tampon puede variar en
funcién de la temperatura. A menos que se especifique lo contrario, el pH de la solucién tampon referido en el presente
documento es el pH a 23 °C.

La inactivacion es una solucion acuosa que comprende un agente tampon (es decir, una solucién tampoén). Se puede
usar cualquier agente tampon. Ejemplos no limitantes de agentes tampdn incluyen fosfato, citrato, acetato, borato,
imidazol, MES (acido 4-morfolinoetanosulfénico), bis-tris (bis(2-hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano), ADA (acido
N-(2- acetamido)iminodiacético), ACES (acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico), PIPES (acido 1,4-piperazindi-
etanosulfonico), MOPSO (acido 3-morfolino-2-hidroxipropanosulfénico), bis-tris propano (1,3-
bis[tris(hidroximetil)metilamino]propano), BES (acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico), MOPS (acido 3-
(N-morfolino)propanosulfénico), TES (acido 2-[(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)amino]etanosulfénico), HEPES (acido
4-(2-hidroxietil)piperazin-l-etanosulfénico), DIPSO (acido 3-(N,N-bis[2-hidroxietillamino)-2 -hidroxipropanosulfénico),
MOBS (acido 4-(N-morfolino)butanosulfénico), TAPSO (acido 2-hidroxi-3-[tris(hidroximetil)metilamino]-1-
propanosulfénico), Trizma (2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol), HEPPSO (acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-(2-
hidroxipropanosulfénico)), POPSO (acido piperazin-N,N'-bis(2-hidroxipropanosulfénico)), TEA (trietilamina), EPPS
(acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinpropanesulfénico), tricina (N-[tris(hidroximetil)metillglicina), Gly-Gly (Diglicina),
bicina (N,N-Bis(2-hidroxietil) glicina), HEPBS (acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(4-butanosulfénico)), TAPS (acido
N-[tris(hidroximetil)metil]-3-aminopropanosulfénico), =~ AMPD  (2-amino-2-metil-1,3-propanodiol), = TABS  (N-
tris(hidroximetil)metil-4-aminobutanosulfénico), AMPSO (acido N-(1,1-dimetil-2-hidroxietil)-3-amino- 2-
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hidroxipropanosulfonico), CHES (acido 2-(ciclohexilamino)etanosulfonico), CAPSO (acido 3-(ciclohexilamino)-2-
hidroxi-1-propanosulfénico), AMP (alcohol $-aminoisobutilico), CAPS (acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico),
CABS (acido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfénico) y combinaciones de los mismos. Deberia comprenderse que un
tampon comprende un acido y una base en equilibrio (por ejemplo, un acido y una base conjugada y/o una base y un
acido conjugado). Por tanto, deberia comprenderse ademas que, por brevedad, una solucion tampdén o un agente
ampon se puede denominar en el presente documento con el nombre de acido libre (por ejemplo, acido fosférico) o
su base conjugada (por ejemplo, fosfato), o el nombre de una base libre (por ejemplo, imidazol) o su acido conjugado
(por ejemplo, imidazolio), pero el experto en la técnica comprendera que existe un equilibrio entre dos o mas especies
de protonacion diferentes del agente tampon (por ejemplo, H3PO4, HoPOs., HPO4% y P04%). En algunas realizaciones,
la inactivacion puede comprender dos o mas agentes tampon. Por ejemplo, la inactivacion puede comprender dos,
tres, cuatro o cinco agentes tampén. En algunas realizaciones, la inactivacion puede comprender una mezcla de
fosfato y citrato. En otras realizaciones, la inactivacion puede comprender una mezcla de borato, fosfato y acetato (por
ejemplo, tampon de Britton-Robbinson, que comprende 0,04 M de H3BO3, 0,04 M de HzPO.y 0,04 M de CH3COOH
valorado hasta un pH deseado).

Una solucién tampon (es decir, una inactivacion) puede tener una capacidad tampon apropiada en un intervalo de pH
particular. Intervalos de pH no limitantes para soluciones tampén a modo de ejemplo se proporcionan en la Tabla A
siguiente. Una solucion tampén puede tener una concentracién de agente tampén entre 0,001 My 1 M, en algunas
realizaciones entre 0,001 M y 0,5 M, en algunas realizaciones entre 0,01 M y 0,5 M, en algunas realizaciones entre
0,05 My 0,5 M, en algunas realizaciones entre 0,1 M y 0,5 M, en algunas realizaciones entre 0,01 My 0,2 M, en
algunas realizaciones entre 0,05 M y 0,15 M y en algunas realizaciones entre 0,075 M y 0,125 M.

Tabla A. Intervalos de pH no limitantes para tampones a modo de ejemplo.

| Agente tampoén Intervalo de pH
Fosfato 5,7-8,0
Citrato 3,0-6,2
Fosfato-citrato 2,6-7,6
Acetato 3,7-5,6
Imidazol 6,2-7,8
Agente tampoén Intervalo de pH
Britton-Robbinson 2-12
ADA 6,0-7,2
ACES 6,1-7,5
PIPES 6,1-7,5
MOPSO 6,2-7,6
Bis-tris Propano 6,3-9,5
BES 6,4-7,8
MOPS 6,5-7,9
Agente tampoén Intervalo de pH
TES 6,8-8,2
HEPES 6,8-8,2
DIPSO 7,0-8,2
MOBS 6,9-8,3

La inactivacion (segunda solucion acuosa) tiene una concentracion de agente tampodn suficiente para que la segunda
fase tenga un pH que difiere del pH de la segunda solucién acuosa en menos de 1 unidad de pH.

Se puede preparar faciimente una solucién tampén (por ejemplo, una inactivaciéon) a un pH deseado por parte del
experto en la técnica. Por ejemplo, se puede preparar una solucion tampon a un pH deseado por medio de valoracion
de una solucion que contiene un agente tampdn con un acido fuerte (por ejemplo, HCI) o una base fuerte (por ejemplo,
NaOH). Alternativamente, se puede preparar una solucién tampén a un pH deseado por medio de combinacién de un
acido débil (por ejemplo, acido citrico) con su base conjugada (por ejemplo, citrato de sodio) o mediante combinacion
de una base débil (por ejemplo, imidazol) con su acido conjugado (por ejemplo, cloruro de imidazolio). El experto en
la técnica podria determinar las cantidades del acido débil o base débil y el correspondiente conjugado para su uso
en la preparacion de una solucion tampén mediante el uso de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch.

La formacion de HIP puede tener lugar durante o tras el emulsionado, por ejemplo, como resultado de las condiciones
de equilibrio en la emulsion fina. Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, se piensa que los contra iones solubles
en sustancia organica (es decir, el acido pamoico) pueden facilitar la difusién de un agente terapéutico hidrofilo en la
nanoparticula de una emulsién como resultado de la formacién de HIP. Sin pretender quedar ligado a teoria alguna,
el HIP puede permanecer en la nanoparticula antes de la solidificacion de la nanoparticula ya que la solubilidad del
HIP en la nanoparticula es mayor que la solubilidad del HIP en la fase acuosa de la emulsion y/o en la inactivacion.
Por ejemplo, seleccionando un pH para la inactivacion que esté entre el pK, del agente terapéutico basico y el pKs del
acido pamoico, se puede optimizar la formacion del agente terapéutico basico ionizado y el acido pamoico. Sin
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embargo, la elecciéon de un pH que sea demasiado elevado puede provocar que el acido pamoico difunda fuera de la
nanoparticula, mientras que la eleccion de un pH que sea demasiado bajo puede provocar que el agente terapéutico
basico difunda fuera de la nanoparticula.

En algunas realizaciones, no todo el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable esta encapsulado en las
particulas en esta etapa, y el agente de solubilidad de farmaco se afiade a la fase inactivada para formar una fase
solubilizada. El agente de solubilidad de farmaco puede ser, por ejemplo, Tween 80, Tween 20, polivinilpirrolidona,
ciclodextrano, dodecil sulfato de sodio, colato de sodio, dietilnitrosamina, acetato de sodio, urea, glicerina,
propilenglicol, glicofurol, poly(etilen)glicol, éter bris(poly- oxietilenglicolddodecilico, benzoato de sodio, salicilato de
sodio o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, Se puede afiadir Tween-80 a la suspension de nanoparticulas
inactivada para solubilizar el farmaco libre y evitar la formacion de cristales de farmaco. En algunas realizaciones, la
proporcion de agente de solubilidad de farmaco con respecto al agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable
es de 200:1 a 10:1, o en algunas realizaciones de 100:1 a 10:1.

La fase solubilizada se puede filtrar para recuperar las nanoparticulas. Por ejemplo, se pueden usar membranas de
ultrafiltracion para concentrar la suspension de nanoparticulas y sustancialmente eliminar el disolvente organico,
farmaco libre (es decir, el agente terapéutico encapsulado), agente de solubilidad de farmaco y otros coadyuvantes
de procesado (tensioactivos). La filtracion a modo de ejemplo se puede llevar a cabo usando un sistema de filtracion
de bajo valor tangencial. Por ejemplo, mediante el uso de una membrana con un tamafio de poro apropiado para
retener las nanoparticulas al tiempo que permite el paso de solutos, micelas y disolvente organico, es posible separar
selectivamente las nanoparticulas. Se pueden usar membranas a modo de ejemplo con valores limite de peso
molecular de aproximadamente 300-500 kDa (-5-25 nm).

Se puede llevar a cabo la diafiltracién usando un enfoque de volumen constante, lo que significa que el diafiltrado
(agua fria desionizada, por ejemplo, de 0 a 5 °C o de 0 a 10 °C) se puede afadir a la suspension de alimentacion con
la misma velocidad que se retirar el filtrado de la suspensién. En algunas realizaciones, la filtracion puede incluir una
primera filtracion usando una primera temperatura de 0 a 5 °C, o de 0 a 10 °C, y una segunda temperatura de 20 a 30
°C, o de 15 a 35 °C. En algunas realizaciones, la filtracion puede incluir el procesado de 1 a 30, en algunos casos de
1 a 15 o en algunos casos de 1 a 6 diavolumenes. Por ejemplo, la filtracion puede incluir el procesado de 1 a 30, o en
algunos casos de 1 a 6 diavolumenes, a una temperatura de 0 a 5 °C, y el procesado de al menos un diavolumen (por
ejemplo, de 1 a 15, de 1 a 3, o de 1 a 2 diavolumenes) a una temperatura de 20 a 30 °C. En algunas realizaciones, la
filtracion comprender el procesado a diferentes diavolimenes a temperaturas distintas y diferentes.

