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@ Resumen:

Nanoparticulas bioadhesivas para la administracién de
moléculas biolégicamente activas.

La invencion se relaciona con nanoparticulas para la ad-
ministracién de moléculas biolégicamente activas, que
comprenden un polimero biodegradable, preferentemen-
te el copolimero de metil vinil éter y anhidrido maleico
(PVM/MA), y tiamina. Estas nanoparticulas son faciles de
producir, y dan excelentes caracteristicas de bioadhesion,
tamafo y potencial zeta que las hace adecuadas para la
administracion de moléculas activas. El procedimiento de
obtencion de las nanoparticulas se realiza por incubacion
simple durante un corto periodo de tiempo con las na-
noparticulas preformadas en un medio acuoso. La mo-
lécula biologicamente activa puede incorporarse durante
el proceso de formacion de las nanoparticulas por desol-
vatacién o tras la modificacién con tiamina. Por via oral
estas nanoparticulas desarrollan interacciones bioadhe-
sivas con la mucosa gastrointestinal, incluyendo el tejido
linfoide asociado a mucosas (placas de Peyer), lo cual es
de utilidad para aumentar la biodisponibilidad oral de di-
versos farmacos o para inducir respuestas inmunitarias a
nivel de mucosas. Asi, cuando las nanoparticulas contie-
nen un antigeno, en el interior de la matriz de las nanopar-
ticulas, la mezcla resultante es capaz de inducir fuertes
respuestas inmunitarias frente al antigeno encapsulado.
Este efecto estimulante de la respuesta inmunitaria es Util
para vacunacion e inmunoterapia.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 951 B1

DESCRIPCION

Nanoparticulas bioadhesivas para la administracién de moléculas biol6gicamente activas.
Campo de la invencién

La invencion se relaciona con nanoparticulas bioadhesivas, a base de un polimero biodegradable y tiamina, proce-
dimientos para su fabricacién, formulaciones que las contienen y sus aplicaciones.

Antecedentes de la invencion

En los ultimos afios las nanoparticulas poliméricas biodegradables han sido propuestas como nuevos sistemas
transportadores de fairmacos o moléculas biolégicamente activas. En el caso de la administracién de formacos a través
de mucosas, las caracteristicas mas importantes que ofrecen a la molécula bioldgicamente activa que incorporan son:
(1) proteccion frente a una posible degradacion fisico-quimica y/o enzimdtica (incremento de su vida media en el
organismo); (ii) liberacién controlada del farmaco incorporado (efectos sostenidos que permiten disminuir el niimero
de tomas); (iii) interaccidon/adhesion con la superficie de la mucosa donde tiene lugar la absorcién o la accién del
farmaco (incremento de su biodisponibilidad); y (iv) en el caso de vacunacion, facilitan la presentacién del antigeno
incorporado a las células presentadoras de antigeno.

La via oral es la ruta mas conveniente y popular para la administracién de formacos. Sin embargo, la biodisponibi-
lidad de una determinada molécula activa depende (i) de las caracteristicas de la molécula del farmaco y de su forma
farmacéutica de administracidn, y (ii) de las condiciones fisioldgicas presentes en el tracto gastro-intestinal, tales como
la presencia de enzimas proteoliticas, los movimientos peristdlticos y el metabolismo presistémico. El uso de nano-
particulas poliméricas puede ser una buena estrategia para superar algunos de estos obstaculos. En principio, estos
transportadores poseen una gran superficie especifica con lo que su interaccién con el soporte biolégico (la mucosa
gastrointestinal) estd facilitada. Igualmente, el control de la liberacién del farmaco, permite prolongar en el tiempo
el efecto de moléculas con semi-vidas bioldgicas bajas. Por otra parte, las nanoparticulas pueden ser captadas por las
células de las placas de Peyer y por los foliculos de tejido linfoide. Este fendmeno permite direccionar el farmaco
hacia la via linfatica y, en el caso de vacunas, facilitar su presentacién antigénica. Sin embargo, las nanoparticulas
convencionales a base de polimeros biodegradables presentan algunas desventajas importantes con respecto a su uso
por via oral: (i) cierta inestabilidad en los liquidos gastrointestinales, (ii) un bajo grado de absorcién intestinal y (iii)
un tropismo o adhesion no especifica en la mucosa gastrointestinal.

Una posible estrategia para minimizar estos inconvenientes asociados al uso de nanoparticulas convencionales, se
basa en la utilizacién de nanoparticulas recubiertas con determinados ligandos con especificidad por determinados
receptores del la mucosa. Los principales ligandos propuestos para la preparacion de estos conjugados nanoparticula-
ligando han sido, hasta el momento: (i) anticuerpos; (ii) adhesinas, invasinas u otras proteinas bacterianas; (iii) car-
bohidratos; (iv) vitamina B,; y lectinas. De entre todos estos tipos de ligandos, las lectinas parecen ser los ligandos
mds versdtiles. Estas moléculas son proteinas o glicoproteinas, de origen no inmunogénico, capaces de reconocer
especificamente aztcares localizados en los glicoconjugados.

Diferentes estudios han demostrado la adhesion especifica a determinadas zonas del tracto gastrointestinal me-
diante conjugados entre particulas y lectinas. Asi, por ejemplo, se ha visto que la lectina del tomate (Lycopersicon
esculentum) posee buena afinidad por la mucosa del intestino. Sin embargo, los conjugados con esta lectina tienen
muy poca afinidad por las placas de Peyer. Tras la administracion en ratas de conjugados se ha observado un retraso
del transito intestinal y, ademads, un aumento en su absorcion. Igualmente, conjugados a base de 4cido polilactico y las
lectinas de L. esculentum 'y Lotus tetragonobolus han permitido el aumento de la fraccién de particulas adheridas al
tracto intestinal.

Otro posible ligando puede ser la tiamina. La tiamina (o vitamina B1) es esencial para el normal desarrollo de las
funciones celulares y el crecimiento. Los mamiferos no pueden sintetizar esta vitamina y, por ello, debe ser obtenida via
absorcion intestinal desde los alimentos procesados o tras su sintesis por la microflora del intestino grueso. El proceso
de absorcién de la tiamina es bastante complicado; aunque se ha propuesto un mecanismo basado en la existencia de
un receptor (asociado a una bomba de protones) que se encuentra localizado en las membranas basolaterales del jejuno
y del leon. Recientemente, se ha descrito que, en humanos, el transportador de tiamina se expresa a lo largo de todo
el tracto gastrointestinal, aunque de forma mayoritaria en la membrana apical del “borde en cepillo”.

El uso de tiamina como ligando de nanoparticulas ha sido investigado en los dltimos afios. Asi, se ha descrito
que la tiamina puede ser un buen ligando para facilitar la unién o la asociacién de las nanoparticulas a la barrera
hematoencefdlica y para interaccionar con células de tumor de mama. Sin embargo, hasta la fecha no se tiene conoci-
miento del uso de la tiamina como ligando para dirigir nanoparticulas destinadas a la administracién oral de moléculas
biolégicamente activas, incluyendo su uso como adyuvantes para vacunacion e inmunoterapia.

Uso de adyuvantes en vacunacion
El empleo de adyuvantes particulados en forma de emulsiones, microparticulas, ISCOMS o liposomas ha sido

evaluado anteriormente por diversos grupos de investigacion [Singh and O’Hagan, Int. J. Parasitology, 33 (2003) 469-
478].
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La captura de antigenos por “células presentadoras de antigenos” se incrementa cuando estos se asocian con parti-
culas poliméricas o se incluyen dentro de ellas. Poliésteres biodegradables y biocompatibles se emplean en humanos
y animales desde hace afios como sistemas de liberacién controlada de antigenos. En contraposicién a los adyuvantes
de aluminio, las micro- y nanoparticulas son efectivas en la induccién de respuestas inmunitarias celulares y cito-
toxicas en ratén. En ratén, la inmunizacién oral con microparticulas induce potentes respuestas inmunitarias a nivel
de mucosas y sistémicas frente a los antigenos encapsulados. Esta capacidad es consecuencia de su internalizacién
por células especializadas del tejido linfoide de las mucosas. La inmunizacién por via de las mucosas con diferentes
sistemas particulados ha demostrado su eficacia frente a distintos patégenos, como Bordetella pertussis, Chlamidia
trachomatis, Salmonella typhimurium 'y BruceLla sp.

