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DESCRIPCION

Nanoparticulas constituidas por un nicleo magnético y un recubrimiento polimérico.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nanoparticulas, un método para su produccién y sus aplicaciones.
Antecedentes de la invencion

La tecnologia de los transportadores magnéticos se originé en la década de 1940 a partir de estudios sobre el
tratamiento de aguas residuales, donde se pretendia absorber materia orgdnica en pequefias particulas de magnetita para
lograr su separacién del resto de liquido procesado. Dentro de las aplicaciones bioldgicas de esta tecnolog{a destacan el
tratamiento de aguas residuales, la inmovilizacién enzimdtica, la separacién magnética por afinidad de biomoléculas,
la seleccién de un tipo de células de entre una poblacién celular, el transporte de farmacos y los biosensores.

Con el desarrollo de los métodos fisicos y quimicos para la caracterizacion del 6xido de hierro coloidal, durante la
década de los 60, comenzaron a aparecer las primeras aplicaciones biomédicas de los fluidos magnéticos en radiodiag-
ndstico y emboloterapia. La aparicién de microcdpsulas magnéticas como soportes de moléculas bioldgicas dio lugar
al uso de matrices y de numerosos recubrimientos poliméricos biolégicos y sintéticos, para ser utilizados como trans-
portadores magnéticos en dispositivos biomédicos, agentes de contraste superparamagnéticos orales e intravenosos, y
transportadores de farmacos.

La encapsulacién de particulas inorgdnicas por polimeros orgénicos, dota a las particulas recubiertas de nuevas
propiedades. El recubrimiento incrementa la compatibilidad de las particulas inorgdnicas con compuestos orgdnicos,
reduce su susceptibilidad a la coagulacién o precipitacidn, y las protege contra la oxidacion superficial. Por lo tanto, la
encapsulacion incrementa la dispersabilidad y la estabilidad quimica, y reduce al mismo tiempo la toxicidad de estos
materiales (Tartaj P, Morales M.P,, Veintemillas-Verdaguer S., Gonzdlez-Carreiio T., Serna C.J., J. Phys. D: Appl.
Phys., 36, R182, 2003).

En esta linea, las patentes US 5.705.222 y US 6.045.925 proponen la obtencién de particulas de entre 1 y 100
nanometros (nm) con una distribucién de tamafios muy dispersa, constituidas por un nicleo de 6xido metélico y un
recubrimiento polimérico de diversa naturaleza (4cido poliacrilico, dcido polimetacrilico, polivinilaleohol, poliamida
o polipéptido), mediante contacto en suspension entre ambos materiales.

La patente US 5.952.131 describe un método de obtencién, mediante polimerizacién en emulsién a 80°C, de
particulas constituidas por un niicleo y un recubrimiento de diferente naturaleza polimérica (alquilmetacrilatos, etc.),
con un tamafio de hasta 2 micrometros (um).

Sin embargo, materiales de esta naturaleza carecen de especial interés biomédico ya que no presentan una respuesta
magnética adecuada a campos y gradientes magnéticos alcanzables técnicamente, por ejemplo a la velocidad de flujo
presente en los sistemas fisiolégicos. Ademds, el tamafio de estos sistemas generalmente es demasiado elevado como
para poder utilizarse en aplicaciones biomédicas, por ejemplo en el disefio de sistemas transportadores de formacos que
precisan de una distribucidn a nivel capilar y una perfusidn uniforme al lugar deseado. Ademds, carecen de méxima
biocompatibilidad y minima antigenicidad, y sus productos de degradacién son téxicos y no biodegradables. Por otro
lado, su reproducibilidad a gran escala es complicada y costosa.

La patente US 5.814.687 describe un método de obtencidn de particulas constituidas por magnetita, ferrita de
cobalto o ferrita de manganeso, como nicleo magnético, y un recubrimiento constituido por polimeros y copolimeros
de metacrilatos, mediante la polimerizacién en emulsion o en suspensién del monémero en presencia de los nicleos.
Las particulas obtenidas poseen un tamaiio entre 0,5 y 30 um y se sugiere su aplicacion al diagndstico inmunolégico,
a la purificacién y el aislamiento, y al transporte de farmacos.

La patente US 4.871.716 propone la dispersién de nicleos de magnetita en particulas poliméricas (albtimina,
polilisina, poliarginina o polihistidina) para la obtencién de nanoparticulas con un tamao entre 0,05 y 500 ym.

Algunos de estos materiales no presentan una magnetizacién elevada, por lo que es preciso utilizar campos y
gradientes magnéticos elevados para lograr, por ejemplo, su direccionabilidad en los sistemas fisiol6gicos. En otros su
elevado tamafio, al menos 1 pm, no permite una adecuada aplicacién, por ejemplo, como sistemas transportadores de
farmacos ya que dificilmente se lograria una adecuada distribucién anivel capilar. Las particulas quedarian retenidas en
la red de vasos sanguineos pequeiios, pudiendo incluso producir un colapso de lared capilar. Ademds, los fenémenos
de extravasacion, necesarios para un ptimo efecto terapéutico del principio activo, desde el capilar hasta el tejido u
¢rgano diana sSlo se han observado en particulas de tamaiio inferior a 1 um (Gupta A K., Gupta M., Biomaterials, 26,
3995, 2005). Para aplicaciones bioldgicas es necesario estudiar las caracteristicas de biocompatibilidad y toxicidad
de estos materiales y sus productos de degradacion y algunos son inadecuados para estas aplicaciones. Finalmente,
algunas de las técnicas de obtencién de estos materiales compuestos pueden no ser lo suficientemente baratas y simples
para su reproduccion a gran escala.
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Por otro lado, estos sistemas compuestos no poseen exclusivamente aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, la
patente US 6.232.026 describe un procedimiento de obtencién de particulas en las que el recubrimiento estd constituido
por ferritas, mientras que el nicleo tiene una naturaleza polimérica (polivinilideno, resina silicénica o polimetacrilato)
para electrografia; mientras que la patente US 5.998.076 describe la obtencién de particulas de 6éxidos metédlicos
recubiertas con polimeros de diferente naturaleza (poliestireno, polivinilacetato, polietileno, polimetacrilato, etc. o
copolimeros de éstos), con un tamafio entre 30 y 100 um, para su empleo en la obtencién de imdgenes xerograficas.

La principal aplicacién biomédica de los litex de etilcelulosa es el disefio de formas farmacéuticas de diferente na-
turaleza. Destaca su uso en la formulacién de inyectables y preparados oftdlmicos, aportando a éstos tltimos un mayor
tiempo de contacto ocular. Es importante también su aplicacidn en la elaboracién de formas farmacéuticas orales para
la obtencidn de peliculas de recubrimiento de principios activos y comprimidos matriciales, que constituyen formas
farmacéuticas de liberacién modificada. Este recubrimiento polimérico puede también permitir enmascarar sabores
desagradables, mejorar la estabilidad del farmaco o separar fisicamente componentes que son incompatibles en estado
sélido. Ademas, son numerosas las formulaciones liquidas y los aerosoles elaborados utilizando estos sistemas. Por
ejemplo, las patentes US 7.074.430, US 7.108.865, US 7.097.851 y ES 2.206.047, entre otras, describen la utilizacién
de este tipo de latex de tilcelulosa en el disefio de formas farmacéuticas orales de accidn controlada que permiten el
transporte de farmacos.

Sin embargo, el ldtex de etilcelulosa bajo esas condiciones de uso, ve enormemente mermadas sus aplicaciones
biomédicas, las cuales quedan limitadas casi exclusivamente al disefio de formas farmacéuticas y sistemas transpor-
tadores de farmacos. Ademds, y en este sentido, las formas de dosificacién convencionales (comprimidos, jarabes,
etc.) de las que forma parte, presentan el inconveniente de precisar una administracién crénica para mantener una
concentracion de farmaco que garantice y mantenga el efecto terapéutico. Esta pauta de tratamiento puede provocar
un bajo indice de cumplimiento terapéutico o generar considerables fluctnaciones en las concentraciones plasmdticas
de firmaco entre dosis, lo que dard lugar a una respuesta subterapéutica o a reacciones adversas. Otra posible causa de
aparicion de efectos secundarios es la distribucién de una proporcién importante del formaco en regiones no deseadas
del organismo. Ademds, esta distribucion sistémica o una pobre absorcién provoca que la concentracién de formaco
en el lugar de accién sea baja y no produzca el efecto terapéutico deseado.

En la patente US 4.177.177 se describe la produccion de particulas poliméricas que comprenden etilcelulosa en las
que no se incorporan metales magnéticos.

Escasos han sido los intentos de mejorar las utilidades biomédicas de estos polimeros. La patente US 4,177,253
describe un procedimiento de obtencidn, mediante deposicion electrolitica o adhesion, de particulas constituidas por
micleos de etilcelulosa y un recubrimiento de material organico o inorgénico, para el disefio de material para inmu-
noensayos. Con respecto a la aplicacion del ltex de etilcelulosa en el disefio de sistemas transportadores de farmacos,
la patente US 4.833.060 describe un procedimiento de obtencién de particulas constituidas por un nicleo de mag-
netita y un recubrimiento de etilcelulosa, con un tamafio de 5,9 a 14 ym. Sin embargo, como ya se ha comentado,
este tamafio de particula resulta inadecuado para esta aplicacién ya que puede inducir fendmenos de embolizacién de
la red capilar, y, ademds, no permite una extravasacién adecuada de las particulas al tejido u 6rgano diana. Por otro
lado, conviene remarcar que los principales beneficios terapéuticos de un sistema transportador magnético coloidal de
farmacos son la eliminacién de reacciones adversas que frecuentemente derivan de la distribucién sistémica de estos
principios activos y la posibilidad de reducir la dosis precisa de formaco por peso corporal, disminuyendo los efectos
adversos derivados de las dosis tradicionales. Ademds, y como consecuencia de su concentracién exclusiva en el lugar
de accidn, se solucionan los problemas de inestabilidad en los fluidos bioldgicos o in vivo del formaco, se prolonga su
accion terapdéutica e, incluso, en el caso de los formacos antitumorales, pueden minimizarse los fenémenos de resis-
tencia celular. La incorporacién de los nicleos magnéticos a la matriz polimérica del latex de etilcelulosa, mediante
la emulsién en su presencia del polimero preformado, permite acrecentar el tipo de aplicaciones biosanitarias de este
sistema.