Tras la purificacion y concentracion de la suspension de nanoparticulas, se pueden hacer pasar las particulas a través
de uno, dos o mas filtros de profundidad y/o esterilizacién, por ejemplo, usando un pre-filtro de -0,2 pm profundidad.
Por ejemplo, una etapa de filtracion estéril puede implicar la filtracion de las nanoparticulas terapéuticas usando un
tren de filtracion a una tasa controlada. En algunas realizaciones, el tren de filtracion puede incluir un filiro de
profundidad y un filtro estéril.

Se aprecia que las cantidades de polimero, agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable y acido pamoico
que se usan en la preparacion de la formulacion pueden diferir de una formulacion final. Por ejemplo, puede ocurrir
que algun agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable no se incorpore por completo en la nanoparticula y
dicho agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable, por ejemplo, se puede filtrar aparte.

Agentes Terapéuticos

El agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable puede incluir formas alternativas tales como formas de sal
farmacéuticamente aceptable, formas de base libre, hidratos, isémeros y profarmacos de los mismos. En algunas
realizaciones, el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable puede estar seleccionado entre un listado de
agentes conocidos, por ejemplo, un listado de agentes previamente sintetizados; un listado de agentes previamente
administrados a un sujeto, por ejemplo, una persona o un sujeto mamifero; un listado de agentes aprobados por FDA;
o un listado histérico de agentes, por ejemplo, un listado histérico de una compariia farmacéutica, etc. Los listados
apropiados de agentes conocidos se conocen bien por parte del experto comun en la técnica e incluyen, aunque sin
limitacion, el indice Mercks y el Libro Naranja de FDA, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento
por referencia. En algunos casos, se pueden usar combinaciones de dos o mas agentes terapéuticos que contienen
nitrégeno protonable (por ejemplo, dos, tres 0 mas agentes terapéuticos que contienen nitrogeno protonable) en una
formulacion desvelada de nanoparticulas.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico que contiene nitrégeno protonable puede ser un inhibidor de tirosina
quinasa. Por ejemplo, la tirosina quinasa puede ser un inhibidor de tirosina quinasa de receptor de accion multi-dirigida
(por ejemplo, sunitinib (pKa = 7,07)). En otro ejemplo, el agente terapéutico que contiene nitrdgeno protonable puede
ser un inhibidor de tirosina-quinasa Bcr-Abl (por ejemplo, imatinib (pKa = 8,38), nilotinib, dasatinib (pKs = 7,07),
bosutinib, ponatinib y bafetinib). En algunas realizaciones, un inhibidor de tirosina quinasa Bcr-Abl también puede
inhibir una Src tirosina quinasa. Por tanto, en algunas realizaciones, el agente terapéutico que contienen nitrégeno
protonable puede ser un inhibidor de tirosina quinasa Bcr-Abl y Src. Un ejemplo no limitante de un inhibidor de tirosina
quinasa Bcr-Abl y Src es desatinib.
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Otros ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos que contienen nitrdgeno protonable incluyen agentes
quimioterapeduticos tales como doxorrubicina (adriamicina), gemcitabina (gemzar), daunorubicina, procarbazina,
mitomicina, citarabina, vinorelbina, alcaloides de vinca tales como vinblastina o vincristina (pK, = 7,08); bleomicina,
cladribina, camptotecina, CPT-1 1, 10-hidroxi-7-etilcamfotecina (SN38), dacarbazina, S-lI capecitabina, UFT,
desoxicitidina, 5-azacitosina, 5-aza- desoxicitosina, alopurinol, 2-cloroadenosina, trimetrexato, aminopterina, metilen-
10-desazaaminopterina (MDAM), epirrubicina, 9-aminocamptotecina, 10,11-metilendioxicamptotecina, carenitecina, 9-
nitrocamptotecina, TAS 103, vindesina, mostaza de L-fenilalanina, epotilonas A-E, tomudex, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, amsacrina, carenitecina, aciclovir, valaciclovir, ganciclovir, amantadina, rimantadina, lamivudina y
combinaciones de los mismos.

En un conjunto de realizaciones, la carga es un farmaco o una combinacién de mas de un farmaco. Dichas particulas
pueden ser Utiles, por ejemplo, en realizaciones en las que el resto de actuacion dirigida se puede usar para dirigir una
particula que contiene un farmaco a una ubicacion localizada particular dentro de un sujeto, por ejemplo, para permitir
que tenga lugar la administracion localizada del farmaco.

Formulaciones farmacéuticas

Las nanoparticulas desveladas en el presente documento se pueden combinar con vehiculos farmacéuticamente
aceptables para formar una composicién farmacéutica, de acuerdo con otro aspecto. Como apreciara el experto en la
presente técnica, los vehiculos se pueden escoger a base de la ruta de administracion como se describe a
continuacion, la ubicacion del tejido diana, el farmaco objeto de administracion, el transcurso de tiempo de la
administracion del farmaco, etc.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar a un paciente por cualquier medio conocido en la técnica
incluyendo rutas oral y parenteral. El término "paciente”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a
personas asi como también seres no humanos, incluyendo, por ejemplo, mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces.
Por ejemplo, los seres no humanos incluyen mamiferos (por ejemplo, un roedor, un ratén, una rata, un conejo, un
mono, un perro, un gato, un primate o un cerdo). En determinadas realizaciones, las rutas parenterales resultan
deseables ya que evitan el contacto con las enzimas digestivas que se encuentran en el canal alimentario. De acuerdo
con dichas realizaciones, las composiciones de la invencion se pueden administrar por medio de inyeccion (por
ejemplo, intravenosa, inyeccion subcutanea o intramuscular, intraperitoneal), rectal, vaginal, topica (en forma de
polvos, cremas, pomadas o gotas) o mediante inhalacién (pulverizaciones).

En una realizacion particular, las nanoparticulas se administran a un sujeto que lo necesita de forma sistémica, por
ejemplo, por medio de infusién IV o inyeccion.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles puede
formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién inyectable estéril, suspension o emulsion
en un disolvente o diluyente parenteralmente aceptable, por ejemplo, una soluciéon en 1,3-butanodiol. Entre los
vehiculos y disolventes adecuados que se pueden emplear estan el agua, solucion de Ringer, U.S.P. y solucién
isotonica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos se emplean de manera apropiada como disolvente o medio de
suspension, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como disolvente o medio de suspension. Para
este fin, se puede emplear cualquier aceite fijo blando incluyendo mono o diglicéridos sintéticos.

Ademas, se usan acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de inyectables. En una realizacion, las
nanoparticulas se suspenden en un fluido de vehiculo que comprende un 1 % (peso/volumen) de carboximetil celulosa
de sodio y un 0,1 % (volumen/volumen) de TWEEN™ 80. Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por
ejemplo, por medio de filtracion a través de un filtro que retiene bacterias, o mediante la incorporacion de agentes de
esterilizacion en forma de composicion sdlidas estériles que se pueden disolver o dispersar en agua estéril u otro
medio inyectable estéril antes de uso.

Las formas de dosificacion sdélida para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos, y
granulos. En dichas formas de dosificacion sdlidas, las nanoparticulas se mezclan con al menos un excipiente inerte,
farmacéuticamente aceptable o vehiculo tal como citrato de sodio o fosfato de dicalcio y/o (a) materiales de relleno o
expansores tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, (b) aglutinantes tales como, por
ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, (c) humectantes tales
como glicerol, (d) agentes de desintegracion tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca,
acido alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio, (e) agentes de retardo de solucién tales como parafina,
(f) aceleradores de absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario, (g) agentes humectantes tales como,
por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, (h) absorbentes tales como caolin y arcilla de bentonita, y (i)
lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilen glicoles sdlidos, lauril sulfato de
sodio y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacion puede
comprender también agentes tampon.

Se aprecia que la dosificacion exacta de una nanoparticula que contiene un agente terapéutico que contiene nitrégeno
protonable se escoge por parte del facultativo individual a la vista del paciente objeto de tratamiento, en general, se
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ajustan la dosificacion y la administracion para proporcionar una cantidad eficaz de la nanoparticula de agente
terapéutico que contiene nitrogeno protonable al paciente objeto de tratamiento. Tal como se usa en el presente
documento, la "cantidad eficaz" de una nanoparticula que contiene un agente terapéutico que contiene nitrogeno
protonable se refiere a la cantidad necesaria para inducir la respuesta biolégica deseada. Como apreciaran los
expertos en la presente técnica, la cantidad eficaz de una nanoparticula que contiene un agente terapéutico que
contiene nitrégeno protonable puede variar dependiendo de factores tales como el punto final biolégico deseado, el
farmaco objeto de administracion, el tejido diana, la via de administracion, etc. Por ejemplo, la cantidad eficaz de una
nanoparticula que contiene un agente terapéutico que contienen nitrégeno protonable podria ser la cantidad que tiene
como resultado una reduccion del tamafio tumoral en una cantidad deseada durante un periodo de tiempo deseado.
Los factores adicionales que se pueden tener en cuenta incluyen la gravedad del estado de enfermedad; la edad, el
peso y el género del paciente objeto de tratamiento; la dieta, el tiempo y la frecuencia de administracion; combinaciones
de farmacos; sensibilidades de reaccion; y tolerancia/respuesta a la terapia.

Las nanoparticulas se pueden formular en una forma de dosificacion unitaria para facilidad de administracion y
uniformidad de dosificacion. La expresién "forma de dosificacion unitaria" tal como se usa en el presente documento
se refiere a una unidad fisicamente discreta de una nanoparticula apropiada para el paciente objeto de tratamiento.
Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de las composiciones se decidira por parte del facultativo
responsable de la atencién dentro del ambito del juicio médico correcto. Para cualquier nanoparticula, la dosis
terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente bien en ensayos de cultivos celulares o bien en modelos con
animales, normalmente ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo de animal también se usa para lograr un intervalo
de concentracion y una ruta de administracion deseados. Dicha informacion se puede usar posteriormente para
determinar dosis utiles y rutas de administracion en humanos. La eficacia terapéutica y la toxicidad de las
nanoparticulas se pueden determinar por medio de procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares
o animales experimentales, por ejemplo, EDsg (la dosis es terapéuticamente eficaz en un 50 % de la poblacién) y LDsg
(la dosis es letal para un 50 % de la poblacién). La proporcion de dosis de efectos tdxicos con respecto a efectos
terapéuticos es el indice terapéutico, y se puede expresar como la proporcion, LDso/EDso. Las composiciones
farmacéuticas que exhiben indices terapéuticos grandes pueden resultar Utiles en algunas realizaciones. Los datos
obtenidos a partir de ensayos de cultivos celulares y estudios con animales se pueden usar en la formulacion de un
intervalo de dosificacion para uso humano.