Uso de adyuvantes en inmunoterapia

El tratamiento de las enfermedades alérgicas puede abordarse fundamentalmente de tres maneras distintas: (i)
evitando todo contacto con el alergeno; (ii) utilizando farmacos antihistaminicos, y (iii) mediante inmunoterapia.
Teniendo en cuenta que las dos primeras medidas son, en ocasiones, no aplicables, la inmunoterapia seria el método
mads adecuado de control.

La inmunoterapia especifica con alergenos ha sido definida como la administracién repetida de alergenos a pa-
cientes con trastornos de salud mediados por IgE, con el propdsito de proporcionar proteccion contra los sintomas
alérgicos y las reacciones inflamatorias asociadas con la exposicion natural a estos alergenos.

Esta alternativa de tratamiento estd dirigida a potenciar un predominio funcional de la respuesta Th1 respecto a la
respuesta Th2, lo cual hara que se inhiba la sintomatologia alérgica. Esta modulacién hacia Th1 es también aplicable en
otros procesos, tales como el control mediante vacunacion frente a parasitos intracelulares bacterianos (e.g., Brucella
o Salmonella).

Se han descrito nanoparticulas de copolimero de polivinil metil éter y anhidrido maleico (PVM/MA) [WO02/
069938], opcionalmente pegiladas [ES2246694], utiles como vehiculos de farmacos. Asimismo, se ha descrito el uso
de dichas nanoparticulas de PVM/MA como sustancias estimuladoras de la respuesta inmune.

No obstante, aunque se ha descrito el empleo de diversos vectores de origen no bioldgico, por ejemplo, nano-
particulas, como adyuvantes en inmunoterapia o en vacunas para la administraciéon de antigenos y/o alergenos, sigue
existiendo la necesidad de proporcionar adyuvantes alternativos a los existentes con el fin de aumentar el arsenal de
posibilidades para la elaboracidn de vacunas y composiciones para inmunoterapia. Ventajosamente, dichos adyuvantes
deberian ser utiles para su empleo en inmunizacion o inmunoterapia por via oral sin necesidad de tener que utilizar
dosis de alergeno o antigeno muy elevadas. Como es conocido, a pesar de sus potenciales ventajas, la inmunizacién
oral con fines terapéuticos o profildcticos tiene que hacer frente a diferentes obstaculos, ya que la dosis de principio
activo inmunogénico o alergénico requerido para un efecto clinico beneficioso es extremadamente grande debido a
una pérdida de potencia del inmunégeno. Asi, debido a la, en general, poca estabilidad del alergeno o del antigeno en
el tracto gastrointestinal (condiciones de pH y presencia de enzimas hidroliticas), las dosis deben ser siempre muy su-
periores (hasta 200 veces) a las utilizadas normalmente por via subcutdnea. Ademads, la mucosa gastrointestinal actda
como una barrera muy poco permeable a la absorcién de estas macromoléculas.

Compendio de la invencion

El objeto de la presente invencién es proporcionar nanoparticulas que solucionen los problemas mencionados
anteriormente, es decir, que puedan ser administradas por via oral y sean estables y especificas, que tengan buenas
caracteristicas bioadhesivas para interaccionar con las mucosas, que sean capaces de transportar un amplio grupo de
moléculas activas y que liberen la molécula activa de forma controlada. Como caracteristica adicional se pretende
que dichas nanoparticulas actiien como adyuvantes en vacunas e inmunoterapia potenciando la respuesta inmune de
antigenos o alergenos.

Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, que dichos problemas pueden resolverse mediante unas nanopar-
ticulas formadas por un polimero biodegradable y tiamina. En particular, se ha encontrado que nanoparticulas que
comprenden o consisten en (i) un copolimero de polivinil metil éter (PVM) y anhidrido maleico (MA) y (ii) tiamina,
ademds de ser faciles de producir, proporcionan excelentes caracteristicas de bioadhesion y tamafio, lo que las ha-
ce adecuadas para la administracién a través de diferentes vias de compuestos o moléculas biolégicamente activas.
Asimismo, se ha podido demostrar que las nanoparticulas proporcionadas por esta invencion que, opcionalmente, con-
tienen una molécula biolégicamente activa, por ejemplo, un alergeno o un antigeno, tienen la capacidad de estimular
o potenciar la respuesta inmunitaria cuando se administran a un sujeto, lo que permite su empleo en inmunoterapia y
vacunas.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con nanoparticulas que comprenden un polimero biodegradable
y tiamina o sus derivados. En una realizacién particular, dicho polimero biodegradable es un copolimero de metil
vinil éter y anhidrido maleico (PVM/MA). En otra realizacion particular, la tiamina se encuentra recubriendo total o
parcialmente la superficie de las nanoparticulas que comprenden dicho polimero biodegradable. En otra realizacién
particular, la relacién en peso entre la tiamina y el polimero biodegradable estd comprendida entre 1:10 y 1:500,
preferentemente, entre 1:10 y 1:100, mas preferentemente alrededor de 1:40.
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Las nanoparticulas proporcionadas por esta invencion pueden ser utilizadas para el transporte de moléculas biol6-
gicamente activas. En este sentido, dichas nanoparticulas pueden incluir una o méds moléculas biolégicamente activas,
cuya naturaleza quimica puede variar dentro de un amplio abanico de posibilidades, incluyendo, pero sin limitarse a,
péptidos, proteinas, dcidos nucleicos (e.g., ADN, ARN, etc.), nucledsidos, nucleétidos, oligonucleétidos, polinucled-
tidos, etc. Dicha molécula biol6gicamente activa puede ser un fairmaco o compuesto con actividad terapéutica o de
diagnéstico, e.g., un agente antitumoral, un protector del sistema nervioso central, un glucocorticoide, etc., un antigeno
para vacunacién o un alergeno para inmunoterapia, entre otros. Por tanto, las nanoparticulas proporcionadas por esta
invencién se pueden utilizar en la elaboracién de composiciones farmacéuticas.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una composicién farmacéutica que comprende dichas nanoparticulas
previamente descritas y una molécula biol6gicamente activa, en donde dicha molécula biolégicamente activa es una
molécula capaz de prevenir, aliviar o curar una enfermedad o una molécula con aplicacién en diagndstico, junto
con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realizacién particular, dicha composicién es una
composicién farmacéuticas destinada para su administracién por via oral o por via parenteral. Si se desea, dicha
composicion farmacéutica puede estar en forma de un liofilizado.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una vacuna o composicién para inmunoterapia que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de las nanoparticulas proporcionadas por esta invencién, previamente descritas, y un
antigeno o alergeno, junto con un vehiculo, adyuvante o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un producto que comprende, de forma separada, a) un antigeno o un
alergeno; y b) una composicion que comprende dichas nanoparticulas basadas en un polimero biodegradable y tiamina,
como composicién potenciadora de la respuesta inmune frente a dicho antigeno o alergeno, como combinacion para
su administraciéon simultdnea o secuencial a un sujeto, en la induccién o estimulacién de una respuesta inmune frente
a dicho antigeno o alergeno en dicho sujeto.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de las nanoparticulas que comprenden un copolimero bio-
degradable y tiamina previamente descritas en la elaboracién de una composicion farmacéutica para la estimulacién
selectiva de la respuesta inmune de Thl, o en la elaboracién de una composicién farmacéutica para la estimulacién
selectiva de la respuesta inmune de Th2, o en la elaboracién de una composicién farmacéutica para la estimulacién
equilibrada de las respuestas inmunes de Th1 y Th2.

En un aspecto adicional, la invencién se relaciona con un procedimiento para la produccién de las nanoparticulas
que comprenden un copolimero biodegradable y tiamina previamente descritas que comprende: a) la desolvatacién
de una solucién organica que comprende un polimero biodegradable, con una solucién hidroalcohdlica, para formar
las nanoparticulas; b) la incubacién simultdnea de las nanoparticulas de polimero biodegradable previamente for-
madas con tiamina en una solucién acuosa; y c) la eliminacién de los disolventes orgédnicos, con lo que se obtiene
una suspensién acuosa de nanoparticulas que comprenden un polimero biodegradable y tiamina. Si se desea, dichas
nanoparticulas pueden estabilizarse mediante el empleo de agentes reticulantes. En una realizacién particular, la con-
centracién del polimero biodegradable en dichas nanoparticulas estd comprendida entre 0,001 y 10% p/v y la de la
tiamina entre 0,001 y 5% p/v.

Para la obtencidn de nanoparticulas cargadas moléculas biolégicamente activas, éstas se pueden incorporar bien
en la fase orgdnica donde previamente se ha disuelto el polimero biodegradable, antes de su desolvatacion, o bien,
posteriormente, en la suspension acuosa de las nanoparticulas ya formadas para que se produzca su asociacion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una fotografia del resultado de un anélisis por microscopia electrénica de barrido para una muestra
liofilizada de nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP).