Compendio de la invencién

Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, un método reproducible para la produccién de nanoparticulas, con
un tamafio inferior a 1 micrometro, que comprenden un nicleo de particulas de un metal sensible a los campos
magnéticos recubierto por un recubrimiento que comprende un ldtex de etilcelulosa que resuelve la totalidad o parte
de los problemas del estado de la técnica mencionados previamente.

Por tanto, en un aspecto, la invencion se relaciona con una nanoparticula con un didmetro medio inferior a 1 mi-
crometro que comprende un recubrimiento y un nicleo magnético, en la que dicho recubrimiento comprende un ldtex
de etilcelulosa y dicho nicleo magnético comprende, al menos, una particula de un metal sensible a campos magnéti-
cos con un didmetro inferior a 0,95 micrometros. Dichas nanoparticulas constituyen un sistema coloidal de estructura
heterogénea, que comprende un niicleo magnético y un recubrimiento que comprende un latex de etilcelulosa, con
capacidad para responder a campos magnéticos externos aplicados.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para la produccién de dichas nanoparticulas.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un sistema transportador de formacos que comprende, al menos, una
de dichas nanoparticulas, y, al menos, un formaco.
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En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicién farmacéutica que comprende dicho sistema trans-
portador de farmacos junto con, al menos, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una composicidn que comprende al menos una de dichas nanoparti-
culas y un vehiculo.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dichas nanoparticulas en el tratamiento de aguas
residuales, en la fabricacién de biosensores, en la inmovilizacién de enzimas, en la separacién magnética por afinidad
de biomoléculas, en la seleccién de un tipo de células de entre una poblacién celular, en xerograffa o en electrograffa.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con el empleo de dichas nanoparticulas como agente de contraste por
resonancia magnética o e la elaboracién de un agente de contraste por resonancia magnética.

Breve descripcion de las figuras

En las Figuras 2, 3, 4 y 5 la letra “A” corresponde al hierro carbonilo, la “B” al latex de etilcelulosa y la “C” a las
nanoparticulas obtenidas en el Ejemplo 1 (ilustrativas de las nanoparticulas de la invencion).

Figura 1. (a) Fotografia de microscopia electrénica de transmisién de alta resolucién en campo oscuro de nanopar-
ticulas de la invencidn; (b) fotografia de microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de la invencion; y (c)
fotografia de microscopia electrénica de barrido de las particulas de ldtex de etilcelulosa. Longitud de barra: 500 nm.

Figura 2. Espectro de infrarrojos de las particulas de hierro carbonilo (A), ldtex de etilcelulosa (B) y nanoparticulas
de la invencién (C).

Figura 3. (a) Potencial zeta de las particulas de hierro carbonilo (A), latex de etilcelulosa (B) y nanoparticulas de
la invencién (C) en funcién del pH para una concentracidn 107 M de NaNO;; y (b) potencial zeta de las particulas de
hierro carbonilo (A), latex de etilcelulosa (B) y nanoparticulas de la invencién (C) en funcién de la concentracién de
NaNO; aunpH =35,5.

Figura 4. Valores de AGg g y cardcter hidréfobo/hidrdfilo de las particulas de hierro carbonilo (A), latex de etilce-
lulosa (B) y nanoparticulas de la invencién (C).

Figura 5. Ciclo de histéresis de las particulas de hierro carbonilo (A) y nanoparticulas de la invencién (C).

Figura 6. Fotografias de microscopio Sptico (magnificacién 63.0X) de una suspension de nanoparticulas de la
invencion en ausencia (a) o bajo la influencia de un campo magnético externo (B = 0,2 T) (b), que tiene la direccién
que indica la flecha.

Figura 7. Grafica que muestra la densidad de adsorcién (gmol/m?), -T';, de diclofenaco s6dico por unas nanoparti-
culas de la invencion, en funcién de la concentracién de dicho farmaco en el equilibrio.

Figura 8. Gréfica que muestra la densidad de absorcién (umol/g), Iy, de diclofenaco sédico absorbido por unas
naoparticulas de la invencién en funcion de la concentracién de dicho farmaco en el equilibrio.

Descripcién detallada de la invencion
Nanoparticulas

En un aspecto, la invencién se relaciona con una nanocdpsula o nanoparticula (también denominadas en esta
descripcidn “nanoparticula(s) de la invencién”) con un didmetro medio inferior a 1 micrometro que comprende un
recubrimiento y un nucleo magnético, en la que dicho recubrimiento comprende un ldtex de etilcelulosa y dicho
nicleo magnético comprende, al menos, una particula de un metal sensible a campos magnéticos con un didmetro
inferior a 0,95 micrometros.

Metal sensible a campos magnéticos

Tal como aqui se utiliza, la expresion “metal sensible a campos magnéticos”, “metal sensible a los campos magné-
ticos” o “metal magnético” incluye a los metales con propiedades magnéticas, en particular, se considera que un metal
es sensible a los campos magnéticos si tiene una susceptibilidad inicial Xi igual o superior a 0,1, preferiblemente igual
o superior a 0,5, mds preferiblemente comprendida entre 1 y 30, todavia m4s preferiblemente comprendida entre 1 y
20, més preferiblemente entre 2 y 15. Practicamente cualquier metal con propiedades magnéticas puede ser utilizado
para la puesta en préctica de la presente invencién. Dichos metales magnéticos y sus caracteristicas magnéticas forman
parte del conocimiento general comtn de un experto en la materia, el cual seleccionard el metal magnético con las
propiedades magnéticas mds adecuadas para el uso al que vayan destinadas las nanoparticulas de la invencién. En
aplicaciones biomédicas, los campos magnéticos que se utilizan son generalmente de 0,2 a 2,0 Teslas (T), aunque no
puede descartarse el uso de campos magnéticos més potentes.
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En general, los metales magnéticos utilizados en la presente invencién tienen una imanacién de saturacién igual o
superior a 10 kA/m, preferiblemente igual o superior a 50 kA/m, mds preferiblemente comprendido entre 100 y 3.000
kA/m.

La determinacidn de los valores de susceptibilidad inicial y de imanacidn de saturacién se puede realizar a partir de
la curva de primera imanacién y de los tramos lineales de la curva del ciclo de histéresis (campos bajos) del material,
medidos ambos pardmetros con un magnetémetro Manics DSM-8 (Francia) a temperatura ambiente (25,0 + 0,5°C).
Tanto la susceptibilidad inicial como la imanacién de saturacién se encuentran definidos en los siguientes textos
de consulta: “Introduction to magnetism and magnetic materials”, segunda edicién, 1998; David C. Jiles; editorial:
Chapman & Hall/CRC; “Introduction to magnetic materials”, segunda edicién, 2007; B.D. Cullity y C.D. Gram;
editorial: Wiley-TEEE Press; y en la siguiente direccidn electrénica: www.irm.umn.edu/hg2m/hg2m_b/hg2m_b.html

De acuerdo con una realizacién preferida, dicho metal magnético se selecciona entre el grupo que consiste en hierro
carbonilo, magnetita, maghemita, ferritas de niquel, ferritas de cobalto, ferritas de cadmio, ferritas de hierro, ferritas
de niquel-zinc-cobre, ferritas de bario, ferritas de estroncio, ferritas de cobalto-niquel, y mezclas de los mismos. Pre-
feriblemente, dicho metal magnético es hierro carbonilo, el cual presenta una elevada saturacién y susceptibilidad
magnéticas, asi como una forma y tamafio controlados. El hierro carbonilo puede obtenerse mediante tratamiento del
hierro con mondéxido de carbono, bajo calor y presién, obteniéndose hierro pentacarbonilo que posteriormente es des-
compuesto en condiciones controladas produciendo polvo de hierro extremadamente puro en forma de esferas casi
perfectas. Ademds, a nivel fisioldgico, la toxicidad del hierro carbonilo es considerablemente baja (ILDsy: 50 g/kg)
(Whittaker P, Ali S.F,, Imam S.F,, Dunkel V.C., Regul. Toxicol. Pharmacol., 36(3), 280, 2002; Huebers H.A., Brit-
tenham G.M., Csiba E., Finch C.A., J. Lab. Clin. Med., 108(5), 473, 1986; Devathali S.D., Gordeuk V.R., Brittenham
G.M., Bravo J.R., Hughes M.A., Keating I.J., Eur. J. Haematol., 46,272, 1991; Chua-anusorn W., Macey D.J., Webb
I., de la Motte Hall P, St. Pierre T.G., Biometals, 12, 103, 1999) y su eliminacidn se realiza principalmente mediante
filtracidn renal (Okon E., Pouliquen D., Okon P., Kovaleva Z.V., Stepanova T.P., Lavit S.G., Kudryavtsev B.N., Jallet
P, Lab. Invest., 71(6), 895, 1994).

Litex de etilcelulosa

El recubrimiento de las nanoparticulas de la invencidén comprende como elemento principal un ldtex de etilce-
lulosa, es decir, un polimero hidréfobo ampliamente utilizado en tecnologfa farmacéutica, quimicamente estable en
almacenamiento y caracterizado por no presentar toxicidad a nivel fisioldgico (Zinutti C., Kedzierewicz F., Hoffamn
M., Benoit I.P., Maincent P., Int. J. Pharm., 133, 97, 1996; Kato T., Sato K., Sasaki R., Kakinuma H., Moriyama M.,
Cancer Chemother. Pharmacol., 37, 289, 1996). En este sentido, la inclusidn de las particulas de metal magnético en
otros sustratos poliméricos, tales como polimeros de la familia de los polialquilcianoacrilatos (PACA) (por ejemplo
(p-€j.), polietil-2-cianoacrilato, polibutilciano-acrilato, polihexilcianoacrilato, polioctilcianoacrilato), polimeros poli-
lactida (PLA) y poli-lactida-co-glicolida (PLGA), no afecta a la toxicidad de éstos tltimos, como ya se ha estudiado
en ensayos clinicos en fase I realizados con estos sistemas [Ibrahim A., Couvreur P., Roland M., Speiser P., J. Pharm.
Pharmacol., 35, 59, 1983; Liibbe A.S., Bergemann C., Riess H., Schriever ., Reichardt P., Possinger K., Matthias M.,
Doerken B., Herrmann F, Guertler R., Hohenberger P., Haas N., Sohr R., Sander B., Lemke A.J., Ohlendorf D., Huhnt
W., Huhn D., Cancer Res., 56(20), 4686, 1996; Liibbe A.S., Bergemann C., Huhnt W., Fricke T., Riess H., Brock I.W.,
Huhn D., Cancer Res., 56(20), 4694, 1996].