En algunas realizaciones, se contempla una composicion apropiada para congelacion, que incluye nanoparticulas
desveladas en el presente documento y una solucion apropiada para congelacion, por ejemplo, se afiade un azucar
tal como un mono, di o poli sacarido, por ejemplo, sacarosa y/o trehalosa, y/o una sal y/o una solucién de ciclodextrina
a la suspension de nanoparticulas. El aztcar (por ejemplo, sacarosa o trehalosa) puede actuar, por ejemplo, como
crioprotector para evitar que las particulas se agreguen tras la congelacién. Por ejemplo, en el presente documento
se proporcionar una formulacién de nanoparticulas que comprende una pluralidad de nanoparticulas desveladas,
sacarosa, un haluro iénico y agua; en la que nanoparticulas/sacarosa/agua/haluro iénico es un 3-40 %/10-40 %/20-
95 %/0,1-10 % (p/p/p/p) o 5-10 %/10-15 %/80-90 %/1-10 % (p/p/p/p). Por ejemplo, dicha solucién puede incluir
nanoparticulas como se desvela en el presente documento, de un 5 % a un 20 % en peso de sacarosa y un haluro
iénico tal como cloruro de sodio, en una concentracion de 10-100 mM. En otro ejemplo, en el presente documento se
proporcionar una formulacién de nanoparticulas que comprende una pluralidad de nanoparticulas desveladas,
trehalosa, ciclodextrina y agua; en la que las nanoparticulas/trehalosa/agua/ciclodextrina es de un 3-40 %/1-25 %/20-
95 %/1-25 % (p/p/p/p) 0 un 5- 10 %/1-25 %/80-90 %/10-15 % (p/p/p/p).

Por ejemplo, la solucion contemplada puede incluir nanoparticulas como se desvela en el presente documento, de un
1 % a un 25 % en peso de un disacarido tal como trehalosa o sacarosa (por ejemplo, de un 5 % a un 25 % de trehalosa
0 sacarosa, por ejemplo, un 10 % de trehalosa o sacarosa, o un 15 % de trehalosa o sacarosa, por ejemplo, un 5 %
de sacarosa) en peso) y una ciclodextrina tal como B-ciclodextrina, en una concentracién de un 1 % a un 25 % en
peso (por ejemplo, de un 5 % a un 20 %, por ejemplo un 10 % o un 20 % en peso, o de un 15 % a un 20 % e peso de
ciclodextrina). Las formulaciones contempladas pueden incluir una pluralidad de nanoparticulas desveladas (por
ejemplo, nanoparticulas que tienen PLA-PEG y un agente activo) y de un 2 % a un 15 % en peso (0 deun 4 % aun 6
% en peso, por ejemplo, un 5 % en peso) de sacarosa y de un 5 % en peso a un 20 % (por ejemplo, de un 7 % en
peso a un 12 % en peso, por ejemplo, un 10 % en peso) de una ciclodextrina, por ejemplo, HPbCD).

La presente divulgacion hace referencia en parte a composiciones farmacéuticas liofilizadas que, cuando se
reconstituyen, tienen una cantidad minima de agregados grandes. Dichos agregados grandes pueden tener un tamafio
mayor que 0,5 ym, mayor que 1 um, o mayor que 10 um, y pueden resultar indeseables en la solucién reconstituida.
Los tamafos de agregado se pueden medir usando una diversidad de técnicas que incluyen las indicadas en U.S.
Pharmacopeia en 32 <788>, incorporado por referencia en el presente documento. Los ensayos resaltados en el
documento US 32 <788> incluyen un ensayo de conteo de particula con oscurecimiento de luz, ensayo de conteo de
particulas al microscopio, difraccion laser y deteccion dptica de particulas individuales. En una realizacion, el tamafio
de particula en una muestra concreta se mide usando difraccion laser y/o deteccion éptica de particulas individuales.

El documento USP 32 <788>, por medio de ensayos de conteo de particulas por oscurecimiento de luz, explica las
recomendaciones para la toma de muestra de tamafios de particula en una suspension. Para soluciones de igual o
menos de 100 ml, la preparacion cumple con el ensayo si el numero promedio de particulas presentes no supera 6000
por recipiente que sean > 10 ym y 600 por recipiente que sean > 25 pm.
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Como se comenta en el documento USP 32 <788>, el ensayo de conteo de particulas al microscopio explica las
recomendaciones para determinar las cantidades de particulas usando un microscopio binocular ajustado a un
aumento de 100 £ 10 que tiene un micrémetro ocular. Un micrémetro ocular es una cuadricula de diametro circular
que consiste en un circulo dividido en cuadrantes con circulos negros de referencia que indican 10 um y 25 ym cuando
se observan con 100 aumentos. Se proporciona una escala lineal por debajo de la cuadricula. Se cuenta visualmente
el numero de particulas con referencia a 10 um y 25 pm. Para soluciones de igual o menos de 100 ml, la preparacion
cumple con el ensayo si el nimero promedio de particulas presentes no supera 3000 por recipiente que sean > 10 um
y 300 por recipiente que sean > 25 pym.

En algunas realizaciones, una muestra acuosa de 10 ml de una composicion desvelada tras reconstituciéon comprende
menos de 600 particulas por ml que tienen un tamafio igual o mayor que 10 micrémetros; y/o menos de 60 particulas
por ml que tienen un tamafo mayor o igual que 25 micrometros.

Se puede usar dispersion de luz dinamica (DLS) para medir el tamafio de particula, pero se base en el movimiento
Browniano de manera que la técnica no detecta particulas bastante grandes. La difraccion de laser se basa en las
diferencias en el indice de refraccion entre la particula y el medio de suspension. La técnica es capaz de detectar
particulas en el intervalo sub-micrénico a milimétrico. Se pueden determinar cantidades relativamente pequefas (por
ejemplo, 1-5 % en peso) de particulas grandes en las suspensiones de nanoparticulas. La deteccion optica de
particulas individuales (SPOS) usa oscurecimiento de luz de suspensiones diluidas para contar las particulas
individuales de aproximadamente 0,5 um. Conociendo la concentracién de particulas de la muestra medida, se puede
calcular el porcentaje en peso de agregados o la concentracion de agregados (particulas/ml).

La formacién de agregados puede tener lugar durante la liofilizacion debido a la deshidratacién de la superficie de las
particulas. Esta deshidratacion se puede evitar por medio del uso de lioprotectores, tales como disacaridos, en la
suspension antes de la liofilizaciéon. Los disacaridos apropiados incluyen sacarosa, lactulosa, lactosa, maltosa,
trehalosa o celobiosa y/o mezclas de los mismos. Otros disacaridos contemplados incluyen kojibiosa, nigerosa,
isomaltosa, B,B-trehalosa, a,B-trehalosa, soforosa, laminaribiosa, gentiobiosa, turanosa, maltulosa, palatinosa,
gentiobiulosa, mannobiasa, melibiosa, melibiulosa, rutinosa, rutinulosa y xilobiosa. La reconstitucion muestra
distribuciones de tamafio DLS equivalentes cuando se compara con la suspension de partida. Sin embargo, la
difraccion de laser puede detectar particulas de > 10 pm de tamafio en algunas soluciones reconstituidas.
Adicionalmente, SPOS también puede detectar particulas de tamafio > 10 ym a una concentracién por encima de las
recomendaciones FDA (10*-10° particulas/ml para particulas de >10 um).

En algunas realizaciones, se pueden usar uno o mas sales de haluro i6nico como lioprotector adicional para un azucar,
tal como la sacarosa, trehalosa o mezclas de los mismos. Los azucares pueden incluir disacaridos, monosacaridos,
trisacaridos y/o polisacaridos y pueden incluir otros excipientes, por ejemplo, glicerol y/o tensioactivos. Opcionalmente,
se puede incluir una ciclodextrina como lioprotector adicional. La ciclodextrina se puede afiadir en lugar de la sal de
haluro iénico. Alternativamente, la ciclodextrina se puede afiadir ademas de la sal de haluro iénico.

Las sales de haluro iénico pueden incluir cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de cinc o mezclas de los mismos.
Las sales de haluro i6nico apropiadas adicionales incluyen cloruro potasico, cloruro de magnesio, cloruro de amonio,
bromuro de sodio, bromuro de calcio, bromuro de cinc, bromuro de potasio, bromuro de magnesio, bromuro de amonio,
yoduro de sodio, yoduro de calcio, yoduro de cinc, yoduro de potasio, yoduro de magnesio, o yoduro de amonio y/o
mezclas de los mismos. En una realizacion, se puede usar de un 1 a un 15 por ciento en peso con una sal de haluro
iénico. En una realizacion, la composicion farmacéutica liofilizada puede comprender de 10 a 100 mM de cloruro de
sodio. En ofra realizacién, la composicion farmacéutica liofilizada puede comprender de 100 a 500 mM de sal de
cloruro iénico divalente, tal como cloruro de calcio o cloruro de cinc. En otra realizacién mas, la suspension objeto de
liofilizacion puede ademas comprender una ciclodextrina, por ejemplo, se puede usar de un 1 a un 25 por ciento en
peso de ciclodextrina.

Una ciclodextrina apropiada puede incluir una a-ciclodextrina, B-ciclodextrina, y-ciclodextrina o mezclas de las mismas.
Las ciclodextrinas a modo de ejemplo contempladas para su uso en las composiciones desveladas en el presente
documento incluyen hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPbCD), hidroxietil-B-ciclodextrina, sulfobutiléter-B-ciclodextrina,
metil-B-ciclodextrina, dimetil-B-ciclodextrina, carboxima- til-p-ciclodextrina, carboximetil etil-B-ciclodextrina, dietil-p-
ciclodextrina, tri-O-alquil-B-ciclodextrina, glocosil-B-ciclodextrina y maltosil-B-ciclodextrina. En una realizacion, de un 1
a un 25 por ciento en peso de trehalosa (por ejemplo de un 10 % a un 15 %, por ejemplo de un 5 a un 20 % de
trehalosa) se puede usar con la ciclodextrina. En una realizacién, la composicién farmacéutica liofilizada puede
comprender de un 1 a un 25 por ciento en peso de B-ciclodextrina. Una composicién a modo de ejemplo puede
comprender nanoparticulas que comprenden PLA-PEG, un agente activo/terapéutico, de un4 % a un 6 % (por ejemplo,
un 5 % por ciento) de sacarosa, y de un 8 a un 12 por ciento en peso (por ejemplo, un 10 % en peso) de HPbCD.

Una composicion farmacéutica liofilizada puede comprender nanoparticulas desveladas, en las que tras la
reconstitucion de la composicion farmacéutica liofilizada a una concentracion de nanoparticulas de 50 mg/ml, es menor
que 100 ml de un medio acuoso, la composicion reconstituida apropiada para administracion parenteral comprende
menos de 6000, tal como menos de 3000, microparticulas de igual o mas de 10 micréometros; y/o menos de 600, tal
como menos de 300, microparticulas de igual o mas de 25 micrometros.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2770733 T3

El nimero de microparticulas se puede determinar por medios tales como el documento USP 32 <788> por medio de
ensayo de conteo de particulas por oscurecimiento de luz, el ensayo de conteo de particulas al microscopio del
documento USP 32 <788>, difraccion laser y deteccion optica de particulas individuales.