La Figura 2 es un diagrama que muestra la liberacién del marcador fluorescente (rodamina B isotiocianato, RBITC)
desde las nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP) y de las nanoparticulas control (NP) tras su incubacién en
medios gastrico simulado (FGS) e intestinal simulado (FIS). Los datos se expresan como media = SD (n=3).

La Figura 3 estd formada por unos diagramas que muestran la distribucién de nanoparticulas en el tracto gas-
trointestinal de animales de laboratorio, tras la administracién por via oral de una dosis de 10 mg de nanoparticulas
marcadas con RBITC. La Figura 3a es un diagrama que muestra la distribucién de nanoparticulas recubiertas con
tiamina (T-NP); la Figura 3b es un diagrama que muestra la distribucién de nanoparticulas control (NP); y la Figura
3c es un diagrama que muestra la distribucion de nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) mezcladas con 5 mg
de tiamina libre. El eje X representa los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal [Estémago: Sto; porciones del
intestino delgado: I1, 12, 13, 14; ciego: Ce]; el eje Y representa la fraccién adherida de nanoparticulas a la mucosa
(mg); y el eje Z representa el tiempo tras la administracién (0,5, 1, 3 y 8 horas). Cada valor estd representado por la
media (n=3; SD fue inferior al 20% de la media).

La Figura 4 es un grifico que muestra las curvas de bioadhesion para las nanoparticulas recubiertas de tiamina
(T-NP) (w), las nanoparticulas control (NP) (e), y T-NP co-administrada con 5 mg de tiamina libre (a). Los datos
representan la media = SD (n=3).
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La Figura 5 es un conjunto de fotografias que permiten visualizar las nanoparticulas en tejido de {leon normal (M)
y en las placas de Peyer (PP) mediante microscopia de fluorescencia, en concreto, las nanoparticulas recubiertas de
tiamina (T-NP) en la mucosa normal (a); las nanoparticulas control (NP) en mucosa normal (b); las T-NP en PP (¢); y
NP en PP (d).

La Figura 6 estd compuesta por un conjunto de graficas que muestran el perfil sérico de anticuerpos anti-OVA de
tipo IgG2a e IgG1 en ratones BALB/c (n =10). Los anticuerpos fueron cuantificados por ELISA comenzando con
una dilucién 1:40 del suero, seguida por diluciones dobles seriadas. La inmunizacién se realizé el dia O mediante
administracién dnica bien de 20 ug de OVA en las diferentes formulaciones por via subcutdnea (a, b), o bien de
100 pg de OVA en las diferentes formulaciones por via oral (c, d). Las formulaciones fueron OVA-T-NP (a), OVA-NP
(), y OVA libre (A). Los titulos de anticuerpos fueron determinados en el suero de los animales los dias 0, 7, 14, 28
y 42. Los titulos se determinaron como la dilucién final de la muestra con valores de absorbancia medios superiores a
0,2, comparando con los obtenidos en suero de animales no inmunizados.

La Figura 7 estd compuesta por un conjunto de graficas que muestran el perfil fecal de IgA secretora anti-OVA en
ratones BALB/c (n =10). La inmunizacién se realiz6 el dia 0 mediante administracién tnica bien de 20 g de OVA en
las diferentes formulaciones por via subcutdnea (a, c), o bien de 100 ug OVA por via oral (c, d). Las formulaciones
fueron OVA-T-NP (a), OVA-NP (e), y OVA libre (A). Los titulos de anticuerpos fueron determinados en el suero de
los animales los dias 0, 7, 14, 28 y 42. Los titulos se determinaron como la dilucién final de la muestra con valores de
absorbancia medios superiores a 0,2, comparando con los obtenidos en suero de animales no inmunizados.

Descripcion detallada de la invencion

En un aspecto, la invencién se relaciona con unas nanoparticulas, en adelante nanoparticulas de la invencién, que
comprenden (i) un polimero biodegradable y (ii) tiamina o un derivado de la misma.

Las nanoparticulas de la invencién poseen unas adecuadas caracteristicas fisico-quimicas, de bioadhesién y especi-
ficidad cuando se administran por via oral, lo que las convierte en sistemas transportadores de firmacos o en sistemas
presentadores de antigenos o alergenos, de gran interés. De hecho, las nanoparticulas de la invencién pueden prolon-
gar el tiempo de residencia en la mucosa tras su administracion oral o a través de otra mucosa del organismo. Dichas
nanoparticulas pueden ser utilizadas para administrar moléculas bioldgicamente activas y mejorar su biodisponibili-
dad, incluyendo farmacos con ventanas estrechas de absorcion, asi como farmacos originarios de la biotecnologia y
compuestos 0 moléculas utilizados para potenciar o inducir respuestas inmunes en un sujeto.

Tal como aqui se utiliza, el término “nanoparticula” se refiere a una estructura formada por un polimero biode-
gradable modificada en su superficie mediante la unién de tiamina, o un derivado de la misma, que, opcionalmente,
puede estar reticulado mediante la adicién de un agente reticulante. La unién de la tiamina, o un derivado de la misma,
al polimero biodegradable puede ser una unién covalente. La reaccién entre el polimero biodegradable y la tiamina,
y, opcionalmente, la subsiguiente reticulacion, genera entidades fisicas caracteristicas, independientes y observables,
cuyo tamafio medio es menor de 1 micrémetro (um).

Por “tamafio medio” se entiende el didmetro promedio de la poblacién de nanoparticulas que se mueve conjunta-
mente en un medio acuoso. El tamafio medio de estos sistemas se puede medir por procedimientos estindar conocidos
por los expertos en la materia, y que se describen, a modo ilustrativo, en la parte experimental que acompaifia a los
ejemplos descritos mds abajo.

Las nanoparticulas de la invencidn se caracterizan por presentar un tamafio medio de particula inferior a 1 um,
preferentemente presentan un tamafio medio comprendido entre 1 y 999 nm, més preferentemente entre 10 y 900 nm,
atn mds preferentemente entre 100 y 400 nm. El tamafio medio de las particulas se ve influenciado principalmente por
la cantidad de tiamina, o su derivado, adicionada (a mayor cantidad de tiamina o derivado de la misma se incrementa
el tamafio de la nanoparticula), por la cantidad y peso molecular del polimero biodegradable (a mayor cantidad o peso
molecular del polimero biodegradable el tamafio medio de la nanoparticula se incrementa), y por algunos parimetros
del procedimiento de produccién de dichas nanoparticulas, tales como la velocidad de agitacion y la temperatura en la
etapa de incubacion con la fase acuosa que contiene la tiamina.

Las nanoparticulas de la invencién comprenden un polimero biodegradable y tiamina o un derivado de la misma. El
término “biodegradable”, tal como aqui se utiliza, se refiere a polimeros que se disuelven o degradan en un periodo de
tiempo que es aceptable para la aplicacion deseada, en este caso terapia in vivo, una vez que se exponen a una solucién
fisiolégica de pH comprendido entre 4 y 9, a una temperatura comprendida entre 25°C y 40°C. Practicamente cualquier
polimero biodegradable conocido en el estado de la técnica que dé lugar a la formacién de nanoparticulas puede ser
utilizado para la puesta en practica de la presente invencién. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos polimeros
biodegradables incluyen polihidroxidcidos, tales como dcido polilactico, 4cido poliglicélico, etc., y copolimeros de
éstos, e.g., poli(acido lactico-co-glicélico) [PLGA], etc.; polianhidridos; poliésteres; y polisacaridos, e.g., quitosano,
etc. El peso molecular de dicho polimero biodegradable puede variar dentro de un amplio intervalo siempre y cuando
satisfaga las condiciones establecidas de formar nanoparticulas y ser biodegradable.