Un ldtex de etilcelulosa es un polimero de celulosa en el que un nimero variable de grupos hidroxilo estdn susti-
tuidos con grupos etilo. Generalmente sigue la férmula (I)

en donde cada grupo R se selecciona independientemente entre hidrégeno y etilo, estando el grado de etoxilacidn
(porcentaje de grupos R que estdn sustituidos con etilo) comprendido entre el 10% y el 90%, preferiblemente entre el

e 9

30% y el 70%, mds preferiblemente entre el 40% y el 60%; y “n” suele estar comprendido entre 20 y 50.
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Existen diferentes variantes de la etilcelulosa disponibles comercialmente con distinto grado de etoxilacién o con
distintas caracteristicas fisicas, por ejemplo, con distintas viscosidades; todas ellas son adecuadas para los propésitos
de la presente invencién. En una realizacion particular, el litex de etilcelulosa usado en la presente invencion es un
latex de una etilcelulosa con el nimero CAS 9004-57-3 (grado de etoxilacién de entre 48 y 49,5%; viscosidad en
tolueno o alcohol de 45 cPs).

Caracterizacion de las nanoparticulas de la invencion

Aparte de la biocompatibilidad y de la capacidad de respuesta a campos magnéticos, la versatilidad biomédica de
las nanoparticulas de la invencion se fundamenta en su pequeflo tamafio (didmetro medio inferior a 1 micrometro). De
acuerdo con una realizacién preferida, las nanoparticulas de la invencidn tienen un didmetro medio de entre 200 y 950
nm, més preferiblemente entre 250 y 800 nm, mas preferiblemente entre 275 y 700 nm, todavia més preferiblemente
entre 300 y 600 nm. La determinacion del tamafio de particula se puede realizar por métodos convencionales. En una
realizacion particular, el tamaiio de particula de las nanoparticulas de la invencién se determina mediante el andlisis
de las fotograffas de microscopia electrénica de alta resolucion de campo oscuro (Dark-Field HRTEM, realizadas
con un microscopio electrénico de transmisién de alta resolucion STEM PHILIPS CM20, Holanda) y confirmacién
mediante el estudio de las fotograffas de microscopia electrénica de barrido (SEM), realizadas con un microscopio
electrénico de barrido Zeiss DSM 950 (Alemania). En ambos casos, y antes de su observacion, una suspension diluida
de las nanoparticulas de la invencién [en torno al 0,1% (p/v)] fue sonicada durante 5 minutos y se depositaron unas
gotas en rejillas de cobre con pelicula de formvar. A continuacién, se secaron a 35°C en un horno de conveccion. La
determinacion del tamafio se realizé mediante medida directa sobre 250 particulas. El didmetro medio y la desviacién
tipica se obtuvieron ajustando al histograma de tamafios obtenido una distribucién logaritmica.

Preferiblemente, la proporcidn en peso litex de etilcelulosa:metal magnético estd comprendida entre 6:1 y 1:6,
m4s preferiblemente entre 4:1 y 1:4, mds preferiblemente es aproximadamente 4:2. Con estas proporciones se aprecia
que todas las particulas de metal magnético estdn recubiertas por una capa polimérica de entre 10 y 40 nm de grosor,
normalmente de aproximadamente 30 nm (Figuras lay 1b).

Adicicionalmente, las nanoparticulas de la invencién se pueden obtener con una excelente polidispersién, general-
mente inferior a 1, més preferiblemente entre 0,05 y 0,7, todavia més preferiblemente entre 0,05 y 0,1.

El estado de la técnica incluye distintos métodos para obtener particulas del metal magnético con una forma,
tamafios medios y hetereogeneidad de tamafios adecuados, por ejemplo, métodos que comprenden someter distintas
suspensiones de metal magnético [por ejemplo, 0,3% (p/v)] a (i) filtracidn y agitacién en una célula de filtracion
con una membrana de 1 um; (ii) ultracentrifugacién con una velocidad minima de centrifugacién de 100 rpm; (iii)
separacion magnética con un iman permanente; o (iv) separacion por gravedad. Por tanto, para obtener unas particulas
de metal magnético con una forma, tamafios medios y heterogeneidad de tamafios adecuados se puede utilizar cualquier
método conocido en el estado de la técnica.

De acuerdo con una realizacién preferida, antes de su uso para la preparacién de las nanoparticulas de la invencién,
las particulas de metal magnético se someten a un proceso de separacion por gravedad para conseguir la forma, tamafios
medios y heterogeneidad de tamafios adecuados. Las variables de este método analizadas incluyen la influencia del
tiempo de sedimentacién y la cantidad de sobrenadante tomado de la suspension. Los resultados obtenidos permitieron
comprobar c6mo se pasa de un didmetro medio de 700 + 400 nm y un 30% de nicleos con un tamafio superior a 1
pm, en las muestras sin tratar, a un tamafio medio de entre 150 y 600 nm, tipicamente unos 400 + 200 nm, y ausencia
de niicleos con un tamafio superior a 1 pm, si el tiempo de sedimentacién es superior a 60 minutos, preferiblemente
comprendido entre 60 y 180 minutos, mds preferiblemente entre 60 y 100 minutos, y el volumen de sobrenadante
retirado no supera los 100 mililitros (mL), preferiblemente entre 10 y 100 mL, mds preferiblemente entre 40 y 80 mL.
El volumen de sobrenadante retirado normalmente no supera el 10% del volumen total de la suspension de particulas
de material magnético, y, preferiblemente, se retira entre el 1% y el 10%, m4s preferiblemente entre el 4% y el 8%, de
sobrenadante.

A modo ilustrativo, la separacién de las particulas del material magnético mediante sedimentacién por gravedad
puede realizarse segun el siguiente procedimiento: se sonica en un bafio de ultrasonidos una suspensién al 0,3% (p/v)
de material magnético, durante 5 minutos; a continuacidn, se deja sedimentar por gravedad la suspensién durante
60 minutos; tras este periodo de tiempo, se toman 100 ml. de sobrenadante. Para este proceso, se puede utilizar un
frasco de 1 litro que posee un didmetro interno de unos 90 mm. La conductividad del sobrenadante es de 1 pS/cm
aproximadamente y no se detecté otro material en éste que no fuera el material magnético. Las particulas fueron
secadas a 60°C y almacenadas hasta su uso. Mediante el método mencionado previamente, se obtuvieron unas parti-
culas de metal magnético con un tamafio medio de 420 + 160 nm y ausencia de nicleos con un tamafio superior a
1 pm.

Las nanoparticulas de la invencién presentan un valor minimo de susceptibilidad inicial (Xi) igual o superior a
0,1, preferentemente igual o superior a 0,5, mds preferiblemente comprendida entre 1 y 30, todavia mds preferible-
mente comprendida entre 1 y 20, mds preferiblemente entre 2 y 15. Asimismo, las nanoparticulas de la invencién
presentan una imanacién de saturacion igual o superior a 10 kA/m, preferiblemente igual o superior a 50 kA/m, més
preferiblemente comprendido entre 100 y 3.000 kA/m.
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La determinacién de dichos valores de susceptibilidad inicial y de imanacién de saturacién se puede realizar a
partir de la curva de primera imanacién y de los tramos lineales de la curva del ciclo de histéresis (campos bajos) del
material, medidos ambos pardmetros con un magnetémetro Manics DSM-8 (Francia) a temperatura ambiente (25,0 +
0,5°C), tal como se ha mencionado previamente en relacién con las caracteristicas de los metales sensibles a campos
magnéticos.

Método de produccion de las nanoparticulas

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para la produccidn de las nanoparticulas de la invencidn,
en adelante método de la invencidn, que comprende:

a) preparar una fase orgdnica mediante disolucion de etilcelulosa en un disolvente inmiscible en agua, adi-
ci6n de un disolvente seleccionado del grupo formado por alcanos C;-Cy, lineales o ramificados hasta una
concentracion comprendida entre el 0,5% y el 5% en peso con respecto al peso total de la disolucién, y
calentamiento a una temperatura comprendida entre 50°C y 90°C;

b) preparar una fase acuosa que comprende una suspensién acuosa de particulas de un metal sensible a cam-
pos magnéticos, con un didmetro medio inferior a 0,95 micrometros, comprendiendo dicha suspensién
acuosa, ademds, un 4cido o una base inorgdnica en una concentracién comprendida entre 107 Ny 107!
N, y, al menos, un tensioactivo en una concentracién comprendida entre 0,01% y 5% en peso con respec-
to al peso total de dicha suspensién, mediante la mezcla de los distintos componentes en las cantidades
apropiadas;

c) calentar dicha fase acuosa a una temperatura comprendida entre 50°C y 90°C; y
d) mezclar dicha fase orgdnica y dicha fase acuosa, bajo agitacion;
en donde la etapa b) puede realizarse antes o después de la etapa a), o de forma simultdnea.

El método de la invencicn es reproducible, sencillo y econémicamente asequible. Como puede apreciarse, dicho
método consiste en un proceso de emulsion, con evaporacidn del disolvente, a partir de un polimero preformado,
utilizando una fase acuosa donde se encuentran los nicleos magnéticos en suspensién, y una fase orgdnica que com-
prende el litex de etilcelulosa. Dicho método posibilita que el ltex de etilcelulosa recubra los nticleos de los metales
magnéticos en las nanoparticulas de la invencion.

Aunque practicamente cualquier disolvente, o mezcla de disolventes, inmisicible en agua puede ser utilizado, en
una realizacién particular, el disolvente inmiscible en agua utilizado en la etapa a) es una mezcla de benceno y eta-
nol, preferiblemente en una proporcién benceno:etanol comprendida entre 10:1 y 3:1 en peso, més preferiblemente
entre 8:1 y 4:1 en peso. Se deja reposar la disolucién resultante, que comprende etilcelulosa y disolvente inmisci-
ble en agua, durante un periodo de tiempo apropiado, tipicamente comprendido entre 12 y 48 horas, generalmente
durante unas 24 horas aproximadamente, a temperatura ambiente, antes de adicionarla el alcano C;-Cy, lineal o
ramificado.