Una composicion farmacéutica apropiada para uso parenteral tras reconstituciéon puede comprender una pluralidad de
particulas terapéuticas que comprenden cada una de ellas un copolimero que tiene un segmento polimérico hidréfobo
y un segmento polimérico hidréfilo; un agente activo; un azucar; y una ciclodextrina.

Por ejemplo, el copolimero puede ser un copolimero de poli(acido lactico)-bloques-poli(etilen)glicol. Tras
reconstitucion, la muestra acuosa de 100 ml puede comprender menos de 6000 particulas que tienen un tamafo igual
o mayor que 10 micrémetros; y menos de 600 particulas que tienen un tamafio mayor o igual que 25 micrometros.

La etapa de adicion de un disacarido y una sal de haluro i6nico puede comprender la adicion de un 5 a un 15 por
ciento de sacarosa o de un 5 a un 20 por ciento de trehalosa (por ejemplo, de un 10 a un 20 por ciento de trehalosa)
y de 10 a 500 mM de sal de haluro i6nico. La sal de haluro iénico puede estar seleccionada entre cloruro de sodio,
cloruro de calcio, y cloruro de cinc o mezclas de los mismos. En una realizacion, también se afiade de un 1 a un 25
por ciento en peso de ciclodextrina.

La etapa de adicion de un disacarido y una ciclodextrina puede comprender la adiciéon de un 5 a un 15 por ciento de
sacarosa o de un 5 a un 20 por ciento de trehalosa (por ejemplo, de un 10 a un 20 por ciento de trehalosa) y de 1 a
un 25 por ciento en peso de ciclodextrina. Como ejemplo, se afiade de un 10 a un 15 por ciento en peso de
ciclodextrina. La ciclodextrina puede estar seleccionada entre a-ciclodextrina, B-ciclodextrina, y-ciclodextrina o
mezclas de las mismas.

Un procedimiento para evitar la agregacion de las particulas en una composicion farmacéutica de nanoparticulas
comprende afiadir un azucar y una sal a la formulacion liofilizada para evitar la agregacion de las nanoparticulas tras
la reconstitucion. Como ejemplo, también se afiade una ciclodextrina a la formulacion liofilizada. En otro aspecto mas,
un procedimiento para evitar la agregacion sustancial de particulas en una composicion farmacéutica de
nanoparticulas comprende afiadir un azudcar y una ciclodextrina a la formulacion liofilizada para evitar la agregacion
de las nanoparticulas tras reconstitucion.

Una composicion liofilizada contemplada puede tener una concentracion de particulas terapéuticas de mas de 40
mg/ml. La formulacién apropiada para administracion parenteral puede tener menos de 600 particulas que tienen un
tamafio mayor de 10 micrémetros en una dosis de 10 ml.

La liofilizacion puede comprender la congelacion de la composicion a una temperatura mayor de -40 °C o, por ejemplo,
menor de -30 °C, formando una composicion congelada; y secar la composicién congelada para formar la composicion
liofilizada. La etapa de secado puede tener lugar a 50 mTorr a una temperatura de -25 a -34 °C o de -30 a -34 °C.

Procedimientos de Tratamiento

Las nanoparticulas de actuacion dirigida se pueden usar para tratar, aliviar, recuperar, mitigar, retrasar la aparicion
de, inhibir la progresion de, reducir la gravedad de y/o reducir la incidencia de uno o mas sintomas de caracteristicas
de una enfermedad, trastorno y/o afeccion. Las nanoparticulas de actuacion dirigida se pueden usar para tratar
tumores solidos, por ejemplo, cancer y/o células cancerigenas. Las nanoparticulas de actuacion dirigida se pueden
usar para tratar cualquier cancer, en el que PSMA se expresa sobre la superficie de las células cancerigenas o en la
neovasculatura del tumor en un sujeto que lo necesita, incluyendo la neovasculatura de préstata o tumores solidos
que no son de prostata. Los ejemplos de indicacion relacionada con PSMA incluyen, aunque sin limitacion, cancer de
prostata, cancer de mama, cancer de pulmén de células no pequefias, carcinoma colo-rectal y glioblastoma.

El término "cancer" incluye canceres pre-malignos y malignos. Los canceres incluyen, aunque sin limitacion, sangre
(por ejemplo, leucemia mielégena cronica, leucemia mielomonocitica crénica, leucemia linfoblastica aguda de
cromosoma de Filadelfia positivo, linfoma de células de corteza cerebral, préstata, cancer gastrico, cancer colorrectal,
cancer de piel, por ejemplo, melanomas o carcinomas de células basales, cancer de pulmon (por ejemplo, cancer de
pulmén de células no pequefias), cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de bronquios, cancer de
pancreas, cancer de vejiga urinaria, cancer de cerebro o sistema nervioso central, cancer del sistema nervioso
periférico, cancer de esofago, cancer de la cavidad oral o faringe, cancer de higado (por ejemplo, carcinoma
hepatocelular), cancer de rifién (por ejemplo, carcinoma de células renales), cancer testicular, cancer del tracto biliar,
cancer de apéndice o intestino delgado, tumor del estroma gastrointestinal, cancer de glandula salival, cancer de la
glandula tiroides, cancer de la glandula suprarrenal, osteosarcoma, condrosarcoma, cancer de tejidos hematolégicos
y similares. Las "células cancerigenas" pueden estar en forma de un tumor (es decir, un tumor solido), existir solas
dentro de un sujeto (por ejemplo, células de leucemia) o ser estirpes celulares procedentes de un cancer.

El cancer se puede asociar a una diversidad de sintomas fisicos. Generalmente, los sintomas del cancer dependen
del tipo y ubicacion del tumor. Por ejemplo, el cancer de pulmén puede provocar tos, insuficiencia respiratoria y dolor
en el pecho, mientras que, con frecuencia, el cancer de colon provoca diarrea, estrefiimiento y sangre en las
deposiciones. Sin embargo, por aportar unos pocos ejemplos, con frecuencia, generalmente los siguientes sintomas
se asocian a muchos tipos de cancer: fiebre, escalofrios, sudoracién nocturna, tos, disnea, pérdida de peso, pérdida
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de apetito, anorexia, nauseas, vomitos, diarrea, anemia, ictericia, hepatomegalia, hemoptisis, fatiga, malestar,
disfuncion cognitiva, depresion, molestias hormonales, neutropenia, dolor, Ulceras que no cicatrizan, nédulos linfaticos
de mayor tamafo, neuropatia periférica y disfuncion sexual.

Las nanoparticulas obtenidas por medio del procedimiento de la invencién se pueden usar para tratar el cancer. El
tratamiento del cancer puede comprender la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de las particulas
de actuacion dirigida de la invencién a un sujeto que lo necesita, en cantidades tales y durante un tiempo tal que
resulte necesario para lograr el resultado deseado. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una particula de
actuacion dirigida de la invencion puede significar la cantidad eficaz para el tratamiento, alivio, mejora, mitigacion,
retraso de la aparicion de, inhibicion de la progresion de, reduccién de la gravedad y/o reduccion de la incidencia de
uno o mas sintomas o caracteristicas del cancer.

Las composiciones de la invencion se pueden administrar a un sujeto que padece cancer (por ejemplo, leucemia). Las
particulas se pueden administrar a un sujeto en cantidades tales y durante un tiempo tal que sea necesario para lograr
el resultado deseado (es decir, el tratamiento del cancer). Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una particula de
actuacion dirigida de la invencién puede ser la cantidad eficaz para el tratamiento, alivio, mejora, mitigacion, retraso
de la aparicion de, inhibicion de la progresion de, reduccion de la gravedad y/o reduccion de la incidencia de uno o
mas sintomas o caracteristicas del cancer. Los protocolos terapéuticos pueden implicar la administraciéon de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una particula de actuacion dirigida de la invencion a un individuo sano (es decir,
un sujeto que no muestra ningin sintoma de cancer y/o al que no se ha diagnosticado cancer). Por ejemplo, los
individuos sanos pueden estar "inmunizados" con una particula de actuacion dirigida de la invencion antes del
desarrollo de cancer y/o la aparicion de los sintomas del cancer; en individuos de riesgo (por ejemplo, pacientes que
tienen un historial familiar de cancer; pacientes que portan una o mas mutaciones genéticas asociadas al desarrollo
de cancer; pacientes que tienen un polimorfismo genético asociado al desarrollo de cancer; pacientes infectados por
un virus asociado al desarrollo de cancer; pacientes con habitos y/o estilos de vida asociados al desarrollo de cancer;
etc.) se pueden tatar de forma sustancialmente contemporanea con (por ejemplo, a las 48 horas, 24 horas, o 12 horas)
de la aparicién de los sintomas de cancer. Por supuesto, los individuos que se sabe que tienen cancer puede recibir
el tratamiento de la invencion en cualquier momento.

Las nanoparticulas desveladas se pueden usar para inhibir la proliferacion de las células cancerigenas, por ejemplo,
células cancerigenas de leucemia mielégena. Tal como se usa en el presente documento, la expresion "inhibe la
proliferacion de células cancerigenas" o "inhibicion de la proliferacion de células cancerigenas" hace referencia a
cualquier ralentizacion de la tasa de proliferacion y/o migracion de células cancerigenas, detencion de la proliferacion
y/o migracién de células cancerigenas y muerte de células cancerigenas, de manera que la tasa de proliferacion de
células cancerigenas se reduce en comparacion con la tasa predicha u observada de proliferacion de una célula
cancerigena de control no tratada. La expresion "inhibe la proliferacion" también puede hacer referencia a una
reduccion de tamafio o desaparicion de la célula cancerigena o tumor, asi como también a una reduccion de su
potencial metastasico. Preferentemente, dicha inhibicién a nivel celular puede reducir el tamafio, disuadir la
proliferacion, reducir la agresividad, o evitar o inhibir la metastasis de un cancer en un paciente. Los expertos en la
técnica pueden determinar facilmente, por medio de una diversidad de indicios apropiados, si se inhibe la proliferacion
de células cancerigenas.