En una realizacidn particular, el polimero biodegradable utilizado es el copolimero de metil vinil éter y anhidrido
maleico en forma anhidrido (PVM/MA), denominado comercialmente Gantrez® AN. Ventajosamente, dicho copoli-
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mero de PVM/MA tiene un peso molecular comprendido entre 100 y 2.400 kDa, preferentemente entre 200 y 2.000
kDa, més preferentemente entre 180 y 250 kDa. Este polimero biodegradable (PVM/MA) resulta particularmente
ventajoso ya que se utiliza ampliamente en tecnologia farmacéutica debido a su baja toxicidad (DLs, = 8-9 g/kg por
via oral) y excelente biocompatibilidad. Ademads, es ficil de obtener, tanto por la cantidad como por su precio. Este
polimero biodegradable (PVM/MA) puede reaccionar con distintas sustancias hidréfilas, debida a la presencia de sus
grupos anhidridos, sin tener que recurrir a los reactivos organicos usuales (glutaraldehido, derivados de carbodiimida,
etc.) que poseen una toxicidad importante. En un medio acuoso, el copolimero PVM/MA es insoluble, pero sus grupos
anhidrido se hidrolizan dando lugar a unos grupos carboxilicos. La disolucion es lenta y depende de las condiciones
en que se produce. Debido a la disponibilidad de grupos funcionales en PVM/MA, la unién covalente de moléculas
con grupos nucleofilicos, tales como hidréxido o amino, tiene lugar por simple incubacién en un medio acuoso.

Las nanoparticulas de la invencién comprenden, ademads del polimero biodegradable, tiamina o un derivado de la
misma. La tiamina, también denominada vitamina B1, o 3-[(4-amino-2-metil-5-pirimidinil)metil]-5-(2-hidroxietil)-
4-metil-tiazolio cloruro, es un producto conocido. No obstante, también es posible emplear derivados de tiamina,
entendiéndose como tales, compuestos estructuralmente relacionados con la tiamina, tales como sus sales, entre las
que se encuentran sus sales de adicién, por ejemplo, sus sales de adicién de dcido. Ejemplos ilustrativos, no limitativos,
de dichas sales de adicion de tiamina incluyen tiamina hidrocloruro, tiamina monofosfato cloruro dihidratada; tiamina
pirofosfato; oxitiamina cloruro hidrocloruro; piritiamina hidrobromuro, etc., todos ellos compuestos conocidos. En
una realizacién particular, las nanoparticulas de la invencién comprenden tiamina o tiamina hidrocloruro.

La tiamina, o el derivado de la misma, pueden encontrarse recubriendo total o parcialmente la superficie de las
nanoparticulas que comprenden el polimero biodegradable.

La relacion tiamina (o derivado de la misma):polimero biodegradable, en peso, en la nanoparticula de la invencién
puede variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizacién particular, dicha relacién ponderal esta
comprendida entre 1:10 y 1:500, preferentemente entre 1:10 y 1:100, mds preferentemente alrededor de 1:40. En una
realizacién concreta, nanoparticulas de la invencién con una relacién de, aproximadamente, 0,025 mg tiamina/mg
polimero biodegradable proporciona una capacidad de adhesién (unién) muy eficiente.

Las nanoparticulas de la invencién pueden presentar una carga superficial (medida mediante el potencial Z) que
varia en funcién de la estructura del polimero biodegradable y en la proporcién de éste con respecto a la tiamina o
al derivado de la misma. La contribucién de la carga positiva se atribuye, entre otros, a los grupos amino presentes
en la tiamina o en su derivado. Dependiendo de los pardmetros mencionados, la magnitud de la carga superficial
de las nanoparticulas de la invencién puede variar dentro de un amplio intervalo. En una realizacién particular, se
han obtenido unas nanoparticulas de la invencidn, a base de copolimero PVM/MA y tiamina, con un potencial Z de
alrededor de -34,0+1,9 mV (Ejemplo 1, Tabla 1), mientras que, en otra realizacién particular, se han obtenido unas
nanoparticulas de la invencién (a base de copolimero PVM/MA y tiamina) cargadas con ovoalbimina (OVA), con un
potencial Z de alrededor de -28,6+6,2 mV (Ejemplo 3, Tabla 3).

Las nanoparticulas de la invencién pueden obtenerse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en la
materia. En una realizacidn particular, las nanoparticulas de la invencién se pueden obtener incubando las nanopar-
ticulas de polimero biodegradable previamente formadas con una solucién acuosa de tiamina o de un derivado de la
misma, lo que permite obtener mayoritariamente nanoparticulas de polimero biodegradable en las que la tiamina, o su
derivado, se encuentra unida a la superficie de las nanoparticulas. En una realizacién particular, el polimero biodegra-
dable presente en las nanoparticulas de la invencién es un copolimero de PVM/MA, cuya obtencion se describe, por
ejemplo, en WO 02/069938.

En general, las nanoparticulas pueden obtenerse a partir del polimero biodegradable mediante un procedimiento
que comprende la disolucién de dicho polimero biodegradable en un disolvente orgénico (e.g., acetona, etc.) y posterior
desolvatacién tras la adicién de un disolvente apropiado, por ejemplo, un disolvente o una mezcla de disolventes
miscible con la disolucién del polimero biodegradable, tal como una mezcla etanol-agua, obteniéndose una suspensioén
de nanoparticulas de la que se eliminan los disolventes orgdnicos por métodos convencionales, por ejemplo, mediante
evaporacién a presion reducida, y, a continuacion, se afiade agua, con lo que se obtiene una suspension acuosa de
nanoparticulas. La relacién, en volumen, fase orgdnica:solucién hidroalcohdlica (etanol/agua) puede variar dentro de
un amplio intervalo; no obstante, en una realizacién particular, dicha relacién estd comprendida entre 1:1y 1:10 (v:v).

Tras la eliminacién de los disolventes organicos, las nanoparticulas de polimero biodegradable se modifican en
su superficie de manera eficiente con tiamina o con un derivado de la misma, mediante incubacidn, a temperatura
ambiente, durante un periodo de tiempo apropiado. Para ello, sobre dicha suspensién de nanoparticulas previamente
obtenida se anade una solucién acuosa de tiamina o de un derivado de la misma. En una realizacién particular, se
utiliza agua de calidad farmacéutica. Tanto la concentracién del polimero biodegradable como la de la tiamina, o su
derivado, puede variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizacion particular, la concentracién del
polimero biodegradable estd comprendida entre 0,001 y 10% p/v y la de tiamina, o derivado de la misma, entre 0,001
y 5% plv.

En general, los grupos amino de la tiamina reaccionan con grupos funcionales eventualmente presentes en el
polimero biodegradable, lo que conduce a la formacién de enlaces entre el polimero biodegradable y la tiamina.
La asociacién de la tiamina a las nanoparticulas del polimero biodegradable se hace evidente debido al descenso
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significativo de la carga negativa superficial de las nanoparticulas (véase, por ejemplo, la Tabla 1). En una realizacién
particular, los grupos amino de la tiamina reaccionan con los grupos anhidrido del copolimero PVM/MA, reaccién
que puede darse facilmente por la simple incubacidén de la tiamina con la suspension acuosa de las nanoparticulas, lo
que conduce a la formacién de enlaces amida entre el copolimero PVM/MA y la tiamina.

Las nanoparticulas de la invencién pueden purificarse por métodos convencionales, por ejemplo, mediante centri-
fugacion, ultracentrifugacion, filtracion tangencial, o evaporacion, incluyendo la utilizacién de vacio.

Opcionalmente, se puede afiadir un agente reticulante para mejorar la estabilidad de las nanoparticulas de la in-
vencion, tal como se describe en WO 02/069938. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de agentes reticulantes que se
pueden utilizar incluyen compuestos diaminados, por ejemplo 1,3 diaminopropano, polisacdridos o sacaridos simples,
proteinas y, en general, cualquier molécula que presente grupos funcionales capaces de reaccionar con los grupos fun-
cionales presentes en el polimero biodegradable, por ejemplo, grupos anhidrido presentes en el copolimero PVM/MA.

Asimismo, si se desea, las nanoparticulas de la invencién pueden ser liofilizadas por métodos convencionales.
Desde un punto de vista farmacoldgico, es importante poder disponer de nanoparticulas en forma liofilizada dado que
ello mejora su estabilidad durante el almacenamiento y conservacién a largo plazo, ademds de reducir el volumen
del producto que va a ser manipulado. Las nanoparticulas de la invencién pueden ser liofilizadas en presencia de
un agente crioprotector habitual tal como glucosa, sacarosa, manitol, trehalosa, glicerol, lactosa, sorbitol, polivinilpi-
lorridona, etc., preferentemente, sacarosa o manitol; a una concentracién comprendida dentro de un amplio intervalo,
preferentemente, entre 0,1% y 10% en peso.

Las nanoparticulas de la invencién presentan elevada capacidad de asociacién de moléculas biol6gicamente activas,
lo que las convierte en unos sistemas de transporte de farmacos o de presentaciéon de antigenos y alergenos muy
apropiados.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona a una composicién farmacéutica que comprende nanoparticulas
de la invencién y, al menos, una molécula biolégicamente activa.