A continuacién, se afiade a dicha disolucién un disolvente orgdnico, tal como un alcano C;-Cy,, lineal o ramificado,
o una mezcla de dichos disolvente. Pricticamente cualquier alcano C;-Cy, lineal o ramificado, puede utilizarse como
disolvente en la etapa a); no obstante, en una realizacién particular, dicho disolvente orgdnico se selecciona entre
n-butano, i-butano, 2,2-dimetilbutano, 2,3-dimetilbutano, n-pentano, i-pentano, 2-metilpentano, 3-metil-pentano, n-
hexano, 2-metilhexano, 3-metilhexano, n-heptano, 2-metilheptano, n-octano, 2-metiloctano, n-nonano, 2-metilnonarno,
n-decano, n-undecano, n-duodecano, metilciclohexano y sus mezclas. Dicho disolvente orgdnico se afiade hasta una
concentracién comprendida entre 0,5% y 5% en peso con respecto al peso total de dicha disolucién de etilcelulosa en
el disolvente inmiscible en agua, preferentemente, hasta alcanzar una concentracién comprendida entre 0,5% y 2%,
mds preferiblemente de 1% aproximadamente, en peso, respecto al peso total de dicha disolucidn de etilcelulosa en
disolvente inmiscible en agua.

La concentracién de latex de etilcelulosa generado en la etapa a), presente en dicha fase orgdnica, puede va-
riar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizacion particular, dicha fase orgdnica comprende un
latex de etilcelulosa de concentracion comprendida entre 15% y 20% en peso respecto al peso total de dicha fase
orgdnica.

La etapa b) comprende la mezcla, en un medio acuoso, de particulas de un metal sensible a campos magnéticos,
con un didmetro medio determinado, un 4cido o una base inorgénica y, al menos, un tensioactivo, para obtener una
fase acuosa que comprende una suspension acuosa de particulas de un metal sensible a campos magnéticos, un dcido
o una base inorgdnica, y, al menos, un tensioactivo.

En concreto, para la realizacidn de la etapa b), se utilizan particulas de metal sensible a campos magnéticos con un
didmetro medio inferior a 0,95 micrometros (um), preferentemente, inferior a 0,8 ym, m4s preferentemente inferior a
0,7 um, atin més preferentemente con un didmetro medio comprendido entre 0,1 gm y 0,6 um, preferiblemente entre
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0,2 pm y 0,55 pm. Ventajosamente, antes de preparar la suspensién acuosa de dichas particulas de metal sensible a
campos magnéticos, dichas particulas se someten a un procedimiento seleccionado entre (i) filtracién y agitacion en
una célula de filtracién con una membrana de 1 pm; (ii) ultracentrifugacién con una velocidad minima de centrifuga-
cion de 100 rpm; (iii) separacién magnética con un imdn permanente; y (iv) separacion por gravedad, con el fin de
seleccionar las particulas de metal sensible a campos magnéticos més apropiadas para la puesta en practica del método
de la invencién. En una realizacion particular, las particulas de metal sensible a los campos magnéticos se someten a
un procedimiento de separacién por gravedad con un tiempo de sedimentacion superior a 60 minutos y un volumen de
sobrenadante retirado inferior al 10% del volumen total de la suspension de particulas de metal sensible a los campos
magnéticos.

Para la realizacidn de la etapa b), las particulas de metal sensible a campos magnéticos se mezclan en un medio
acuoso con un dcido o una base inorgéanica y con, al menos, un tensioactivo.

Aungque pricticamente cualquier dcido o base inorganica, en una concentracion comprendida entre 10° Ny 107! N,
puede ser utilizado para la puesta en prictica de la etapa b) del método de la invencion, en una realizacién particular,
dicho 4cido inorgénico es dcido nitrico (HNO;); en otra realizacion particular, dicha base inorgdnica es hidroxido
sédico (NaOH). Una de las variables de la sintesis de las nanoparticulas de la invencién estudiadas ha sido el pH de la
suspension acuosa de metal sensible a campos magnéticos que constituye la fase acuosa. En una realizacién particular,
dicha fase acuosa comprende un 4cido inorgdnico, preferentemente, HNO;, a una concentracién comprendida entre
107 Ny 107! N, preferentemente entre 107 N'y 1072 N, mds preferentemente alrededor de 107 N.

Entre los tensioactivos que pueden utilizarse en la etapa b) se encuentran los tensioactivos habitualmente utilizados
en el campo farmacéutico. Ejemplos ilustrativos de tales tensioactivos incluyen la familia de los dextranos (p.ej.,
dextrano-70); la familia de los polisorbatos o ésteres de polioxietilensorbitano, por ejemplo, los comercializados con
la marca Tween (p.ej., Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 y Tween 85); la familia de los ésteres de sorbitano,
por ejemplo, los comercializados con la marca Span (p.ej., Span 20, Span 60, Span 80 y Span 85); la familia de los
polietilenglicoles (p.ej., PEG 300, PEG 400, PEG 2000, PEG 3350, PEG 4000, PEG 6000 y PEG 8000), el laurilsulfato
sédico (LSNa) o el cetiltrimetil amonio. Dicha suspensién acuosa puede contener uno o varios tensioactivos diferentes.
Dicho tensioactivo puede estar presente en dicha suspension acuosa (fase acuosa) en una concentracién comprendida
entre 0,01% y 5% en peso con respecto al peso total de dicha suspension acuosa, preferentemente, en una concentracion
comprendida entre 0,1% y 2%, m4s preferentemente, entre 0,4% y 1% en peso respecto al total de dicha suspension
acuosa.

Aunque no se desea estar vinculado por ninguna teorfa, se cree, en base a los estudios realizados, que los tensioac-
tivos no tienen una influencia directa sobre el tamaiio de las nanoparticulas obtenidas. Sin embargo, la proporcién de
los tensioactivos s{ influye sobre la formacidn de residuos sélidos inservibles y sobre las caracteristicas de la superficie
de las particulas.

En una realizacién particular y preferida, la suspension acuosa comprende como tensioactivo LSNa, PEG 4000 o
mezclas de ambos, preferentemente, LSNa y PEG 4000 en una proporcién LSNa:PEG 4000 comprendida entre 4.0 y
0:4 en peso, més preferiblemente en una proporcién de aproximadamente 1:3.

La velocidad de agitacion de la suspensién acuosa puede variar dentro de un amplio intervalo, Tipicamente entre
5.000 y 15.000, mds preferiblemente entre 7.000 y 11.000 rpm, m4s preferiblemente alrededor de 8.000 rpm aproxi-
madamente.

Una vez obtenida dicha fase acuosa, y antes de su mezcla con la fase orgdnica, dicha fase acuosa se calienta (etapa
¢)) a una temperatura comprendida entre 50°C y 90°C, preferentemente, entre 60°C y 70°C, durante un periodo de
tiempo comprendido entre 5 y 100 minutos.

Una vez formadas dichas fases orgdnica y acuosa, y calentadas a la temperatura adecuada, se procede a su mezcla,
bajo agitacién, para obtener las nanoparticulas de la invencién (etapa d)). Para ello, la mezcla formada por dicha fase
orgdnica y por dicha fase acuosa se agita por métodos convencionales, por ejemplo, mediante agitacién mecdnica, con
una velocidad de agitacidén que puede variar dentro de un amplio intervalo, tipicamente entre 8.000 y 20.500 rpm.
Dicha mezcla se realiza preferiblemente incorporando la fase orgdnica sobre la fase acuosa.

Adicionalmente, si se desea, el método de la invencidn comprende una etapa adicional opcional (etapa e)) consis-
tente en eliminar el disolvente utilizado en la etapa a) con el fin de eliminar la toxicidad asociada a dicho disolvente
orgdnico y, ademds, incrementar el contenido en sélidos del sistema. Practicamente cualquier método o técnica que
permita retirar dicho disolvente puede ser utilizado; no obstante, en una realizacién particular, dicha etapa e) compren-
de evaporar el disolvente orgdnico afiadido en la etapa a) bajo agitacién mecdnica, preferiblemente a una velocidad de
agitacién comprendida entre 1.000 y 3.000 rpm, més preferiblemente a aproximadamente 2.000 rpm. Dicha agitacién
puede realizarse, en una realizacién particular, durante un periodo de tiempo comprendido entre 1 y 48 horas, prefe-
rentemente durante 24 horas aproximadamente, dependiendo del disolvente o mezclas de disolventes utilizados en la
etapa a).

Adicionalmente, si se desea, el método de la invencién comprende una etapa adicional opcional e”) por la cual la
mezcla obtenida en las etapas d) o e) se somete a un campo magnético. Esta etapa adicional opcional e”) tiene como
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objetivo eliminar los residuos de la sintesis de las nanoparticulas de la invencién y limpiar la mezcla resultante. Esta
etapa e’) comprende la repeticién sucesiva de las siguientes operaciones: (i) re-dispersién en un bafio de ultrasonidos
durante el periodo de tiempo necesario para alcanzar una re-suspension uniforme de la materia sélida, tipicamente
entre 2 y 10 minutos, (ii) sedimentacién sobre imédn permanente, preferiblemente de entre 0,35 y 0,45 T, por ejemplo
de 0,42 T, (iii) extraccién del sobrenadante, y (iv) sustitucidn con agua. Este proceso de limpieza se controla midiendo
la conductividad del sobrenadante y se considera finalizado cuando la conductividad eléctrica es inferior a 10 uS/cm,
y el sobrenadante es transparente.

Usos y composiciones

Las nanoparticulas de la invencién presentan nmumerosas aplicaciones potenciales, tanto aplicaciones relacionadas
con terapia o diagndstico, como aplicaciones no terapéuticas.

Entre las aplicaciones no terapéuticas ni de diagndstico se incluye el empleo de las nanoparticulas de la invencion
en el tratamiento de aguas residuales, en la fabricacion de biosensores, en la inmovilizacion de enzimas, en la separa-
ci6n magnética por afinidad de biomoléculas, en la seleccién de un tipo de células de entre una poblacion celular, en
xerografia, en electrografia, etc. Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de las nanoparticulas de
la invencidn en el tratamiento de aguas residuales, en la fabricacién de biosensores, en la inmovilizacién de enzimas,
en la separacion magnética por afinidad de biomoléculas, en la seleccién de un tipo de células de entre una poblacién
celular, en xerografia o en electrografia.