La inhibicién de la proliferacion de células cancerigenas puede quedar evidenciada, por ejemplo, por medio de la
detencion de las células cancerigenas en una fase particular del ciclo celular, por ejemplo, detencién en la fase G2/M
del ciclo celular. La inhibiciéon de la proliferacion de células cancerigenas también puede quedar evidenciada por la
medicion directa o indirecta del tamario de la célula cancerigena o tumor. En personas con cancer, dichas mediciones
generalmente se realizan usando procedimientos bien conocidos de formacion de imagenes tales como formacién de
imagenes por resonancia magnética, tomografia axial computerizada y rayos-X. La proliferacion de células
cancerigenas también se puede determinar por via indirecta, tal como mediante determinacion de los niveles de
antigeno carcinoembrionario en circulacién, antigeno especifico de préstata u otros antigenos especificos de cancer
que estan correlacionados con la proliferacion de células cancerigenas. La inhibicién de la proliferacion del cancer
generalmente también esta correlacionada con supervivencia prolongada y/o mayor salud y bienestar del sujeto.

Ejemplos

La invencion se describe a continuacion generalmente, se comprendera mejor por medio de la referencia a los
siguientes ejemplos que se incluyen simplemente con fines de ilustracion de determinados aspectos y realizaciones,
y no se pretende que limiten la invencion en modo alguno.

Ejemplo 1: Preparacion de Nanoparticulas que Contienen Sunitinib (por referencia)

Preparacion de la fase organica. (Etapa 1, preparacion de solucién polimérica). A un primer frasco de vidrio de 7 ml
se afiaden un copolimero de dibloques de poli(acido lactico)-poli(etilen glicol) (PLA-PEG) y acetato de etilo. Se somete
la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el polimero. (Etapa 2, preparacion de una solucién de farmaco). Se afiade
una cantidad apropiada de alcohol bencilico a un segundo frasco de vidrio de 7 ml que contiene sunitinib, y se somete
la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el sunitinib. Alternativamente, se afiade una cantidad apropiada de acido
oleico a alcohol bencilico para preparar una soluciéon de 3-15 % (p/p), que posteriormente se afiade a un segundo
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frasco de 7 ml que contiene sunitinib y se somete la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el sunitinib. (Etapa 3).
La solucion polimérica y la solucion de farmaco se combinan y se someten a agitacion vorticial durante unos pocos
minutos antes de la formulacién de las nanoparticulas.

Preparacion de la fase acuosa. (Para una solucion de colato de sodio al 0,07 %). Se afiaden colato de sodio (SC) (0,7
g) y agua desionizada (959,3 g) a una botella de 1 |. Se agita la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver.
Se afiadié alcohol bencilico (40 g) al colato de sodio/agua y se agité la mezcla sobre una placa de agitacion hasta
disolver. (Para una solucion de colato de sodio al 0,25 %). Se afiaden colato de sodio (SC) (2,5 g) y agua desionizada
(957,5 g) a una botella de 1 I. Se agita la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver. Se afiadié alcohol
bencilico (40 g) al colato de sodio/agua y se agitd la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver.

Formacion de la emulsion. La proporcion de fase acuosa con respecto a fase organica es de 5:1. La fase organica se
vierte en la fase acuosa y se homogeneiza la mezcla usando un homogeneizador manual durante 10 segundos a
temperatura ambiente para formar una emulsion basta. La emulsion basta se alimenta a través de un homogeneizador
de alta presion (1 10S) con un ajuste de presion a 0,28-0,31 MPa de medidor para un 1 paso discreto con el fin de
formar una nanoemulsién (emulsién fina).

Formacién de nanoparticulas. Se vierte la nanoemulsion en un agente de inactivacion (agua desionizada) a menos de
5°C al tiempo que se agita sobre una placa de agitacion para formar una fase inactivada. La proporcion de inactivacion
con respecto a emulsion es de 8:1. Se afiade a la fase inactivada Tween 80 en agua (35 % (p/p)) a una proporcion de
150: 1 de Tween 80 con respecto a farmaco.

Concentracion de nanoparticulas a través de filtracion de flujo tangencial (TFF). Se concentra la fase inactivada usando
TFF con un casete Pall de 300 kDa (2 membranas) para formar un concentrado de nanoparticulas de ~100 ml. El
concentrado de nanoparticulas se somete a diafiltracion con -20 diavoliumenes (2 |I) de agua desionizada fria. El
volumen del concentrado de nanoparticulas diafiltradas se reduce a un volumen minimo. Se afiade agua fria (100 ml)
al recipiente y se bombea a través de la membrana para enjuagar y formar una suspension. Se recoge la suspension
(100-180 ml) en un frasco de vidrio. Se concentra la suspension de forma adicional usando un aparato TFF pequefio
hasta un volumen final de 10-20 ml de suspension final.

Determinacion de concentracion de sélidos de suspension final no filtrada. Se afiade un volumen de suspension final
a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio en un liofilizador/horno. Se determina el peso de las
nanoparticulas en el volumen de suspension seca. Se afiade sacarosa concentrada a la suspension final (0,666 g/g)
para lograr un 10 % de sacarosa.

Determinacion de la concentracion de sélidos de suspension final filtrada a 0,45 um. Se filtra una parte de la muestra
de suspension final a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm antes de la adicién de sacarosa. Se afiade un volumen
de muestra filtrada a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio usando un liofilizador/horno. La
muestra restante de la suspension final no filtrada con sacarosa se congela.

Se prepararon once formulaciones de sunitinib, con o sin impurificacion de acido oleico. La carga tedrica, la
concentracion de solidos, la carga observada y el tamafio de particulas de las formulaciones preparadas sin
impurificacion de acido oleico se listan en la Tabla 1:

Tabla 1. Formulaciones de sunitinib sin acido oleico.

Lote N.° Descripcion Cargsa:]:‘(?tc';:lii(:)a de Concsegrirggisén de % de carga ta(r:;r";o
140-10-1 | 16/ P;glﬁ';iﬁ'gf % de 35 % 6% 2,78 136,20
140-10-2 | 16/° ng‘lﬁ:'ﬁ'gf % de 35 % 6% 2,91 120,70
140-10:3 | 10O PAFES, o agua, 35 % 6 % 163 151,60
140-10-4 | 16/ P*&"Zfi o agua. 35 % 6% 2,60 111,10

Como se puede observar en la Tabla 1, en el caso de la formulacion 16/5 PLA/PEG con o sin agua (16/5 PLA/PEG
corriente), la carga de farmaco dentro de las nanoparticulas fue menor de un 3 %. La concentracion de acido oleico
usada para disolver sunitinib, la carga tedrica, la concentracién de sélidos, la carga observada y el tamafio de particula
de las formulaciones preparadas con impurificacion de acido oleico se listan en la Tabla 2:
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Tabla 2. Formulaciones de sunitinib con acido oleico.

Concentracion - L. o ~
o L g . Carga tedrica de Concentracion % de taman
Lote N. Descripcion | de acido oleico e e
(% en BA) Sunitinib de solidos carga o (nm)
0

140-60-1 | 16/5 PLA/PEG 3 40 % 4,7 % 5,01 86,6
140-20-1 | 16/5 PLA/PEG 6 40 % 4,7 % 5,87 119,1
140-20-2 | 16/5 PLA/PEG 9 40 % 4,7 % 8,81 120,4
140-30-2 | 16/5 PLA/PEG 9 40 % 4,7 % 9,52 122,4
140-20,3 | 16/5 PLA/PEG 12 40 % 4,7 % 8,06 138,8
140-30-3 | 16/5 PLA/PEG 12 40 % 4,7 % 10,36 134,6
140-30-1 | 16/5 PLA/PEG 15 40 % 4,7 % 9,47 119,8

Como se puede observar en la Tabla 2, cuando se afiade acido oleico a sunitinib en disolvente organico, la carga de
sunitinib en las nanoparticulas aumenté significativamente hasta mas de un 10 %, dependiendo de la concentracion
de acido oleico usando en la formulaciéon. En comparaciéon con las formulaciones preparadas con acido oleico, que
tuvieron una carga de farmaco de menos de un 3 % (véase Tabla 1), el aumento de la carga de farmaco observado
para las formulaciones que contienen acido oleico fue significativo.

La Figura 3 muestra los perfiles de liberacion in vitro para nanoparticulas que contienen sunitinib, con o sin
impurificacion de acido oleico. Las nanoparticulas con impurificacién de acido oleico mostraron perfiles de liberacion
similares al de las nanoparticulas de sunitinib formadas sin acido oleico. Por tanto, a una concentracion particular de
solidos, el acido oleico no afecta significativamente al perfil de liberacién de las nanoparticulas de sunitinib con
respecto a las formulaciones formadas sin acido oleico.

Ejemplo 2: Preparacion de Nanoparticulas que Contienen Imatinib (por referencia)

Preparacion de la fase organica. (Etapa 1, preparacion de solucién polimérica). A un primer frasco de vidrio de 7 ml
se afiaden un copolimero de dibloques de poli(acido lactico)-poli(etilen glicol) (PLA-PEG) y acetato de etilo. Se somete
la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el polimero. (Etapa 2, preparacion de una solucién de farmaco). Se afiade
una cantidad apropiada de alcohol bencilico a un segundo frasco de vidrio de 7 ml que contiene imatinib, y se somete
la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el imatinib. Alternativamente, se afiade una cantidad apropiada de acido
oleico a alcohol bencilico para preparar una solucion de un 9 % (p/p), que posteriormente se afiade a un segundo
frasco de 7 ml que contiene imatinib y se somete la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el imatinib. (Etapa 3).
La solucién polimérica y la solucién de farmaco se combinan y se someten a agitacion vorticial durante 10-30 segundos
antes de la formulacion de las nanoparticulas.

Preparacion de la fase acuosa. Se prepara una solucién de un 0,05-0,5 % de colato de sodio/alcohol bencilico al 4 %
en agua (p/p) disolviendo colato de sodio en agua desionizada y posteriormente disolviendo alcohol bencilico en la
solucién acuosa de colato de sodio.

Formacion de la emulsion. La proporcion de fase acuosa con respecto a fase organica es de 5:1. La fase organica se
vierte en la fase acuosa y se homogeneiza la mezcla usando un homogeneizador manual durante 5-10 segundos a
temperatura ambiente para formar una emulsion basta. La emulsion basta se alimenta a través de un homogeneizador
de alta presion (M-l 10S) con un ajuste de presion a 0,30-0,34 MPa de medidor para un 1 paso discreto con el fin de
formar una nanoemulsién (emulsién fina).

Formacion de nanoparticulas. Se vierte la nanoemulsiéon en un agente de inactivacion (agua desionizada) a menos de
5°C al tiempo que se agita sobre una placa de agitacion para formar una fase inactivada. La proporcion de inactivacion
con respecto a emulsion es de 10:1. Se afiade Tween 80 en agua (35 % (p/p)) a la fase inactivada en una proporcion
de 150:1 de Tween 80 con respecto a farmaco para la formulacion que contiene acido oleico y a una proporcion de
50:1 de Tween 80 con respecto a farmaco para las formulaciones sin acido oleico.