En general, dicha molécula biolégicamente activa estard en el interior de la nanoparticula de la invencién; no
obstante, podria suceder que alguna molécula biolégicamente activa estuviera también unida a la superficie de la
nanoparticula si bien la mayor parte de dichas moléculas estardn en el interior (e.g., encapsuladas) de las nanoparticulas
de la invencidn.

El término “molécula biolégicamente activa”, tal como aqui se utiliza, se refiere a cualquier sustancia utilizada en
el tratamiento, cura, prevencién o diagnosis de una enfermedad o aquélla utilizada para mejorar el bienestar fisico y
mental de humanos y animales. En general, dicho término incluye tanto firmacos como antigenos y alergenos. Segtin
la presente invencién, las nanoparticulas de la invencién pueden incorporar una o mas moléculas biolégicamente
activas independientemente de las caracteristicas de solubilidad de las mismas. La capacidad de asociacién dependerd,
por tanto, de la molécula incorporada, pero, en general, dicha capacidad es alta tanto para moléculas hidréfilas como
para moléculas de marcado cardcter hidréfobo.

En una realizacién particular, la composicién farmacéutica de la invencién comprende nanoparticulas de la inven-
cién que contienen uno o mas farmacos diferentes. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos farmacos incluyen
agentes analgésicos, antiinflamatorios, antitumorales, neuroprotectores, antialérgicos, antiasméticos, antibidticos (e.g.,
antibacterianos, antifingicos, antivirales, antiparasitarios, etc.), surfactantes pulmonares, etc.

En otra realizacion particular, la composicion farmacéutica de la invencién comprende nanoparticulas de la inven-
cién que contienen uno o més antigenos diferentes con fines vacunales o bien uno o mds alergenos diferentes con fines
inmunoterapéuticos.

Tal como se utiliza en esta descripcion, el término “antigeno” se refiere a cualquier sustancia capaz de ser reco-
nocida por el sistema inmune de un sujeto y/o capaz de inducir en un sujeto una respuesta inmune humoral o una
respuesta inmune celular que conduce a la activacién de linfocitos B y/o T cuando se introduce en un sujeto; a modo
ilustrativo, dicho término incluye cualquier producto inmunogénico, nativo o recombinante, obtenido de un organismo
superior o de un microorganismo, por ejemplo, una bacteria, un virus, un pardasito, un protozoo, un hongo, etc., que
contiene uno o mds determinantes antigénicos, por ejemplo, componentes estructurales de dichos organismos; toxinas,
por ejemplo, exotoxinas, etc. Practicamente cualquier antigeno puede ser utilizado en la elaboracién de nanoparticulas
de la invencién cargadas con antigeno. A modo ilustrativo, no limitativo, el término “antigeno” incluye:

- antigenos “microbianos”, es decir, antigenos de microorganismos, incluyendo, aunque sin limitarse, virus,
bacterias, hongos y parésitos infecciosos; dichos antigenos incluyen el microorganismo intacto asi como
partes, fragmentos y derivados de los mismos, bien de origen natural o artificial, asi como productos sin-
téticos o recombinantes que son idénticos o similares a los antigenos naturales de un microorganismo e
inducen una respuesta inmune especifica para ese microorganismo; en este sentido, un compuesto es si-
milar a un antigeno natural de un microorganismo si induce una respuesta inmune (humoral y/o celular)
como la del antigeno natural de ese microorganismo; dichos antigenos se utilizan de forma rutinaria por los
expertos en la materia; y
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- antigenos “tumorales”, es decir, sustancias, por ejemplo, péptidos, asociadas a un tumor o a un céncer
(“marcador tumoral”), que es capaz de provocar una respuesta immune, en particular, cuando es presentado
en el contexto de una molécula del CMH, e.g., Her2 (cdncer de mama); GD2 (neuroblastoma); EGF-R
(glioblastoma maligno); CEA (cédncer de tiroide medular); CD52 (leucemia); proteina gp100 de melano-
ma humano; proteina melan-A/MART-1 de melanoma humano; tirosinasa; proteina NA17-A nt; proteina
MAGE-3; proteina p53; proteina HPV16E7; fragmentos antigénicos de dichos antigenos; etc.

Tal como se utiliza en esta descripcion, el término “alergeno” se refiere a una sustancia a la que un sujeto es
sensible y provoca una reaccién inmunitaria, por ejemplo, extractos alergénicos de pélenes, extractos alergénicos
de insectos, extractos alergénicos de alimentos o productos alimenticios, componentes presentes en saliva, pinzas o
aguijones de insectos que inducen una reaccién de sensibilidad en un sujeto, componentes presentes en plantas que
inducen una reaccién de sensibilidad en un sujeto, etc., por ejemplo, extractos proteicos de pdlenes, tal como el polen
de gramineas, extractos alergénicos de Lolium perenne, extractos alergénicos de olea (olivo), etc.; extractos proteicos
de insectos, tal como de 4caros del polvo, etc.; extractos alergénicos de componentes alimentarios, etc. Practicamente
cualquier alergeno puede ser utilizado en la elaboracion de las nanoparticulas cargadas con alergeno de la composicién
de la invencidn; no obstante, en una realizacién particular, dicho alergeno es la ovoalbimina (OVA), una proteina
ampliamente utilizada como modelo alergénico experimental.

Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas moléculas biolégicamente activas que pueden contener las nano-
particulas de la invencién incluyen antigenos bacterianos: citoplasmaticos, periplasmicos, de la envoltura celular (e.g.,
proteinas de membrana interna, proteinas de membrana externa, lipopolisacaridos y complejos mixtos, proteinas aso-
ciadas a la pared celular, etc.), etc.; antigenos de estructuras superficiales (e.g., fimbriae, glicocalix, flagelares, etc.),
incluyendo los de patdgenos intracelulares, como por ejemplo Brucella sp., Salmonella sp., etc; antigenos de micro-
organismnos eucariotas, tanto solubles como superficiales; antigenos virales, por ejemplo, matriciales, de capsides,
de envolturas, internos (incluidos enzimaticos), alergenos de especies animales (4caros, etc.), de plantas (gramineas,
etc.), etc.

La naturaleza quimica de la molécula biolégicamente activa puede ser muy variada. En una realizacién particular,
dicha molécula biolégicamente activa es un polisacdrido, una proteina, un péptido o un lipido. En otra realizacién
particular, dicha molécula biolégicamente activa es un 4cido nucleico (e.g., ADN, ARN, etc.), un nucledsido, un
nucledtido, un oligonucleétido, un polinucleétido, etc.

Las nanoparticulas de la invencién se utilizan para modificar la distribucién de la molécula biolégicamente activa
asociada y/o de las nanoparticulas convencionales al ser administradas por una via que dé acceso a alguna mucosa del
organismo (incluyendo la via oral, rectal, nasal, vaginal u ocular).

Ejemplos de composiciones farmacéuticas incluyen cualquier composicién liquida (suspensién o dispersion de
las nanoparticulas) para administracién oral, bucal, sublingual, tépica, ocular, nasal, vaginal o parenteral; cualquier
composicién en forma de gel, pomada, crema o balsamo para su administracién tépica, ocular, nasal o vaginal; o
cualquier composicién sélida (comprimidos, cdpsulas) para su administracion oral. En una realizacién particular, la
composicion farmacéutica se administra por via oral. En otra realizacién particular, dicha composicién farmacéutica
se administra por via parenteral.

Las composiciones farmacéuticas descritas comprenderan los excipientes adecuados para cada formulacién. Por
ejemplo, en el caso de formulaciones orales en forma de comprimidos o cdpsulas se incluirdn si es necesario agentes
aglutinantes, desintegrantes, lubricantes, agentes de carga, recubrimiento entérico, etc. Las formulaciones sélidas ora-
les se preparan de forma convencional por mezclado, granulacién en seco o hiimedo e incorporando las nanoparticulas
de la invencién. Las composiciones farmacéuticas también pueden ser adaptadas para su administracién parenteral, en
forma de, por ejemplo, soluciones, suspensiones o productos liofilizados, estériles, en la forma de dosificacién apro-
piada; en este caso, dichas composiciones farmacéuticas incluirdn los excipientes adecuados, tales como tampones,
tensioactivos, etc. En cualquier caso, los excipientes se elegirdn en funcién de la forma farmacéutica de administracién
seleccionada. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracién de fairmacos y de su preparacién
puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 1? Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de
Ediciones.