Entre las aplicaciones relacionadas con el diagndstico se incluye el empleo de las nanoparticulas de la invencién
como agentes de contraste en resonancia magnética (RM) debido a sus propiedades magnéticas, escasa toxicidad y
tamafio adecuado que posibilita su administracién, absorcion y excrecion sin riesgo para el metabolismo humano.
Por tanto, en un aspecto, la invencidn se relaciona con el empleo de las nanoparticulas de la invencién como agentes
de contraste en resonancia magnética, mientras que, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con el empleo de
las nanoparticulas de la invencidn en la elaboracidn de un agente de contraste por resonancia magnética. En una
realizacion particular, las nanoparticulas de la invencién actian como agentes de contraste por RM per se debido
al propio efecto que genera el metal sensible a campos magnéticos que constituye su nicleo (actia como contraste
“negativo”, al reducir la sefial de RM “T2-weighted”); a modo ilustrativo, dichas nanoparticulas de la invencién son
especialmente ttiles cuando se quiere resaltar las diferencias de contraste del higado o bazo, debido a que en ausencia
de un campo magnético externo aplicado, tienen una especial tendencia a acumularse en estos 6rganos del sistema
reticuloendotelial - (Tto A., Shinkai M., Honda H., Kobayashi T., J. Biosci. Bioeng., 100(1), 1, 2005). Evidentemente,
la utilizacién de un campo magnético externo aplicado, permitiria focalizar la localizacion de las nanoparticulas de la
invencion, y, por lo tanto, su accion como agentes de contraste por RM. No obstante, en otra realizacion particular,
las nanoparticulas de la invencién pueden incorporar algtin compuesto/ligando como agente de contraste por RM, por
ejemplo, un complejo de gadolinio (Gd), etc.

Entre las aplicaciones relacionadas con la terapia se incluye el empleo de las nanoparticulas de la invencién como
sistemas transportadores de farmacos. Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un sistema transpor-
tador de farmacos, en adelante sistema transportador de formacos de la invencién, que comprende, al menos, una
nanoparticula de la invencion y, al menos, un formaco. Dicho farmaco puede estar “atrapado” o “encapsulado” en el
interior de las nanoparticulas de la invencién y/o “adsorbido” sobre la superficie exterior de las nanoparticulas de la
invencion.

Tal como aqui se utiliza, el término “farmaco” se refiere a cualquier sustancia que se administra a un sujeto,
preferentemente un ser humano, con fines profildcticos o terapéuticos; es decir, cualquier sustancia que puede ser
utilizada en el tratamiento, cura o prevencidn de una enfermedad o para mejorar el bienestar fisico y mental de humanos
y animales. Las nanoparticulas de la invencién pueden incorporar uno o més farmacos diferentes.

La naturaleza quimica del firmaco puede ser muy variada, incluyendo desde moléculas pequefias hasta compuestos
macromoleculares (p.¢j., péptidos, polinucledtidos, etc.). Numerosos formacos presentan estas caracteristicas, y, por
tanto, pueden ser utilizados en la puesta en practica de la presente invencion.

Pricticamente cualquier firmaco de cualquier grupo terapéutico puede ser utilizado en el sistema transportador de
farmacos de la invencién. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de formacos que pueden estar presentes en el sistema
transportador de farmacos proporcionado por esta invencion incluyen agentes antibi6ticos, antifiingicos, antiinflama-
torios, antiparkinsonianos, antitumorales, antivirales, inmunosupresores, neuroprotectores, firmacos para embolotera-
pia, farmacos para el catabolismo de tumores mediante hipertermia, etc.

En una realizacién particular, dicho formaco presente en el sistema transportador de farmacos de la invencion es
un agente antitumoral (antineopldsico o anticancerigeno), por ejemplo, doxotrubicina, mitomicina C, 5-fluorouraci-
lo, ftorafur, metotrexato, citarabina, 6-mercaptopurina, daunorrubicina, bleomicina, mecloretamina, ciclofosfamida,
estramustina, melfaldn, carmustina, lomustina, vincristina, vinblastina, vindesina, vinolrebina, paclitaxel, taxol, cis-
platino, carboplatino, etopdsido, tenipSsido, procarbazina, etc., cuya distribucién sistémica es la responsable de las
graves reacciones adversas asociadas a su utilizacion. La administracidn de dichos formacos anticancerigenos con la
ayuda de este tipo de sistemas transportadores de fArmacos basado en unas nanoparticulas que comprenden un nicleo
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de una particula de un metal sensible a campos magnéticos y la aplicacién de un campo magnético externo, permi-
te localizar todo el firmaco en el lugar de accién deseado, minimizando la distribucién sistémica, y, por tanto, las
graves reacciones adversas derivadas de ésta. Ademds, el hecho de que todo el farmaco pueda estar localizado en
el lugar de accidn, posibilita la administracién al sujeto (paciente) de una menor dosis de dicho firmaco para ob-
tener el efecto terapéutico deseado, con todo lo que ello implica desde un punto de vista farmacoecondmico y de
seguridad.

En otra realizacién particular, dicho farmaco presente en el sistema transportador de farmacos de la invencién es
un agente antiinflamatorio y/o un fdrmaco utilizado en el tratamiento de la artrosis o artritis.

Asimismo, en otra realizacién particular, dicho formaco presente en el sistema transportador de farmacos de la
invencion es un agente antiparkinsoniano, p.ej., levodopa, ya que dicho sistema transportador facilita el paso del
agente antiparkinsoniano (p.ej., levodopa) a través de la barrera hematoencefilica, para poder llegar a su lugar de
accion en el cerebro y evitar su degradacidn al distribuirse en el resto del organismo.

En otra realizacion particular, dicho formaco presente en el sistema transportador de farmacos de la invencién es
un farmaco 1itil para emboloterapia o para el catabolismo de tumores mediante hipertermia.

En una realizacién particular, el sistema transportador de firmacos de la invencién comprende un dnico farmaco.
En otra realizacion particular, el sistema transportador de farmacos de la invencién comprende dos o mds farmacos
diferentes constituyendo de este mono un sistema transportador de farmacos bivalente o multivalente; en este caso,
las nanoparticulas de la invencién pueden contener distintos formacos pertenecientes a un mismo grupo terapéutico o,
alternativamente, distintos farmacos pertenecientes a distintos grupos terapéuticos, por ejemplo, agentes antiinflama-
torios, antiparkinsonianos, antitumorales, etc.

El sistema transportador de farmacos de la invencion puede ser obtenido por métodos convencionales, por ejem-
plo, mediante la adicién del formaco en el momento en que se forman las nanoparticulas, quedando dicho fdrma-
co atrapado en dichas nanoparticulas, o, alternativamente, mediante la adsorcién del farmaco por las nanoparticulas
de la invencién tras la formacién e incubacién de las nanoparticulas de la invencién con una disolucién de dicho
farmaco.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicién, en adelante composicion de la invencidn, que
comprende al menos una nanoparticula de la invencién y un vehiculo. El experto en la materia conoce los vehiculos y,
opcionalmente, componentes auxiliares adicionales necesarios para formular la composicién de la invencién en base
ala funcién a la que estd destinada.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicién farmacéutica, en adelante composicion farmacéu-
tica de la invencién, que comprende, al menos, un sistema transportador de firmacos de la invencidn junto con, al
menos, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El término *“farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que son fisiol6gi-
camente tolerables y que normalmente no producen una reaccién no deseada alérgica o similar, tal como molestias
géstricas, mareos y similares, cuando se administra a un ser humano. Preferiblemente, tal como aqui se utiliza, el
término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o de un
estado o enumerado en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea reconocida generalmente para su uso
en animales y més particularmente en seres humanos.

La composicién farmacéutica de la invencidn puede ser administrada por cualquier via de administracidn conocida,
por ejemplo, por via oral, parenteral (p.gj., subcutdnea, intramuscular, intravenosa, etc.), rectal, bucal, sublingual, nasal,
pulmonar, percutdnea, oftdlmica, 4tica, uretral o vaginal.

Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de composiciones farmacéuticas de la invencidn incluyen:

- composiciones sélidas, p.¢j., cdpsulas magnéticas de las nanoparticulas de la invencién cargadas con el
farmaco o farmacos (es decir, el sisterna transportador de farmacos de la invencién), para administracién
oral; la elaboracién de cdpsulas magnéticas para la administracion oral de formacos ya ha sido propuesta
con otro tipo de materiales (aleaciones de hierro-cobalto-cromo-molibdeno) (Richert H., Surzhenko O.,
Wangemann S., Heinrich I., Gornert P, . Magn. Magn. Mater., 293, 497, 2005); o

- composiciones liquidas, p.ej., suspensiones o dispersiones de las nanoparticulas de la invencién cargadas
con el farmaco o farmacos (es decir, el sistema transportador de farmacos de la invencién), para su admi-
nistracién por cualquier via de administracién conocida, por ejemplo, para su administracién por via oral,
parenteral (p.ej., subcutdnea, intramuscular, intravenosa, etc.), rectal, bucal, sublingual, nasal, pulmonar,
percutdnea, oftdlmica, 6tica, uretral o vaginal. En una realizacidn particular, la composicién farmacdéutica
de la invencidn se administra por via parenteral.
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Para ello, la composicién farmacéutica de la invencién incluird los vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables, adecuados para la forma de administracién elegida. A modo ilustrativo, las composiciones farmacéuticas
pueden ser adaptadas para su administracién parenteral, en forma de, por ejemplo, soluciones, suspensiones o pro-
ductos liofilizados, estériles, en la forma de dosificacion apropiada; en este caso, dichas composiciones farmacéuticas
incluirdn los vehiculos o excipientes adecuados, tales como agua para inyectables, tampones, tensioactivos, conservan-
tes, etc. En una realizacién particular, dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen liquidos estériles, tales
como agua o aceites, incluyendo los aceites de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, p.ej., aceite de cacahuete
aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Preferentemente, se emplean agua o disoluciones acuosas
salinas y disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol como vehiculos, particularmente para soluciones inyectables.
Ejemplos ilustrativos de vehiculos farmacéuticos adecuados para las distintas formas farmacéuticas de administracion
se describen en los tratados habituales de Farmacia Galénica, por ejemplo, en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”
por E.W. Martin.