Concentracion de nanoparticulas a través de filtracion de flujo tangencial (TFF). Se concentra la fase inactivada usando
TFF con un casete Pall de 300 kDa (2 membranas) para formar un concentrado de nanoparticulas de -200 ml. Se
somete el concentrado de nanoparticulas a diafiltracion con -20 diavolimenes (4 |) de agua desionizada fria (menos
de 5 °C). El volumen del concentrado de nanoparticulas diafiliradas se reduce a un volumen minimo. Se afiade agua
fria (30-75 ml) al recipiente y se bombea a través de la membrana para enjuagar y formar una suspension final. Se
recoge la suspension (50-100 ml) en un frasco de vidrio.

Se afiade sacarosa concentrada (0,666 g/g) a la suspension final para lograr un 10 % de sacarosa, que posteriormente
se congela y se almacena a -20 °C.

Se prepararon once formulaciones de imatinib, con o sin impurificacion de acido oleico. La carga tedrica, la
concentracion de solidos, la carga observada, el tamafio de particula, la concentracion de colato de sodio (SC), el
numero de pases de homogeneizador y la presion correspondiente para las formulaciones preparadas sin
impurificacion de acido oleico se listan en la Tabla 3:
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Tabla 3. Formulaciones de imatinib sin acido oleico.

o | oseotn | ST SO o ] SO
168-29-1 | 16/5 PLAIPEG 30 % 47% 10 134 Zségga’%ﬂoé’é
168-29-2 | 16/5 PLAIPEG 30 % 47 % 0,4 106 28(55!3%’%?5
168-49-1 | 16/5 PLAIPEG 30 % 47 % 0,43 120 ?Cég"gfagg
168-81-2 | 16/5 PLAIPEG 30 % 15 % 6,8 110 ?Cég"gflagg
168-103.1 | 16/5 PLAIPEG 30 % 15 % 8,1 108 O{go?;j?\ﬂig-

Como se puede observar en la Tabla 3, las formulaciones preparadas sin acido oleico a un 4,7 % y un 15 % de sdlidos
tuvieron como resultado una carga de farmaco de aproximadamente un 0,4-1 % y de aproximadamente un 7-8 %
respectivamente. La mayor concentracion de sélidos tuvo como resultado una mayor carga de farmaco.

La carga tedrica, la concentracion de sélidos, la carga observada, el tamarfio de particula, la concentracion de colato
de sodio (SC), el numero de pases de homogeneizador y la presion correspondiente para las formulaciones preparadas
sin impurificacion de acido oleico se listan en la Tabla 4:
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Como se puede observar en la Tabla 4, las formulaciones preparadas con acido oleico tuvieron como resultado cargas
de farmaco de aproximadamente un 6-9 % en todas las concentraciones de soélidos sometidas a ensayo y proporciones
molares de acido oleico con respecto a farmaco.

La Figura 4 muestra los perfiles de liberacion in vitro para nanoparticulas que contienen imatinib que tienen diferente
concentracion de sélidos y sin impurificacion de acido oleico. La liberacion in vitro es mas lenta a concentraciones de
soélidos mas elevadas (lineas continuas en la grafica), mientras que un tamafo de particula mas grande a menores
valores de sdlidos (lineas discontinuas en el grafico) también ralentiza la liberacion.

La Figura 5 muestra los perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de imatinib preparadas con acido oleico. Los
perfiles de liberacion in vitro son similares y varian de aproximadamente un 68-75 % de farmaco liberado durante 4
horas.

Tal como se muestra en la FIG. 6, cuando los perfiles de liberacion para formulaciones sin acido se comparan con los
perfiles de liberaciéon para formulaciones con acido oleico, se aprecia que los perfiles de liberacion para las
formulaciones que contienen concentraciones mayores de solidos (por ejemplo, un 15 % de sélidos) y sin acido son
similares. Sin embargo, a concentraciones menores de soélidos (por ejemplo, un 4,7 %), las formulaciones con acido
oleico muestran perfiles de liberacién mas lentos en comparacién con las formulaciones sin acido oleico. Por tanto, la
inclusion

de acido oleico en una formulacién puede afectar al perfil de liberaciéon de la formulacién, en comparaciéon con las
formulaciones sin acido oleico a una concentraciéon de sélidos concreta.

Ejemplo 3: Preparacion de Nanoparticulas que Contienen Dasatinib - Procedimiento de Emulsion 1 (referencia)

Preparacion de la fase organica. Se afiadieron un copolimero de dibloques de poli(acido lactico)-poli(etilen glicol) (PLA-
PEG) (950 mg) y alcohol bencilico (9 g) a un frasco de vidrio de 20 ml. Se sometio la mezcla a agitacion vorticial para
proporcionar una solucion de polimero-BA. Antes de la formulacion de las nanoparticulas, se afiaden 50 mg de
dasatinib a la solucién de polimero-BA y se somete la mezcla a agitacion vorticial hasta disolver el dasatinib.

Preparacion de la fase acuosa. Se afaden colato de sodio (SC) (4,75 g) y agua desionizada (955,25 g) a una botella
de 1 1. Se agita la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver. Se afiadié alcohol bencilico (40 g) al colato de
sodio/agua y se agitd la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver.

Formacion de la emulsion. La proporcion de fase acuosa con respecto a fase organica es de 5:1. Se vierte la fase
organica en la fase acuosa y se homogeneiza la mezcla usando un homogeneizador manual durante 10 segundos a
temperatura ambiente para formar una emulsion basta. La emulsion basta se alimenta a través de un homogeneizador
de alta presion (110S) con un ajuste de presion a 0,32 MPa de medidor para 2 pasos discretos con el fin de formar
una nanoemulsion (emulsion fina). (Nota: tras el primer paso, se impurificé un 5 % de SC en la emulsion fina para
lograr una concentracion final de SC de un 0,5 %.)

Formacién de nanoparticulas. Se vierte la nanoemulsion en un agente de inactivacion (agua desionizada) a menos de
5 °C al tiempo que se agita sobre una placa de agitacion para formar una fase inactivada. La proporcion de inactivacion
con respecto a emulsion es de 10:1. Se afiade a la fase inactivada Tween 80 en agua (35 % (p/p)) a una proporcién
de 100:1 de Tween 80 con respecto a farmaco.

Concentracion de nanoparticulas a través de filtracion de flujo tangencial (TFF). Se concentra la fase inactivada usando
TFF con un casete Pall de 300 kDa (2 membranas) para formar un concentrado de nanoparticulas de -200 ml. El
concentrado de nanoparticulas se somete a diafiltracion con -20 diavolimenes (4 1) de agua desionizada fria. El
volumen del concentrado de nanoparticulas diafiltradas se reduce a un volumen minimo. Se afiade agua fria (100 ml)
al recipiente y se bombea a través de la membrana para enjuagar y formar una suspension. Se recoge la suspension
(-100 ml) en un frasco de vidrio.

Determinacion de concentracion de sélidos de suspension final no filtrada. Se afiade un volumen de suspension final
a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio en un liofilizador/horno. Se determina el peso de las
nanoparticulas en el volumen de suspension seca. Se afiade sacarosa concentrada a la suspension final (0,666 g/g)
para lograr un 10 % de sacarosa.

Determinacion de la concentracion de soélidos de suspension final filtrada a 0,45 ym. Se filtra una parte de la muestra
de suspension final a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm antes de la adicién de sacarosa. Se afiade un volumen
de muestra filtrada a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio usando un liofilizador/horno. La
muestra restante de la suspension final no filtrada con sacarosa se congela.

Ejemplo 4: Preparacion de Nanoparticulas que Contienen Dasatinib - Procedimiento de Emulsion 2 (por
referencia)

Preparacion de la fase organica. Se afadieron un copolimero de dibloques de poli(acido lactico)-poli(etilen glicol) (PLA-
PEG) (890 mg) y acetato de etilo (16,22 g) a un frasco de vidrio de 20 ml. Se sometid la mezcla a agitacién vorticial
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para proporcionar una solucién de polimero-EA. Se afiaden 1 10 mg de dasatinib y 4,06 g de acido oleico al 9 % recién
preparado en alcohol bencilico (BA) a un segundo frasco de vidrio de 20 ml y se somete la mezcla a agitacién vorticial
durante la noche para proporcionar una solucién de farmaco-acido-BA. Antes de la formulacion de las nanoparticulas,
se afade la solucién de polimero-EA a la solucidon de farmaco-acido-BA y se somete la mezcla a agitacion vorticial
para formar la fase organica.

Preparacion de la fase acuosa. Se afiaden colato de sodio (SC) (1,2 g) y agua desionizada (955 g) a una botella de 1
|. Se agita la mezcla sobre una placa de agitacién hasta disolver. Se afiadio alcohol bencilico (40 g) al colato de
sodio/agua y se agitd la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver.

Formacion de la emulsion. La proporcion de fase acuosa con respecto a fase organica es de 5:1. Se vierte la fase
organica en la fase acuosa y se homogeneiza la mezcla usando un homogeneizador manual durante 10 segundos a
temperatura ambiente para formar una emulsion basta. La emulsion basta se alimenta a través de un homogeneizador
de alta presion (110S) con un ajuste de presion a 0,32 MPa de medidor para 1 paso con el fin de formar una
nanoemulsion (emulsion fina).

Formacion de nanoparticulas. Se vierte la nanoemulsion en un agente de inactivacion (agua desionizada) a menos de
5°C al tiempo que se agita sobre una placa de agitacion para formar una fase inactivada. La proporcion de inactivacion
con respecto a emulsion es de 10:1. Se afiade a la fase inactivada Tween 80 en agua (35 % (p/p)) a una proporcion
de 100:1 de Tween 80 con respecto a farmaco.

Concentracion de nanoparticulas a través de filtracion de flujo tangencial (TFF). Se concentra la fase inactivada usando
TFF con un casete Pall de 300 kDa (2 membranas) para formar un concentrado de nanoparticulas de -200 ml. El
concentrado de nanoparticulas se somete a diafiltracion con -20 diavolimenes (4 1) de agua desionizada fria. El
volumen del concentrado de nanoparticulas diafiltradas se reduce a un volumen minimo. Se afiade agua fria (100 ml)
al recipiente y se bombea a través de la membrana para enjuagar y formar una suspension. Se recoge la suspension
(-100 ml) en un frasco de vidrio.

Determinacion de concentracion de sélidos de suspension final no filtrada. Se afiade un volumen de suspension final
a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio en un liofilizador/horno. Se determina el peso de las
nanoparticulas en el volumen de suspension seca. Se afiade sacarosa concentrada a la suspension final (0,666 g/g)
para lograr un 10 % de sacarosa.