La proporcién de la molécula biolédgicamente activa incorporada en la nanoparticula de la invencién puede va-
riar dentro de un amplio intervalo, por ejemplo, puede ser de hasta un 25% en peso respecto al peso total de las
nanoparticulas. No obstante, la proporcién adecuada dependerd en cada caso de la moléculas biolégicamente activa
incorporada.

La incorporacién de la molécula biolégicamente activa a las nanoparticulas de la invencién se puede hacer tal
como se describe en WO 02/069938, por incorporacion a la solucién del polimero biodegradable antes de la formacién
de nanoparticulas, o bien posteriormente adicionarla a la suspensién acuosa de las nanoparticulas ya formadas. Por
ejemplo, y dependiendo de la naturaleza de la moléculas biolégicamente activa, se puede proceder del siguiente modo:

a) Moléculas bioldgicamente activas hidr6fobas: adicidn en la fase orgdnica (e.g., acetona) e incubacién/solu-
bilizacién conjunta con el polimero biodegradable durante un periodo de tiempo variable (hasta 1 hora)
bajo agitacién (agitador mecanico, magnético o ultrasonidos); y
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b) Moléculas biolégicamente activas hidréfilas: bien mediante

adicion en la fase orgdnica (e.g., acetona) e incubacién conjunta con el polimero biodegradable durante
un periodo de tiempo variable (hasta 1 hora) bajo agitacién (agitador mecdnico, magnético o ultrasonidos)
hasta obtener una suspension fina en el disolvente orgénico [este procedimiento ha sido utilizado con éxito
para encapsular una proteina modelo (ovoalbimina, proteina de unos 44 kDa); la incorporacidn fue eficiente
permitiendo una encapsulacién elevada de la proteina modelo; o bien mediante

adicién en la fase acuosa para incubar con las nanoparticulas preformadas (es el caso utilizado para en-
capsular el marcador fluorescente utilizado en los ejemplos que acompaiian a esta descripcién, rodamina B
isotiocianato).

Tal como se menciond previamente, las nanoparticulas de la invencion producen un efecto estimulador o poten-
ciador de la respuesta inmunitaria tras su administracién a un sujeto por lo que pueden ser utilizadas como adyuvante
en vacunas o en inmunoterapia. De hecho, las nanoparticulas de la invencién tienen la capacidad de estimular las
dos vias de respuesta inmunitaria (Th1 o Th2), por lo que puede utilizarse en formulaciones vacunales o inmunotera-
péuticas. A modo ilustrativo, para una formulacién vacunal, se requiere, en general, dependiendo de los mecanismos
de patogenicidad del organismo del que procede el antigeno (intracelular o extracelular, toxina dependiente, flagelo
dependiente, etc.), una estimulacién de la respuesta Thl (intracelular, como en el caso de Brucella, Salmonella, etc.)
o de respuesta Th2 (extracelular, como en el caso de Staphylococcus, Escherichia coli, bacterias enterotoxigénicas,
etc.). Asimismo, a modo ilustrativo, para una formulacién inmunoterapéutica se requiere una induccién de tolerancia
mediante la presencia de los dos tipos de respuesta, es decir, induciendo respuestas Th1 y Th2 de forma balanceada.
En una realizacion particular de la invencion, para estimular una respuesta inmunitaria, las formulaciones contendran
nanoparticulas de polimero biodegradable y tiamina, y encapsulado en su interior o recubriendo total o parcialmente
la superficie de las mismas el antigeno o el alergeno.

Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con una vacuna o composicién para inmunoterapia que com-
prende una cantidad terapéuticamente eficaz de las nanoparticulas de la invencién y un antigeno o alergeno, junto con
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. El antigeno o alergeno puede estar contenido en el interior de
dichas nanoparticulas y/o recubriendo al menos parcialmente la superficie de dichas nanoparticulas. Dichos términos
“antigeno” y “alergeno” han sido definidos previamente.

El alergeno o antigeno presente en las nanoparticulas de la invencién puede estar recubriendo, al menos, parcial-
mente la superficie de dichas nanoparticulas y/o contenido en el interior de dichas nanoparticulas. En una realizacién
particular, dicho alergeno o antigeno estd recubriendo la totalidad o parte de la superficie de dichas nanoparticulas.

En una realizacion particular, dicha vacuna o composicidn para inmunoterapia puede encontrarse en cualquier for-
ma farmacéutica de administracién por cualquier via apropiada, por ejemplo, oral, rectal, nasal, sublingual, etc. En una
realizacién particular, dicha vacuna o composicién para inmunoterapia se encuentra en una forma farmacéutica de ad-
ministracién por via oral, mientras que en otra realizacién particular, dicha vacuna o composicién para inmunoterapia
se encuentra en una forma farmacéutica de administracion por via parenteral, por ejemplo, por via intramuscular (i.m.),
subcutdnea (s.c.), intravenosa (i.v.), intraperitoneal (i.p.), intradérmica (i.d.), etc. Una revision de las distintas formas
farmacéuticas de administracion de farmacos, en general, y de sus procedimientos de preparacion puede encontrarse
en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 1* Edicion, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

La dosis de nanoparticulas cargadas con un antigeno o con un alergeno puede variar dentro de un amplio intervalo,
por ejemplo, entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal, preferentemente, entre
0,1 y 2 mg por kg de peso corporal.

En una realizacién particular, las nanoparticulas de la invencidn no incorporan el antigeno o alergeno, sino que
éstas se encuentran vacias y se administran en combinacién con composiciones vacunales o inmunoterapéuticas que
contienen el antigeno o alergeno, respectivamente, produciéndose un efecto estimulador de la respuesta inmunitaria
tras la administracion de dicha composicién vacunal o inmunoterapéutica y las nanoparticulas vacias. Por tanto, un
aspecto adicional de la invencidn lo constituye un producto que comprende, de forma separada, a) un antigeno o un
alergeno; y b) una composicién que comprende dichas nanoparticulas basadas en un polimero biodegradable y tiamina,
como composicién potenciadora de la respuesta inmune frente a dicho antigeno o alergeno, como combinacién para
su administracién simultdnea o secuencial a un sujeto, en la induccién o estimulacién de una respuesta inmune frente
a dicho antigeno o alergeno en dicho sujeto.

La administraciéon combinada de dicha composicidon vacunal o inmunoterapéutica y de las nanoparticulas vacias
puede efectuarse de forma simultdnea o secuencial, separada en el tiempo, en cualquier orden, es decir, puede adminis-
trarse primero la composicién vacunal o inmunoterapéutica y, posteriormente, las nanoparticulas vacias o viceversa.
Alternativamente, dicha composicion vacunal o inmunoterapéutica y dichas nanoparticulas vacias pueden adminis-
trarse simultdneamente. En este caso, la composicién vacunal o inmunoterapéutica y las nanoparticulas vacias pueden
administrarse en la misma composicién o bien en composiciones diferentes.

La invencion se describe a continuacion mediante unos ejemplos que no son limitativos de la invencién, sino
ilustrativos.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen la produccién de nanoparticulas a base de PVM/MA y recubiertas con tiamina
que, opcionalmente, contienen un antigeno y ponen de manifiesto la capacidad de dichas nanoparticulas para adherirse
de forma especifica a la mucosa gastrointestinal y, si es necesario, actuar como adyuvante en inmunoterapia o en
vacunacion.

Procedimiento general de produccion de nanoparticulas recubiertas con tiamina

El procedimiento general de produccién de las nanoparticulas de PVM/MA recubiertas con tiamina es una va-
riante del procedimiento general descrito anteriormente [Arbos et al., J. Control. Release, 83 (2002) 321-330]. Este
procedimiento comprende la disolucién de dicho copolimero en acetona seguido de la adicién de etanol. A la solucién
resultante se le afiadié un volumen similar de agua con lo que se formaron instantdneamente en el medio las nanopar-
ticulas, bajo la apariencia de una suspension lechosa. A continuacién, se retiraron los disolventes organicos (etanol y
acetona) mediante evaporacién bajo presion reducida, quedando las particulas en una suspensién acuosa estable. La
tiamina se incorpor6 en la fase acuosa que facilita la desolvatacién del polimero, dejando actuar la reaccién durante
un determinado tiempo. Dependiendo del momento en el que se afiadié el farmaco, molécula activa o marcador, se
obtuvieron distintas formulaciones con diferente disposicién de los mismos (véanse los Ejemplos 1 y 3). A modo
ilustrativo:

A. Para obtener formulaciones que contenian el compuesto (firmaco, molécula activa o marcador) adherido a
la superficie de las nanoparticulas [por ejemplo, un marcador fluorescente], la incubacién con el compuesto
se llevé a cabo tras haber evaporado los disolventes organicos (Ejemplo 1).