En cualquier caso, los excipientes se elegirdn en funcion de la forma farmacéutica de administracion seleccio-
nada. Una revisién de las distintas formas farmacéuticas de administracion de farmacos, vias de administracion y
procedimientos para su produccién puede encontrarse en “Pharmaceutical dosage forms and drug delivery systems (8°
edicién)”, L. V. Allen, N. G. Popovich, H. C. Ansel, Lippincott Williams and Wilkins. Baltimore, 2004; “Farmacia. La
ciencia del disefio de las formas farmacéuticas”, M. E. Aulton, Elsevier Espaiia S.A., Barcelona, 2003; “Tecnologia
Farmacéutica: Aspectos fundamentales de los sistemas farmacéuticos y operaciones bésicas (Vol. I)”, J. L. Vila Jato,
Sintesis, Madrid, 1997; “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 10 Edicidn, 1993, Luzdn 5, S.A. de
Ediciones.

La proporcion de faormaco incorporado en la nanoparticula de la invencién puede variar dentro de un amplio
intervalo; a modo ilustrativo, la proporcién de firmaco incorporado en la nanoparticula de la invencién puede ser de
hasta un ... % en peso respecto al peso total de la nanoparticula de la invencidn, dependiendo, entre otros factores, del
férmaco a incorporar.

La composicidn farmacéutica de la invencién puede obtenerse por métodos convencionales, mezclando el sistema
transportador de fArmacos de la invencion con el vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de las nanoparticulas de la invencién en la elaboracién de
un sistema transportador de formacos.

Los sigunientes ejemplos ilustran la invencidn y no deben ser considerados en sentido limitativo, sino ilustrativo, de
la misma.
Ejemplo 1

Produccidn y caracterizacion de nanoparticulas que comprenden un niicleo de hierro carbonilo v una capa de recu-
brimiento que comprende un ldtex de etilcelulosa

Produccion de las nanoparticulas

Para la produccién de nanoparticulas constituidas por un niicleo de hierro carbonilo y una capa de recubrimiento
que comprende un ldtex de etilcelulosa se siguieron los siguientes pasos:

1. Preparacion de la fase polimérica: se prepard una disolucién de 4,68 g de etilcelulosa (CAS Number: 9004-
57-3) en una mezcla de disolventes organicos (benceno y etanol) en una proporcién benceno:etanol de 5,6:1
en peso, es decir, 22,57 g de benceno y 4 g de etanol; y se dejé en reposo durante 24 horas, a temperatura
ambiente.

2. Preparacién de la fase acuosa: se prepararon 94 g de una suspension acuosa de particulas de hierro carbonilo
al 0,266% (p/v) (con un didmetro medio de 420 + 160 nm); esta suspensién contenia, ademds, FIINO, 107
N, 0,125% (p/v) de laurilsulfato sédico y 0,375% (p/v) de polietilenglicol 4000.

3. Transcurridas 24 horas, se adicionaron 0,31 g de n-decano a la fase polimérica.

4. A continuacidn, se calentd la fase acuosa durante 30 minutos a 67°C, en un baiio termostatizado.

5. Seguidamente, se procedié a mezclar ambas fases (polimérica y acuosa) bajo agitacién mecdnica a una
velocidad de agitacion de 8.000 rpm, incorporando la fase acuosa sobre la fase polimérica, previamente
calentada a la misma temperatura que la fase acuosa (67°C), para evitar cambios bruscos de temperatura

durante la interposicion,; la agitacién se mantuvo durante 5 minutos.

6. Finalmente, se dejo evaporar el disolvente orgdnico bajo agitacién mecénica a 2.000 rpm durante 24 horas.
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7. Con el objetivo de eliminar los residuos de la sintesis, se realizé una limpieza de la suspensién de litex
magnético utilizando un imdn permanente. La técnica utilizada consistié en la repeticién sucesiva de las
siguientes operaciones: re-dispersién en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos, sedimentacién sobre
imédn permanente de 0,42 T, extraccion del sobrenadante y sustitucién con agua ultrapura. Este proceso
de limpieza se controlé midiendo la conductividad del sobrenadante y se considerd finalizado cuando la
conductividad eléctrica era inferior a 10 uS/cm, y el sobrenadante era transparente.

Todos los reactivos quimicos utilizados en esta sintesis tenfan calidad analitica y fueron adquiridos a Panreac
(Espafia), con la excepcién del polimero etilcelulosa (CAS Number: 9004-57-3; proporcionado por ICN Biomedical
Inc., EE.UU.) y del hierro carbonilo (BASF, Alemania). El agua utilizada es desionizada y filtrada con un dispositivo
Milli-Q Academic System (Millipore, Francia).

Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion fisica (estructura, composicién quimica, superficie especifica, y propiedades eléctricas y termo-
dindmicas superficiales) de las nanoparticulas previamente obtenidas permite apreciar cémo presentan un comporta-
miento similar al de las particulas puras de ldtex de etilcelulosa. En concreto, las determinaciones del potencial zeta
en funcién de la fuerza iénica y del pH, muestran una-similitud entre las nanoparticulas de la invencién y las parti-
culas puras de ldtex de etilcelulosa. Esto sugiere que el recubrimiento que comprende el ldtex de etilcelulosa recubre
eficazmente al hierro carbonilo, obteniéndose unas nanoparticulas que, desde el punto de vista de su carga eléctrica
supetficial, son casi indistinguibles del litex de etilcelulosa. En este sentido, el estudio de la termodindmica superficial
demuestra que la naturaleza hidréfila del hierro carbonilo se modifica y las particulas adquieren un cardcter hidréfobo,
como el polimero, cuando son recubiertas por el litex de etilcelulosa. Este andlisis termodindmico coincide con el
eléctrico al indicar que el recubrimiento es completo, ya que las componentes de la energfa libre superficial coinciden
casi completamente con las correspondientes al pseudolatex de etilcelulosa. Las propiedades magnéticas del hierro
carbonilo y de las nanoparticulas obtenidas también han sido analizadas, aprecidndose las similitudes entre ambas,
con la Unica diferencia de que el recubrimiento de ldtex de etilcelulosa reduce la magnetizacion de la muestra. Por
tanto, esas nanoparticulas presentan una superficie comparable a la del ldtex de etilcelulosa puro y la capacidad de
ser magnetizables. De esta manera, se dota al ldtex de etilcelulosa de la capacidad de responder a campos magnéticos
aplicados.

La Figura la recoge las fotografias de unas nanoparticulas de la invencién obtenidas por microscopia electrénica
de alta resolucién de campo oscuro (Dark-Field HRTEM, realizadas con el microscopio electrénico de transmision de
alta resolucion STEM PHILIPS CM20, Holanda) de las nanoparticulas obtenidas. Como puede apreciarse, el niicleo
de hierro carbonilo estd recubierto por una capa de aproximadamente 30 nm de grosor. Las particulas recubiertas
constituyen un sistema moderadamente polidisperso (550 + 150 nm). El anillo blanquecino corresponde al latex de
etilcelulosa ya que, como puede apreciarse en la microfotografia electrénica de barrido (SEM, realizada con el mi-
croscopio electrénico de barrido Zeiss DSM 950, Alemania) de la Figura 1b, la morfologia y la superficie de las
nanoparticulas de la invencién es idéntica a la del polimero puro (Figura 1c). Esto demuestra que el recubrimiento de
los miicleos magnéticos por el polimero (ldtex de etilcelulosa) es muy eficaz.

Con respecto a la superficie especifica de los materiales, determinada mediante el aparato Quantasorb Jr. (Quan-
tachrome, USA), su reduccién en el hierro carbonilo (1,72 + 0,23 m?/g), al ser recubierto por el ldtex de etilcelulosa,
constituye una nueva prueba de la eficacia del recubrimiento. De hecho, la similitud entre la superficie especifica de las
particulas de ltex de etilcelulosa (0,79 + 0,17 m*/g) y de las nanoparticulas obtenidas (0,86 = 0,08 m*/g) se explica
por el revestimiento de los niicleos de hierro carbonilo por el ldtex de etilcelulosa, ya que las particulas tienen tamafios
similares.

En cuanto a los espectros de infrarrojos (Fig. 2), obtenidos con un espectrémetro de infrarrojos Nicolet 20 SXB
(USA), se aprecia cémo todas las bandas de la efilcelulosa estdn presentes en el espectro de las nanoparticulas de la
invencidn, lo que constituye una clara indicacién de que el recubrimiento observado en las Figuras la y 1b corresponde
al latex de etilcelulosa. LLa reduccién en la intensidad de banda del espectro de las nanoparticulas de la invencién es
consecuencia de la menor cantidad relativa de latex de etilcelulosa en este tipo de particulas (Silverstein R.M., Webster
F.X., Spectrometric Identification of Organic Compounds, 6* Ed., John Wiley & Sons, New York, 1998).

Para el analisis de las propiedades eléctricas superficiales se utilizo la teorfa de O’Brien y White [O’Brien R.W.,
White L.R., J. Chem. Soc. Faraday Trans., 2(274), 1607, 1978] para la conversién de los valores de movilidad elec-
troforética (obtenidos con el aparato Malvern Zetasizer 2000, Inglaterra) en valores de potencial zeta (). El estudio
electrocinético se centr6 en primer lugar en el andlisis del efecto del pH sobre el potencial zeta en presencia de una
concentracién 10 M de NaNO; (Figura 3a). Esta técnica electrocinética es una herramienta muy ttil para realizar una
comprobacién cualitativa de la eficacia del recubrimiento, debido a las grandes diferencias entre los valores de poten-
cial zeta de los micleos magnéticos y de las particulas poliméricas. Concretamente, la Figura 3a muestra claramente
que la relacién £-pH en las nanoparticulas obtenidas estd dominada en gran medida por el recubrimiento de ldtex
de etilcelulosa. Esto indica que el recubrimiento polimérico de las particulas de hierro carbonilo es bastante eficaz,
por lo que las nanoparticulas obtenidas, desde un punto de vista electrocinético, son cualitativamente similares a las
particulas de latex de etilcelulosa. También determinamos el potencial ¢ de los tres tipos de particulas en funcién de
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las concentraciones de NaNO; a un pH fijo (pH = 5,5 fijo), con el objetivo de confirmar estos resultados (Figura 3b).
Como puede observarse, el efecto de 1a concentracién de NaNO; es diferente en cada caso no sélo con respecto a los
valores medios de £, sino también al tener en cuenta su relacién con la concentracién de electrolito. Nuevamente, se
aprecia cémo los valores de potencial { en las nanoparticulas de la invencién estdn dominados en aran medida por el
recubrimiento de ldtex de etilcelulosa.