Determinacion de la concentracion de solidos de suspension final filirada a 0,45 uym. Se filtra una parte de la muestra
de suspension final a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm antes de la adicién de sacarosa. Se afiade un volumen
de muestra filtrada a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio usando un liofilizador/horno. La
muestra restante de la suspension final no filtrada con sacarosa se congela.

Ejemplo 5: Solubilidad de Dasatinib en Soluciones de Acido Oleico/Alcohol Bencilico (por referencia)

Como se muestra en la Tabla 5, se puede mejorar la solubilidad de dasatinib en aproximadamente 2-3 veces cuando
se impurifica alcohol bencilico con acido oleico. La solubilidad de dasatinib en alcohol bencilico, acetato de etilo y
mezclas de acido oleico y alcohol bencilico se cuantifica usando HPLC.

Tabla 5. Solubilidad de dasatinib en disolventes seleccionados con o sin impurificaciéon de acido oleico.

Disolventes con o sin impurificacién de acido | Solubilidad de dasatinib (mg/ml, por HPLC)
BA 9,45
EA 0,32
3 % de acido oleico en BA 16,82
6 % de acido oleico en BA 25,18
9 % de acido oleico en BA 29,84

Ejemplo 6: Formulaciones de Nanoparticulas que Contienen Dasatinib Impurificadas con Acido Oleico (por
referencia)

Se prepararon once formulaciones de dasatinib, con o sin impurificacion de acido oleico. Las condiciones de
formulaciéon y caracterizacion se proporcionan en la Tabla 6. Se prepararon formulaciones de dasatinib como
nanoparticulas corrientes sin impurificacion de acido oleico o nanoparticulas impurificadas con acido oleico. Se usaron
dos concentraciones de solidos de un 4,7 % y un 10 %. La formulacién corriente (lote 170-51-1) usé BA Unicamente
como disolvente organico, mientras que todas las formulaciones de acido oleico usaron una mezcla 20/80 de BA/EA
(p/p) como disolvente organico. Se afiadié EA para pre-disolver la solucién de farmaco en una mezcla de acido oleico-
BA justo antes del emulsionado.
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Tabla 6. Condiciones de Formulacion y Caracterizacion.

Acido oleico Dasati
nib NP
° Proporcionar Conc. % de | tamaio | % de SC, N.° pasos @ -
Lote N. % en molar de Teo. | Solidos | carga (nm) MPa Sélidos
peso (mg/ml)
acido/farmac | Carga
en BA o
0.475 % de SC,
1@0,32 MPa,
170-51-1 ND 5% 10 % 0,87 % 113,3 | impurificado con 0,35 g 5,43
de5%deSCa -
0,50 %, 1@0,32 MPa
0,
170-100-1 | 3% 3.48 6% | 470% | 020% | 1278 | %10% dfwspg’ 1@0.32 | ;g
0.125 % de SC
- o, 0, 0, E] 3
170-65,3 5706 76% | 458% | 054% | 1136 o051 Nba 657
0,
170-100-2 4622 4% | 10% | 058% | 1087 |912% dfwspg’ 1@0.32 | ¢ 45
0,
170-139-7 4,608 4% | 10% | 061% | 11114 |910% dfwsjg’ 1@0.32 | 49
6 %
170-100-3 4,686 9% | 47% | 117% | 1305 |012% dfwsjg’ 2@0.32 | g 54
170-139-8 4,668 9% | 47% | 126% | 1165 | 012% dfwsjg’ 2@032 | 44
0,
170- 100-4 5,565 5% | 10% | 190% | 1113 | 012% dfwsjg’ 1@0.32 | 5 54
0,
170-139-9 5,560 5% | 10% | 143% | 1008 |012% dfwsjg’ 1@0.32 | 4 oy
9%
170-100-5 574 1M1% | 47% | 1.99% | 1155 |012% deMSP(;* 1@0.32] ;55
0,
170-139-10 5732 1% | 47% | 1.91% | 1006 |912% deMSP(;* 1@0.32) 4 gg

Como se muestra en la Tabla 6, los tamafios de particulas de todas las formulaciones se controlaron bien dentro del
intervalo de 100-130 nm. En condiciones similares con el objetivo de lograr tamafios de particulas similares, los lotes
que usan acido-BA como disolvente organico tendieron a usar muchos menos colato de sodio que los lotes sin acido
oleico. Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, este resultado se puede deber al efecto parcial de tensioactivo de
los acidos grasos (por ejemplo, acido oleico), que podria contribuir a estabilizar la emulsién. Un 3 % de &cido oleico
proporcioné un 0,20 % de carga de farmaco, lo cual no mejoré en comparacion con un 0,87 % para el lote de control
(formulacién sin acido oleico). Sin embargo, cuando se usa acido oleico al 6 %, se logré > 1 % de carga de farmaco
con un 4,7 % de solidos y un 9 % de carga de farmaco tedrica. Cuando se aumento la concentracion de acido oleico
hasta un 9 % en BA, la carga de farmaco aumenté hasta ~2 %, que es aproximadamente dos veces la carga del lote
de control.

Los perfiles de liberacion in vitro se muestran en las Figuras 7 y 8 siguientes. (Debido a que desatinib se degrada tras
24 horas en el tampodn de liberacion a 37 °C, unicamente se presentaron datos de liberacion hasta 6 horas.) Tal como
se muestra en la FIG. 7, el lote de acido oleico al 3 % proporcioné una liberacidon repentina y la mas rapida en
comparacion con las nanoparticulas de control formuladas sin acido oleico y las nanoparticulas formuladas con un 6
% de acido oleico. Los lotes de acido oleico al 6 % proporcionaron liberaciones repentinas de ~10 %, es similar a la
liberacion repentina de las nanoparticulas de control. Dos lotes con las cargas de farmaco mas elevadas, lotes 170-
100-3 y 170-139-8, proporcionaron una liberacion mas lenta que el lote de control, con liberaciones acumuladas de 4
horas de un 34,2 % y un 43,5 %, respectivamente, frente a un 60,99 % para el lote de control.

Tal como se muestra en la FIG. 8, cuando se usa acido oleico al 9 %, se evité en gran medida la liberacion repentina
por debajo de > 5 % y la tasa de liberacion también se ralentizé. La liberaciéon de farmaco a las 4 horas estuvo dentro
del intervalo de aproximadamente un 29 % a aproximadamente un 38 %, que es ligeramente mas lenta que los lotes
de liberacion lenta de un acido oleico al 6 %, lotes 170-100-3 y 170-139-8.

Las formulaciones anteriores demuestran la capacidad del acido oleico al 9 % en BA tanto para mejorar la carga de
farmaco como para ralentizar la tasa de liberacion de farmaco.

Ejemplo 7: Formulaciones de Nanoparticulas que Contienen Dasatinib Impurificadas con Acidos Célicos (por
referencia)

Se prepararon nueve formulaciones de dasatinib impurificadas con acidos colicos. Las condiciones de formulacion y
la caracterizacion se proporcionan en la Tabla 7. Se usaron dos concentraciones de soélidos de un 2,0 y un 3,0 %. Se
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vario la proporciéon molar de acido/farmaco en las formulaciones.

Tabla 7. Condiciones de Formulacion y Caracterizacion

Acido Dasatinib
Proporcién Proporcion % de NP
Lote % en BA molar de molar de Teo. Conc. | % de | tamafno| SC, N.° solidos
N.° o aditivo/farmaco | acido/farmaco| Carga |Sdlidos|carga| (nm) pasos (mg/ml)
(alimentacion) en NPs @ pd 9
SC al
- o,
,15::51 230 30% | 3,0% [2,1%] 168,6 %g :fz’ 2,37
MPa
15445-- 12 % de 3,09 2,04 30 % 3,0% [2,0%| 144,2 o’ﬁgsa:ﬁ” 2,56
1R | 4cido célico ’ ’ o S B “ | 1@0,32 ’
MPa
5o
107- 1,50 30 % 3,0% [23%| 132,2 1@0 :;,2 2,50
1 MPa
SC al
- o,
A 3,50 0% | 20% [17%| 1246 G201 241
MPa
14516 o, de acido 0 0 0 o,?)gsajﬁ,,
g‘;z desoxicélico 3,65 3,32 30 % 20% |{19%| 130 1@0,32 2,89
MPa
145- oso% a;'I/I
107- 213 30 % 20% |1,8%| 1257 1@0 3"2’ 2,33
2 MPa
SC al
145- o o o 0,05 %,
54-3 | 3 % de acido Lo 2,35 30 % 20% |3,5%| 149,9 1@0,32 2,41
litocdlico ’ MPa
ve 2,28 0% | 20% |21%| 1248 | 355 | 282
Acido Dasatinib % de SC
Proporcién Proporcién Conc. | %de |tamaiio Ne | NP
Lote N.° | % en molar de molar de Teo. |sglidos| carga | (nm) | pasos @ Solidos
BA |acido/farmaco | acido/farmaco| Carga pd (mg/ml)
(alimentacion) en NPs
3R 1@0,32
MPa
145- SC al
- o,
107-3 1,51 30%  |20% [22% [1305 ‘1”@%% % 264
MPa

Como se muestra en la Tabla 7, los tamafos de particulas de todas las formulaciones se controlaron generalmente
bien dentro del intervalo de 120-150 nm. Se obtuvieron propiedades de nanoparticula pequefia usando cada uno de
los tres acidos cdlicos; sin embargo, el uso del derivado de acido litiocdlico en lugar de acido cdlico permitié el uso de
cuatro veces menos acido, obteniéndose propiedades similares de nanoparticula. Cuando se usa acido desoxicoélico
al 6 %, se obtuvieron tamafos de particula bien controlados y cargas de farmaco bajo una diversidad de condiciones.

Los perfiles de liberacion in vitro se muestran en la Tabla 8 y la Figura 9. (Debido a que desatinib se degrada tras 24
horas en el tampén de liberacion a 37 °C, unicamente se presentaron datos de liberacion hasta 6 horas.) Como se
muestra en la Tabla 8 y en la Figura 9, cuando se usa &cido litiocdlico al 3 %, la liberacion repentina fue <7 % y la
tasa de liberacion se controlé bien. La liberacién de farmaco a las 4 horas estuvo dentro del intervalo de
aproximadamente un 22 % a aproximadamente un 34 %. La formulacién 145-54-3, que usa la cantidad mas elevada
de colato de sodio en la fase acuosa, dio como resultado la menor cantidad de liberacién repentina (< 5 %). Las
formulaciones 145-54-3R y 145-107-3 tuvieron una liberacion repentina ligeramente mas elevada y una liberacion
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global de dasatinib a largo plazo ligeramente mas rapida.

Tabla 8. Propiedades de Liberacion in vitro de Nanoparticulas de Dasatinib Impurificado con Acido Litocdlico.