B. Para obtener formulaciones que contenian el compuesto (firmaco, antigeno, etc.) encapsulado en el interior
de las nanoparticulas [por ejemplo, ovoalbimina (OVA)], se incubd el compuesto (firmaco o antigeno)
disperso en acetona antes de afiadir el etanol y el agua (Ejemplo 3).

El siguiente paso consistié en la incubacién entre las nanoparticulas formadas y la tiamina. Eventualmente, tras
este proceso de incubacién, se puede adicionar el agente reticulante que, en este caso, ha sido el 1,3-diaminopropano
(10 pg/mg polimero).

La purificacién de las nanoparticulas se llevé a cabo mediante ultracentrifugacidn. Finalmente, las nanoparticulas
purificadas se liofilizaron para su almacenamiento y conservacion a largo plazo.

Caracterizacion de las nanoparticulas

El tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas se determindé en un Zetamaster (Malvern Instruments/Optilas,
Espafia). La morfologia de las nanoparticulas se estudié por microscopia electrénica de barrido en un aparato Zeiss
DSM940 (Oberkochen, Alemania).

La cantidad de tiamina asociada a las nanoparticulas se cuantificé por cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC), de acuerdo con el procedimiento descrito por [Batifoulier et al., J. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed.
Life. Sci., 816 (2005) 67-72]. El andlisis se llev6 a cabo en un cromatdgrafo modelo 1100 series LC (Agilent, Wald-
bornn, Germany) acoplado a un sistema de deteccién de ultravioleta (UV) de diodo-array. Los datos se analizaron en
un ordenador Hewlett-Packard mediante el programa Chem-Station G2171. Para la separacién de tiamina se utilizé
una columna de fase reversa Zobrax NH, (4,6 mm x 150 mm; 5 um; Agilent) calentada a 40°C. La fase movil estaba
formada por una mezcla de solucién reguladora de fosfatos (PBS) (pH = 6; 50 mM) y metanol (en proporcién 80/20
en volumen), y fue bombeada a un flujo de 0,5 mL/min. La deteccion se realiz6 a 254 nm.

Para el andlisis de las muestras, 1 mL de los sobrenadantes provenientes de la centrifugacion de las nanoparticulas
se dosificé en viales de HPLC. A continuacidn, una alicuota de 10 uL se inyectd en la columna de HPLC. Finalmente,
se calculd la cantidad de tiamina asociada a las nanoparticulas como la diferencia entre la cantidad inicial de tiamina
y la cantidad de tiamina cuantificada en los sobrenadantes.

La cantidad de rodamina B isotiocianato (RBITC) incorporada en las nanoparticulas se determiné por colorimetria
a una longitud de onda de 540 nm (Labsystems iEMS Reader MF, Finlandia). Esta cantidad se estim6 como la dife-
rencia entre la cantidad inicial afiadida y la cantidad cuantificada en los sobrenadantes recogidos durante la etapa de
purificacion por centrifugacién. Para los cdlculos, se utiliz6 una curva de calibrado entre 5 y 100 ug/mL (r > 0,999).

La cinética de liberacién de RBITC desde las nanoparticulas se realizé en tubos de didlisis Vivaspin® 100.000
MWCO (VIVASPIN, Hannover, Germany). Para ello, 5 mg de nanoparticulas se dispersaron en 1 mL de medio géstrico
simulado (FGS) o medio intestinal simulado (FIS) [USP XXIII] a 37+1°C. A determinados tiempos, las suspensiones
de nanoparticulas se centrifugaron (5.000 x g, 15 minutos) y la cantidad de RBITC en los liquidos dializados se
cuantificé por colorimetria (4 = 540 nm).

El contenido proteico [principio activo (en este caso ovoalbimina)] encapsulado en las nanoparticulas recubiertas
con tiamina se determiné mediante el ensayo con 4cido microbicinconinico (Micro BCA, Pierce, EEUU). Para ello,
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las nanoparticulas se digirieron, a 37°C durante 24 h, con una solucién de lauril sulfato sédico (3%) en NaOH 0,1 M.
Se utiliz6 electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) para corroborar el contenido
en OVA. Para ello, se disolvieron 5 mg de nanoparticulas (OVA-T-NP) en 2 mL de una mezcla de dimetilformamida
(DMF) y acetona (1:1 v/v), a -20°C, durante 24 h. La cantidad de OVA se estim6 mediante el cdlculo de la densidad
media de la banda en el gel SDS-PAGE usando el programa Micro Imagé (Version 4.0; Olympus Optical Co., USA).
La recta de calibrado se realiz6 con OVA (0,25-2,5 ug proteina/pocillo).

Estudio de bioadhesion

Este estudio se realiz6 aplicando un protocolo descrito anteriormente [Arbés ef al., Int. J. Pharm., 242 (2002) 129-
136], de acuerdo con las regulaciones del Comité responsable de la Universidad de Navarra en linea con la legislacién
europea sobre animales de experimentacién (86/609/EU). De forma breve, una suspensioén acuosa con 10 mg de
nanoparticulas marcadas con RBITC (aproximadamente 45 mg particulas/kg peso) fueron administradas por via oral
a ratas Wistar macho (peso medio de 225 g; Harlan, Spain). Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical
a diferentes tiempos (0,5, 1, 3 u 8 horas tras la administracién). En cada animal, la cavidad abdominal fue abierta,
el tracto gastrointestinal retirado, lavado con suero salino y cortado en seis regiones anatémicas: estémago (Sto),
intestino delgado (I1, 12, I3 e I4) y ciego (Ce). Cada una de las regiones, tras su apertura logitudinal y lavado con PBS
(pH = 7.4; 0,15 M), se incubaron en una solucién de NaOH 3 M para su digestién. Posteriormente, se adicionaron 2
mL de metanol y, tras agitacion, se centrifugaron a 2.000 x g durante 10 minutos. Alicuotas de 1 mL de los diferentes
sobrenadantes se diluyeron hasta 3 mL con agua purificada y se analizaron en un espectrofluorimetro (A 540 nmy A,
580 nm; GENios, TECAN, Groedig, Austria). Las rectas de calibrado se prepararon mediante adicién de soluciones
de RBITC en NaOH 3 N (0,5-10 ug/mL) a segmentos de tejidos control, que fueron sometidos a las mismas etapas de
extraccion (r>0,996).

Por otra parte, se realizé un estudio de competicién para investigar el efecto de la tiamina libre en la capacidad
bioadhesiva de las nanoparticulas. Para ello, los animales recibieron, de forma simultdnea, una mezcla de 10 mg de
nanoparticulas recubiertas de tiamina y 5 mg de tiamina libre.

Para cada formulacién de nanoparticulas (NP y T-NP) se determind su curva de bioadhesion, de la que se estimaron
los diferentes pardmetros de bioadhesion [Arbos et al., J. Control. Release, 89 (2003) 19-30; Salman et al., J. Control.
Release, 106 (2005) 1-13]: Qmax, AUC,4n, Tiaxs MRToqn ¥ Kagn. Qmax, representa la maxima fraccién adherida a la
mucosa y permite estimar la afinidad de las nanoparticulas por el substrato bioldgico. K4, representa la velocidad de
eliminacién de la fraccién adherida y se calcul6 con ayuda del programa WinNonlin version 1.5 (Scientific Consulting,
Inc.). AUC,4, 0 drea bajo la curva, representa la fraccién adherida frente al tiempo (expresada en forma de cantidad
de marcador adherido con respecto al tiempo) y se evalué por el método de trapecios hasta t, (el dltimo punto de
muestreo), y permite cuantificar la intensidad del fenémeno bioadhesivo. T, representa el tiempo en el que se produce
la maxima adhesién. Finalmente, MRT g, es el tiempo medio de residencia de la fraccion adherida de nanoparticulas y
permite evaluar la duracidn relativa de las interacciones adhesivas, tomando como limite el dltimo punto de muestreo.