La caracterizacién termodindmica superficial permite analizar la naturaleza del recubrimiento de l4tex de etilcelu-
losa, basdndose en la determinacién de dngulos de contacto de liquidos seleccionados sobre comprimidos elaborados
con las particulas, y medidos utilizando un goniémetro Ramé-Hart 100-00 (USA). Los datos de los dngulos de contacto
formados por los tres liquidos (agua, formamida y a-bromonaftaleno), a 25,0 + 0,5°C, sugieren diferencias signifi-
cativas entre las particulas de hierro carbonilo, las de latex de etilcelulosa y las nanoparticulas de la invencién (ver

Tabla 1).

TABLA 1

Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones en comprimidos de hierro carbonilo,
ldtex de etilcelulosa y nanoparticulas de la invencion

) LIQUIDO
SOLIDO Agua Formamida a-bromonaftaleno
Hierro carbonilo 270+11 21,5207 16,7 £0,5
Latex de
etilcelulosa 65,3%0,7 62,9408 30,1 £3,1
Nanoparticuias
obtenidas 64,113 60,315 294+12

Estos cambios determinan las caracteristicas hidréfobas/hidréfilas de los materiales. De esta manera, puede uti-
lizarse la evaluacién de la energifa libre de interaccién AGgg (sin considerar el componente electrostdtico), entre las
fases solidas inmersas en el liquido, para determinar cudndo un material es considerado hidréfobo o hidréfilo (van Oss
C.J., Interfacial Forces in Aqueous Media, Marcel Dekker Inc., New York, 1994). Si el valor de AGg; 5 es negativo, las
interacciones interfaciales favorecerdn la atraccion entre las particulas, siendo consideradas hidréfobas; por el contra-
rio, el cardcter hidréfilo corresponderd a valores positivos de AGET. Como puede apreciarse en la Fig. 4, la naturaleza
hidrdfila del hierro carbonilo se transforma en hidréfoba, al igual que el l4tex de etilcelulosa, cuando es recubierto por
éste.

Otro aspecto de gran importancia es el andlisis de las propiedades magnéticas de las nanoparticulas obtenidas tras
el recubrimiento del metal sensible a los campos magnéticos con el polimero etilcelulosa. El estudio del ciclo de
histéresis de los niicleos de hierro carbonilo y de las nanoparticulas de la invencién (realizado con un magnetSmetro
Manics DSM-8, Francia) revelé que ambos materiales posefan un cardcter magnético blando (Figura 5), ya que efec-
tivamente, las ramas ascendentes y descendentes de este ciclo de histéresis son dificilmente distinguibles. Como se ha
observado previamente [Ren J., Hong H.-Y,, Ren T.-B., Teng X.-R., Mater. Lett., 59, 2655, 2005; Arias J.L., Gallardo
V., Linares-Molinero F., Delgado A.V.,, I. Colloid Interf. Sci., 299, 599, 2006; Arias J.I.., Gallardo V., Gémez-Lopera
S.A., Delgado A.V.,J. Biomed. Nanotech., 1(2), 214, 2005], el cardcter magnético de las nanoparticulas obtenidas era
similar al de los micleos sensibles a los campos magnéticos, a excepcion de que el recubrimiento de latex de etilce-
lulosa reduce la magnetizacién de estas particulas. A partir de los tramos lineales de las curvas (campos bajos) en la
Figura 5, se puede estimar la susceptibilidad inicial: y; = 22,1 + 0,2 para el hierro carbonilo y y; = 9,1 £ 0,1 para las
nanoparticulas obtenidas. También es significativa la reduccion de la magnetizacion de saturacion que provoca el recu-
brimiento de etilcelulosa: 1.698 + 5 kA/m para el hierro carbonilo (similar al obtenido en particulas de 6 ym de tamaiio
(Phulé PP, Mihalcin M.T., Gene S., J. Mater. Res., 14, 3037, 1999) y 703,3 + 0,8 kA/m para las nanoparticulas de la
invencion.

Finalmente, se evalud la respuesta a campos magnéticos externos de las nanoparticulas obtenidas mediante un
andlisis al microscopio Optico de una suspension acuosa expuesta a un campo magnético de 0,2 T. Como puede
verse en la Figura 6, 1a distribucidn inicialmente homogénea de las particulas se modificé totalmente, observdndose
la formacién de agregados en cadena paralelos a las lineas de campo. Esto es debido a que la interaccién magnética
representa una contribucién predominante sobre las interacciones coloidales entre las nanoparticulas de la invencién
(electrostaticas, de van der Waals y de hidratacién o 4cido-base), a pesar de la presencia del recubrimiento de latex de
etilcelulosa.
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Ejemplos 2-14

Produccion de nanoparticulas adicionales que comprenden un niicleo de hierro carbonilo y una capa de recubrimiento
que comprende un ldtex de etilcelulosa

Siguiendo el procedimiento sintético descrito en el Ejemplo 1 pero efectuando las variaciones mencionadas en
la Tabla 2 se han obtenido distintas nanoparticulas constituidas por un nticleo de hierro carbonilo y una capa de
recubrimiento que comprende un ldtex de etilcelulosa. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2.

TABLA 2

Ejemplos adicionales de produccion de nanoparticulas

Ejemplo Variacion en la sintesis Tamano de Grosor del
n° particula (hnm) recubrimiento
2 Hierro carbonilo: 0,133 % (p/v) 570+120 40 nm
3 Hierro carbonilo: 0,399 % (p/v) 520 + 130 15 nm
4 Laurilsulfato sédico: 0 % (p/v) 520+ 170 10 nm
Polietilenglicol 4000: 0,5 % (p/v)

5 Laurilsulfato sédico: 0,25 % (p/v) 560 + 160 15 nm
Polietilenglicol 4000: 0,25 % (p/v)

6 Laurilsulfato sédico: 0,375 % (p/v) 570+ 150 15 nm
Polietilenglicol 4000: 0,125 % (p/v)

7 Laurilsulfato sédico: 0,5 % (p/v) 520 + 180 10 nm
Polietilenglicol 4000: 0 % (p/v)

8 HNO; 10" N 560 + 300 30 nm

9 HNO; 10° N 540 + 270 30 nm

10 HNO; 10° N 520 + 130 15 nm

11 HNO; 10° N 530 + 140 10 nm

12 Velocidad de agitacion en el 540+ 130 15 nm
mezclado de las fases: 12.000 rpm

13 Velocidad de agitacion en el 520 +120 10 nm
mezclado de las fases: 18.000 rpm

14 Velocidad de agitacion en el 510+ 130 10 nm
mezclado de las fases: 20.500 rpm

Ejerplo 15

Incorporacion de farmacos por nanoparticulas que comprenden un niicleo de hierro carbonilo y una capa de recubri-
miento que comprende un ldtex de etilcelulosa

Como ejemplo ilustrativo de la capacidad de incorporacién de farmacos por las nanoparticulas de la invencién,
se aportan los resultados preliminares de la incorporacién en superficie (adsorcién) y en el interior (absorcion) del
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) diclofenaco sédico.

La vehiculizacién de un formaco por las nanoparticulas de la invencidn puede realizarse mediante dos métodos:

- Método (A): comprende la adsorcion del farmaco sobre la superficie de las nanoparticulas tras la sintesis e
incubacién de las nanoparticulas de la invencién en una disolucién acuosa de farmaco; o

- Método (B): comprende la adicién del farmaco en el momento en el que se forman las nanoparticulas (es
decir, el formaco forma parte de la fase acuosa que comprende una suspensién acuosa de particulas de un
metal sensible a campos magnéticos), con lo que el farmaco queda atrapado principalmente en el interior
de dichas nanoparticulas (absorcién).

El estudio de la vehiculizacién superficial del AINE diclofenaco sédico por las nanoparticulas de la invencion se ha
centrado en la evaluacién del grado de unién a la superficie de éstas, mediante determinaciones espectrofotométricas
(Dynko, Spectrometer 8500 UV-Vis, Dinamarca). Por tanto, para estimar la adsorcidn de este farmaco, se determiné la
absorbancia dptica de los sobrenadantes obtenidos tras poner en contacto las nanoparticulas de la invencién (obtenidas
segun el Ejemplo 1) con soluciones de concentraciones prefijadas del fArmaco, durante 24 horas, a 25,0 £ 0,5°C y bajo
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agitacién mecdnica (50 rpm). Para ello, se prepararon una serie de disoluciones de 5 ml. de volumen con diferente
concentracién molar de diclofenaco sédico (107, 5107, 107, 5x107 y 1072 M). Una vez retirada una muestra del
medio para la posterior comparacion, se procedié a afiadir las nanoparticulas de la invencién en cantidad suficiente
como para tener una concentracion final del 1% (p/v). Tras 24 horas de contacto se procedié a la separacion de los
sobrenadantes mediante doble centrifugacidn a 13.500 rpm durante 20 minutos, para la determinacién del espectro de
absorcion de éstos. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Los resultados obtenidos, muestran un efecto positivo de la concentracién de formaco en el grado de adsorcién
de éste por las particulas de la invencidn. La Figura 7 muestra la cantidad de diclofenaco sédico adsorbida por las
nanoparticulas de la invencion, en funcién de la concentracién de formaco en el equilibrio. Como puede apreciarse, la
adsorcién de este AINE (diclofenaco sddico) por las nanoparticulas de la invencidn aumenta con la cantidad de farmaco
en solucién, sugiriéndose una saturacién de la adsorcién para una concentracién superior a 1072 M. La cantidad
médxima vehiculizada por las nanoparticulas de la invencidn, en las condiciones estudiadas, fue de 390 + 7 pmol/m?.