Tiempo 145-54-3: 16/5,3 % acido Ii’chéIico, .145,-’.54-3R: 16/5, 3 % de acido '145,1(.)7-3,: '1 6/5, 3 % de
(horas) 30 % de carga, 2 % de sdlidos, Iltocollpp, 30 % de carga, 2 % de | acido litocdlico, 130,3nm,

149,9 nm. 3,5 % solidos, 1248nm, 2,1 % 2,2 %

0 4,77 6,66 6,62

1 9,31 12,65 13,91

2 13,59 17,08 20,03

4 22,63 31,74 33,32

6 31,52 43,71 46,00

Las formulaciones anteriores demuestran la capacidad de acido litocdlico al 3 % en BA por un lado para mejorar la
carga de farmaco y por otro, para ralentizar la tasa de liberacion de farmaco en comparacioén con las nanoparticulas
preparadas sin acido.

Ejemplo 8: Preparacion de Nanoparticulas que Contienen Dasatinib-Procedimiento de Emulsion 3

Preparacion de tampén. Para preparar 1000 ml de fosfato 0,5 M (pKaz = 7,2) Tampén: pH= 6,5, disolver 68,995 g de
NaH;PO4 H,O (M, = 137,99) en aproximadamente 900 ml de agua pura. Valorar a pH 6,49 a la temperatura de
laboratorio de 25 °C con base fuerte de NaOH segun sea necesario. Rellenar hasta un volumen de 1000 ml con agua
pura. Para preparar 1000 ml de fosfato 0,37 M (pKa; = 7,2) Tampon: pH= 6,5, disolver 46,92 g de NaH,PO4 H.O (M,
= 137,99) en aproximadamente 900 ml de agua pura. Valorar a pH 6,49 a la temperatura de laboratorio de 25 °C con
base fuerte de NaOH segun sea necesario. Rellenar hasta un volumen de 1000 ml con agua pura. Para preparar 1000
ml de fosfato 0,17 M (pKa: = 7,2) Tampén: pH= 6,5, disolver 23,46 g de NaH,PO; H,O (M; = 137,99) en
aproximadamente 900 ml de agua pura. Valorar a pH 6,49 a la temperatura de laboratorio de 25 °C con base fuerte
de NaOH segun sea necesario. Rellenar hasta un volumen de 1000 ml con agua pura.

Preparacion de solucion de acido pamoico. Se preparé una solucion al 29 % (p/p) de acido pamoico por medio de
mezcla de 2,9 g de acido pamoico con 7,1 g de DMSO en un recipiente. Se calento el recipiente en un horno de
calentamiento a 70-80 °C hasta disolver todo el acido pamoico.

Preparacion de solucion de TFA al 8 %/agua al 7,5 %/alcohol bencilico al 84,5 % (% en peso). Se combinaron acido
trifluoroacético (TFA) (3,2 g), agua desionizada (DI) (3,0 g) y alcohol bencilico (BA) (33,8 g) para preparar la solucion
de 8 % de TFA/7,5 % de agua/84,5 % de alcohol bencilico (% en peso).

Preparacion de la fase organica. Se afadieron un copolimero de dibloques de poli(acido lactico)-poli(etilen glicol) (PLA-
PEG) (700 mg) y acetato de etilo (7,583 g) a un frasco de vidrio de 20 ml. Se sometié la mezcla a agitacién vorticial
durante la noche para proporcionar una solucién de polimero-EA. Se afiadieron 300 g de farmaco (dasatinib) a un
segundo frasco de vidrio de 20 ml, 1,736 g de la solucién anterior de 8 % de TFA/7,5 % de agua/BA y 792 mg de la
solucion anterior de 29 % de acido pamoico/DMSO y se sometié la mezcla a agitacion vorticial hasta obtener una
solucién de farmaco transparente para proporcionar una solucién de farmaco-acido-BA. Antes de la formulacién de
las nanoparticulas, se afiade la solucion de polimero-EA a la solucion de farmaco-acido-BA y se somete la mezcla a
agitacion vorticial para formar la fase organica.

Preparacion de la fase acuosa (0,09 % de Brij 100, 4 % de alcohol bencilico en agua). A una botella de 1 | se afiaden
Brij 100 (0,9 g) y agua desionizada (959,1 g). Se agita la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver. Se afiade
alcohol bencilico (40 g) a Brij/agua y se agita la mezcla sobre una placa de agitacion hasta disolver.

Formacién de la emulsion. La proporcion de fase acuosa con respecto a fase oleosa es de 5:1. Se vierte la fase
organica en la fase acuosa y se homogeneiza la mezcla usando un homogeneizador manual durante 10 segundos a
temperatura ambiente para formar una emulsion basta. La emulsion basta se alimenta a través de un homogeneizador
de alta presion (110S) con un ajuste de presion a ~ 75,82 MPa de medidor para un 1 paso discreto con el fin de formar
una nanoemulsiéon (emulsion fina).

Formacion de nanoparticulas. Se vierte la nanoemulsién en un agente de inactivacion (tampon de fosfato de pH 6,5
con moles apropiados) a menos de 5 °C al tiempo que se agita sobre la placa de agitacion para formar una fase
inactivada. La proporcién de inactivacién con respecto a emulsion es de 10:1. Se afiade a la fase inactivada Tween
80 en agua (35 % (p/p)) a una proporcion de 100: 1 de Tween 80 con respecto a farmaco.

Concentracion de nanoparticulas a través de filtracion de flujo tangencial (TFF). Se concentra la fase inactivada usando
TFF con un casete Pall de 300 kDa (2 membranas de 0,1 m?) para formar un concentrado de nanoparticulas de -
200 ml. El concentrado de nanoparticulas se somete a diafiltracion con -20 diavolumenes (4 1) de agua desionizada
fria. El volumen del concentrado de nanoparticulas diafiltradas se reduce a un volumen minimo. Se afiade agua fria
(100 ml) al recipiente y se bombea a través de la membrana para enjuagar y formar una suspension. Se recoge la
suspension (-100 ml) en un frasco de vidrio.

Determinacion de concentracion de sélidos de suspension final no filtrada. Se afiade un volumen de suspension final
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a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio en un liofilizador/horno. Se determina el peso de las
nanoparticulas en el volumen de suspension seca. Se afiade sacarosa concentrada a la suspension final (0,666 g/g)
para lograr un 10 % de sacarosa.

Determinacion de la concentracion de sélidos de suspension final filtrada a 0,45 ym. Se filtra una parte de la muestra
de suspension final a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm antes de la adicién de sacarosa. Se afiade un volumen
de muestra filtrada a un frasco de centelleo de 20 ml tarado, que se seca al vacio usando un liofilizador/horno. La
muestra restante de la suspension final no filtrada con sacarosa se congela.

Ejemplo 9: Efecto de pH de Inactivacion sobre la Carga de Farmaco

Se prepararon ocho formulaciones de dasatinib impurificadas con acido pamoico usando el protocolo del Ejemplo 8.
Las Tablas 9 y 10 proporcionan las condiciones de la formulacién y caracterizacion. Las condiciones de formulacion
incluyeron bien un tampén citrico/fosfato (pH 4,5) como agente de inactivacion (de acuerdo con las reivindicaciones)
o bien agua desionizada como agente de inactivacion (ejemplo de referencia). Las soluciones fueron transparentes y
estables durante el periodo de formulacion, y las emulsiones fueron suficientemente estables durante la formulacién.

Como se muestra en las Tablas 9 y 10, la carga de farmaco fue mas del doble para las formulaciones que incluyeron
el agente de inactivacion de tampdn citrico/fosfato en comparacion con las formulaciones que incluyeron el agente de
inactivacion de agua desionizada. Adicionalmente, la retenciéon SQ tuvo como resultado una pérdida de un 2-3 % de
carga de farmaco (por ejemplo, una reduccién mayor de un 14 % hasta aproximadamente un 11 %).

Las formulaciones de acido pamoico que incluyeron agente de inactivacion de agua desionizada también tuvieron una
carga de farmaco mayor en comparacion con las formulaciones analogas impurificadas con acido oleico y acidos
célicos en lugar de acido pamoico (véase las Tablas 6 y 7 anteriores).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de preparaciéon de una nanoparticula terapéutica, que comprenden:

combinar una primera fase organica con una primera solucioén acuosa para formar una segunda fase;

emulsionar la segunda fase para formar una fase de emulsion, en la que la fase de emulsién comprende un primer
polimero, un agente terapéutico basico que tiene un nitrégeno protonable, y acido pamoico; e

inactivar la fase de emulsién formando de este modo una fase inactivada;

en la que la inactivacion de la fase de emulsién comprende mezclar la fase de emulsién con una segunda solucion
acuosa que tiene un pH entre 4 y 7, y la segunda soluciéon acuosa comprende un agente tampoén de concentracion
suficiente para que la fase inactivada tenga un pH que difiera del pH de la segunda solucién acuosa en menos de
1 unidad de pH.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el pH de la segunda solucién acuosa esta entre 4 y 5.
3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el pH de la segunda solucién acuosa esta entre 6y 7.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la segunda solucién acuosa comprende
fosfato.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la segunda solucién acuosa comprende
citrato.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la segunda solucién acuosa comprende
una mezcla de fosfato y citrato.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la segunda solucién acuosa comprende
una mezcla de borato, fosfato y acetato.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fase inactivada tiene un pH igual al
de la segunda solucién acuosa.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fase inactivada tiene un pH entre 4 y
7.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fase inactivada tiene un pH entre 4
y 5.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fase inactivada tiene un pH entre 6
y7.
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FASE CONTINUA FASE DISPERSADA
- AGUA » POLIMEROS* PREPARACION
COLATO DE SODIO et DASATINIR DE SOLUCION
. ALCOHOL BENCILICO . ALCOHOL BENCILICO
*L0OS POLIMERQOS INCLUYEN PLGA-PEG,
PLGA, PLA-PEG, PLA Y PLA-PEG-LIGANDO EMULSION BASTA
¥
EMULSIONADO DE
ALTA ENERGIA EMULSIONADO
(HOMOGENEIZADOR
DE ALTA PRESION)
EMULSION FINA
¥
SOLUC. INAC’TIVACION NACTIVACTON INACTIVACION
- AGUA FRIA » DE
. TWEEN 80 PARTICULAS
PARTICULAS ENDURECIDAS
¥
_ FILTRACION DE ULTRAFILTRACION/
AGUA FRIA s FLUJO TANGENCIAL DIAFILTRACION
PARTICULAS PURIFICADAS
4
EQERQE'ON FILTRACION
PARTICULAS ESTERILES
[
AGUA SUSPENSION DE E%FX\:ULACION
SACAROSA = PARTICULAS FINAS

¥
FRASCOS PARA
CONGELACION O
LIOFILIZACION

Fig. 1
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