Con respecto al estudio de la absorcion de farmaco, se analizd la influencia de 1a concentracién de formaco utilizada
en su captacién en el interior de las nanoparticulas de la invencion. Este anélisis se realizé siguiendo el procedimiento
de determinacién espectrofotométrico ya descrito en el estudio de adsorcién. Para la obtencién de las nanoparticulas
de la invencién conteniendo diclofenaco sédico atrapado mayoritariamente (absorbido) en el interior de dichas nano-
particulas se siguié el procedimiento sintético descrito en el Ejemplo 1 pero introduciendo como tnica variable en
la metodologfa de sintesis de tales nanoparticulas la concentracién de diclofenaco sédico que forma parte de la fase
acuosa (que comprende una suspensioén acuosa de particulas de un metal sensible a campos magnéticos). Las concen-
traciones molares utilizadas fueron: 10-4, 51074, 107, 5107 y 1072 M. Los experimentos se repitieron tres veces
con cada una de las concentraciones molares de diclofenaco sédico.

La Figura 8 muestra la cantidad de diclofenaco sédico absorbido por las nanoparticulas de la invencidn en funcién
de la concentracién de este farmaco en el equilibrio. Como puede apreciarse, la absorcién aumenta con la concentra-
ci6n de formaco presente en el medio de polimerizacién, sugiriéndose una tendencia a la saturacion para concentracio-
nes superiores a las ensayadas. De esta manera, los valores de densidad de absorcién de diclofenaco sédico obtenidos,
pasan de 235 + 5 umol/g para la concentracién inicial menor (10 M), a 780 + 15 umol/g cuando la concentracion
inicial utilizada es 107 M.
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REIVINDICACIONES
1. Una nanoparticula con un didmetro medio inferior a 1 micrometro que comprende un recubrimiento y un nticleo
magnético, en la que dicho recubrimiento comprende un ldtex de etilcelulosa y dicho nicleo magnético comprende, al
menos, una particula de un metal sensible a campos magnéticos con un didmetro inferior a 0,95 micrometros.

2. Nanoparticula segun la reivindicacién 1, en la que dicho ldtex de etilcelulosa es un polimero de celulosa de
férmula (I)

- e
3 R?ioo__R

\
)

en donde cada grupo R se selecciona independientemente entre hidrégeno y etilo, estando el grado de etoxilacidn
comprendido entre el 10% y el 90%, preferentemente entre el 30% y el 70%, m4s preferentemente entre el 40% y el
60%; y “n” estd comprendido entre 20 y 50.

3. Nanoparticula segtin la reivindicacion 1 6 2, en la que dicho metal sensible a campos magnéticos se selecciona
entre el grupo que consiste en hierro carbonilo, magnetita, maghemita, ferritas de niquel, ferritas de cobalto, ferritas
de cadmio, ferritas de hierro, ferritas de niquel-zinc-cobre, ferritas de bario, ferritas de estroncio, ferritas de cobalto-
niquel, y mezclas de los mismos.

4. Nanoparticula segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el didmetro medio de las particulas de
metal sensible a los campos magnéticos es inferior a 0,8 micrometros, preferentemente inferior a 0,7 micrometros, mas
preferentemente comprendido entre 0,1 y 0,6 micrometros, atin mas preferentemente entre 0,2 y 0,55 micrometros.

5. Nanoparticula segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, cuyo didmetro medio estd comprendido entre 200
y 950 nanometros, preferentemente entre 250 y 800 nanometros, mds preferentemente entre 275 y 700 nanometros,
ain més preferentemente entre 300 y 600 nanometros

6. Nanoparticula segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proporcidn en peso (latex de etilce-
lulosa):(metal sensible a campos magnéticos) estd comprendida entre 6:1 y 1:6, preferentemente entre 4:1 y 1:4, més
preferentemente 4:2 aproximadamente.

7. Un método para la produccién de nanoparticulas segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:
a) preparar una fase orgdnica mediante disolucién de etilcelulosa en un disolvente inmiscible en agua, reposo
de la disolucion resultante, adicién de un disolvente seleccionado del grupo formado por alcanos C;-Cy
lineales o ramificados hasta una concentracién comprendida entre el 0,5% y el 5% en peso con respecto al

peso total de la disolucién y calentamiento a una temperatura comprendida entre 50°C y 90°C;

b) preparar una fase acuosa que comprende una suspensién acuosa de particulas de un metal sensible a campos
magnéticos, con un didmetro medio inferior a 0,95 micrometros, comprendiendo dicha suspension acuosa,
ademas, un dcido o una base inorgdnica en una concentracién comprendida entre 10° Ny 107" N, y, al
menos, un tensioactivo en una concentracién comprendida entre 0,01% y 5% en peso con respecto al peso
total de dicha suspension, mediante la mezcla de los distintos componentes en las cantidades apropiadas;

¢) calentar dicha fase acuosa a una temperatura comprendida entre 50°C y 90°C; y

d) mezclar dicha fase orgédnica y dicha fase acuosa, bajo agitacion;

en donde la etapa b) puede realizarse antes o después de la etapa a), o de forma simultanea.

16
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8. Método segtin la reivindicacién 7, en el que el disolvente inmiscible en agua utilizado en la etapa a) es una
mezcla de benceno y etanol.

9. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, en el que dicho aleano C;-Cy lineal o ramificado se
selecciona del grupo formado por n-butano, i-butano, 2,2-dimetilbutano, 2,3-dimetilbutano, n-pentano, i-pentano, 2-
metilpentano, 3-metilpentano, n-hexano, 2-metilhexano, 3-metilhexano, n-heptano, 2-metilheptano, n-octano, 2-meti-
loctano, n-nonano, 2-metilnonano, n-decano, n-undecano, n-duodecano, metilciclohexano y sus mezclas.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que la concentracion del ldtex de etilcelulosa en
la fase orgdnica (etapa a)) estd comprendida entre 15% y 20% en peso respecto al peso total de dicha fase orgdnica.

11. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que dicho 4cido inorgénico es acido nitrico
(HNO:).

12. Método segun la reivindicacién 11, en el que dicho 4cido nitrico (HINO;) estd presente en una concentracion
comprendida entre 107 N'y 107! N, preferentemente entre 10 N'y 102 N, mds preferentemente alrededor de 107 N.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que dicha base inorganica es hidréxido sédico
(NaOH).

14. Método segun la reivindicacién 7, en el que dicho tensioactivo se selecciona entre un dextrano, un éster de
polioxietilensorbitano, un éster de sorbitano, un polietilenglicol, laurilsulfato sédico (1.SNa), cetiltrimetil amonio y
sus mezclas.

15. Método segtin la reivindicacién 14, en el que dicho tensioactivo se selecciona entre LSNa, polietilenglicol 4000
y sus mezclas.

16. Método segtn la reivindicacién 7, que comprende, ademds, la eliminacidn del disolvente utilizado en la etapa

a).

17. Método segun la reivindicacién 7 ¢ 16, que comprende, ademds, someter la mezcla obtenida a un campo
magnético.

18. Un sistema transportador de férmacos que comprende, al menos, una nanoparticula segiin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, y, al menos, un farmaco.

19. Sisterna segtn la reivindicacién 18, en el que dicho farmaco es una agente antitumoral, antineopldsico o an-
ticancerigeno, un agente antiinflamatorio, un farmaco utilizado en el tratamiento de la artrosis o artritis, un agente
antiparkinsoniano, un farmaco itil para emboloterapia o un farmaco para el catabolismo de tumores mediante hiper-
termia.

20. Sistema segtin la reivindicacién 18, que comprende un tinico formaco.

21. Sistema segtin la reivindicacion 18, que comprende dos o mds fArmacos diferentes.

22. Una composicion farmacéutica que comprende, al menos, un sistema transportador de formacos segtin cual-
quiera de las reivindicaciones 18 a 21, junto con, al menos, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

23. Una composicién que comprende al menos una nanoparticula segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y
un vehiculo.

24. Empleo de nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el tratamiento de aguas residua-
les, en la fabricacién de biosensorés, en la inmovilizacidn de enzimas, en la separacién magnética por afinidad de
biomoléculas, en la seleccion de un tipo de células de entre una poblacién celular, en xerografia o en electrografia.

25. Empleo de nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, como agente de contraste por reso-
nancia magnética o en la elaboracion de un agente de contraste por resonancia magnética.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinién se ha realizado sobre |a base de |a solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA N2 de solicitud: 200702051

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la reali-
zacion de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 International Journal of Pharmaceutics Vol.339 paginas 237-245 18.07.2007
Doz ARRUEBO, M. "Magnetic nanoparticles for drug delivery” 17.02.2005

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la presente invencién son hanoparticulas que comprenden un recubrimiento con latex de etilcelulosa y un nicleo
magnético (hierro carbonilo, magnetita, maghemita,etc.) con un didmetro inferior a 0,95 micrémetros. Asi como su método de
obtencién y su uso como transportador de farmacos, tratamientos de aguas residuales, fabricacién de biosensores, inmoviliza-
cién de enzimas,...

El documento de D01 describe en método de preparacion de nanoparticulas que comprenden un nucleo de hierro carbonilo
(con un didmetro medio de 520nm) y un recubrimiento de latex de etilcelulosa (apartado 1.). Dicho método comprende la
preparacion de una fase organica mediante de disolucion de etilcelulosa en una mezcla de benceno/etanol y una fase acuosa
de hierro carbonilo en HNO3 ( 10-3N), la eliminacion del disolvente de la fase organica (mediante evaporacién y agitacién a
2000 r.p.m. a temperatura ambiente), la adicion de polietilenglicol y dodecil sulfato de sodio, el calentamiento a 67°C (8000 rpm)
y sumezcla bajo agitacion (apartado 2.2.1). A su vez, describe la preparacién de un farmaco mediante su disolucién bienen la
fase acuosa o bien en la fase organica. Se destaca el uso de las particulas resultantes como transportador de farmacos gracias
a su tamafio, biocompatibilidad y capacidad de respuesta a campos magnéticos (apartado 4). Asi por tanto, las caracteristicas
técnicas recogidas en las reivindicaciones 1-25 derivan directamente y sin equivoco del documento citado. En consecuencia,
se considera que el objeto de dichas reivindicaciones carece de novedad y actividad inventiva (Art.6.1y 8.1 de la L.P)
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