Los calculos se realizaron utilizando el programa WinNonlin 1.5 (Pharsight Corporation, USA).
Estudios de microscopia de fluorescencia

La visualizacién de la distribucién de las nanoparticulas recubiertas de tiamina, se realiz6 mediante microscopia de
fluorescencia. Para ello, los animales de laboratorio recibieron una dosis oral de 10 mg de nanoparticulas marcadas con
RBITC. Dos horas después de la administracién, los animales fueron sacrificados y se extrajeron diferentes porciones
del intestino delgado y se lavaron con PBS. Dichas porciones de aproximadamente 0,5 cm de longitud fueron tratadas
con Sakura Tissue-Tek Oct® Compound (Sakura, Holanda) y congeladas en nitrégeno liquido. Diferentes muestras
del tejido fueron cortadas en secciones de 5 um en un criostato (2800 Frigocut E, Alemania), fijadas a soportes
recubiertos con poli-L-lisina (Sigma, Espafia) and almacenadas a - 20°C antes de su visualizacion por microscopia de
fluorescencia.

Protocolos de inmunizacion y muestreo

Los protocolos con animales fueron aplicados de acuerdo con la legislaciéon Europea (86/609/EU). Ratones BALB/c
(20 + 1 g) (Harlan, Espafia) fueron divididos en 6 grupos diferentes de 10 animales cada uno. La estrategia de admi-
nistracion estaba basada en la administracion dnica de una dosis subcutanea u oral. En el caso de la inmunizacion oral,
cada animal recibié un volumen de 200 uL conteniendo 100 ug de ovoalbimina, libre o encapsulada en nanoparticulas
recubiertas de tiamina (OVA-T-NP) o en nanoparticulas convencionales (OVA-NP). Para los grupos de los animales
inmunizados por via subcutdnea (s.c.), la dosis de proteina fue de 20 ug OVA en 50 uL de PBS.

Las muestras de sangre se recogieron del plexo retroorbital en los dias 0, 7, 14, 28 y 42 tras la inmunizacion.
Las muestras fueron centrifugadas (3.000 x g, 10 minutos) y conservados como “pool” de cada grupo (10 ratones).
Finalmente, cada pool se diluy6 con PBS (1:10) y se almacené a -80°C hasta su posterior andlisis.

Las muestras de heces y su andlisis fue realizado siguiendo un protocolo descrito anteriormente [Maciel et al.,
Braz J Med Biol Res 37 (2004) 817-826]. En este caso, las heces de cada grupo de animales fueron recogidas en los
dias 1, 7, 14, 28 y 42 tras la inmunizacion.
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Determinacion de anticuerpos anti-OVA en suero y heces mediante ELISA

Los anticuerpos anti-OVA en suero se analizaron mediante ELISA con conjugados anti-IgG; y anti-IgG,, (Sig-
ma-Aldrich Chemie, Alemania). Brevemente, para la realizacion de este ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos
(EB, Thermo Labsystems, Vantaa, Finlandia), en donde se fijé 1 ug de ovoalbimina disuelto en solucién reguladora
carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) a 4°C durante 24 horas. Posteriormente, las placas se bloquearon mediante
incubacién durante 1 h a 37°C con 1% de albiimina sérica bovina en una solucién de PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T).
Las placas fueron lavadas y se afiadieron los sueros en diluciones seriadas partiendo de 1:40, y se incubaron a 37°C
durante 4 horas. Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 1 minuto. A continuacién, se incubé durante 2 horas el
conjugado con peroxidasa, se realizaron otros 5 lavados de 1 minuto, se afiadi6 el sustrato [ABTS (4cido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfénico) (Sigma-Aldrich Chemie, Alemania)] y se llevo a cabo la lectura a 405 nm en un
lector de placas iIEMS Reader MF, Labsystems, Finlandia) tras 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente.
Los titulos finales se determinaron mediante dilucién de la muestra hasta obtener una media de OD > 0,2 respecto a
la obtenida con suero de ratén no inmunizado.

Los anticuerpos anti-OVA en heces se analizaron mediante ELISA con conjugados anti-IgA. En este caso, tras el
recubrimiento de las placas con OVA, éstas se bloquearon mediante la adicién, e incubacién durante 1 h a temperatura
ambiente, de 200 uL. de una solucién de PBS-T conteniendo 3% de leche descremada. El extracto de las heces se
afiadi6é a dos placas y se fueron realizando diluciones seriadas en PBS-T. Dichas placas se incubaron durante 4 h a
37°C. Finalmente, tras el lavado, los pocillos se incubaron con el conjugado anti-IgA marcado con peroxidasa (Nordic
Immunological Labs, Holanda).

Andlisis estadistico

Los datos de bioadhesién y las caracteristicas fisico-quimicas fueron comparados usando el test no parametrico de
Mann-Whitney U-test y el test de t-Student, respectivamente. Valores de P < 0,05 fueron considerados significativos.
Todos los célculos se realizaron utilizando el programa de estadistica SPSS® (SPSS® 10, Microsoft, USA).

Ejemplo 1

Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas a base del copolimero de metil vinil éter y anhidrido maleico

(PVM/MA)

El proceso que se describe a continuacién es vélido para la preparacion de formas farmacéuticas coloidales de
tipo nanoparticula recubiertas con tiamina que pueden ser utilizadas para encapsular o asociar moléculas de naturaleza
hidrdfila.

1.1. Preparacion de nanoparticulas control (NP)

100 mg del copolimero de metil vinil éter y anhidrido maleico (PVM/MA) [Gantrez® AN 119] se disolvieron en
5 mL de acetona. Posteriormente, sobre esta fase y bajo agitacién magnética, se adicionaron 10 mL de etanol y 10
mL de agua desionizada. La mezcla resultante se dejé homogeneizar durante 5 minutos. Entonces, la suspension de
nanoparticulas fue evaporada bajo presién reducida hasta eliminar ambos disolventes organicos y el volumen final
se ajusté con agua a 10 mL. A la suspension resultante se le afiadieron 100 pl de una solucién al 1% v/v de 1,3-
diaminopropano, sometiendo el conjunto a agitacién magnética durante 5 minutos, y 1,25 mg de rodamina B-isotio-
cianato (RBITC). La suspensién resultante se someti6 a purificacién por ultracentrifugacién (20 minutos a 27.000 x
g)- Los sobrenadantes se eliminaron y el residuo se resuspendié en agua o en una disolucién acuosa de sacarosa al 5%.
Finalmente, la suspensién de nanoparticulas resultantes se liofilizd, manteniéndose todas sus propiedades intactas.

1.2. Preparacion de nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP)

100 mg del copolimero de metil vinil éter y anhidrido maleico (PVM/MA) [Gantrez® AN 119] se disolvieron en 5
mL de acetona. Posteriormente, sobre esta fase y bajo agitacién magnética, se adicionaron 10 mL de etanol y 10 mL
de agua desionizada conteniendo 2,5 mg de tiamina. La mezcla resultante se dejé homogeneizar y la suspension de
nanoparticulas fue evaporada bajo presion reducida hasta eliminar ambos disolventes orgédnicos, y el volumen final se
ajusté con agua a 10 mL. La suspensién resultante se sometio a agitacion magnética durante 1 hora a temperatura am-
biente. Posteriormente se aiadieron 100 w1 de una solucién al 1% v/v de 1,3-diaminopropano, sometiendo el conjunto
a agitacién magnética durante 5 minutos, y 1,25 mg de rodamina B-isotiocianato (RBITC). La suspensién resultante
se someti6 a purificacién por ultracentrifugacién (20 minutos a 27.000 x g). Los sobrenadantes se eliminaron y el resi-
duo se resuspendié en agua o en una solucién acuosa de sacarosa al 5%. Finalmente, la suspensién de nanoparticulas
resultantes se liofilizd, manteniéndose todas sus propiedades intactas.

1.3. Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas
La Tabla 1 resume las caracteristicas fisico-quimicas principales de las nanoparticulas obtenidas. Las nanoparti-
culas control (NP) muestran un tamafo cercano a los 200 nm con una carga superficial negativa de -51 mV. Por otra

parte, las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) eran significativamente mayores (cercanas a los 400 nm) y
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mostraban un potencial zeta significativamente menos negativo. Estas nanoparticulas (T-NP) mostraban una cantidad
de tiamina asociada de 15 pg/mg nanoparticulas (Tabla 1). Por dltimo, es de destacar que la presencia de tiamina no
ejerce ningln efecto sobre el rendimiento de fabricacién de las nanoparticulas. Igualmente, se observaron pequeias
diferencias al comparar la asociacién de RBITC para ambas formulaciones.

TABLA 1

Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de Gantrez® AN (media + SD, n = 6)

Tamafio | potencial | Rendimiento® Cl(;lgle;icdo Cg::i?nigo
() | 2@ MY %) | mg NP) | (ug/mg NP)
NP 203+2 -51,3+2,0 82+2 13,6+0,1 -
T-NP 376x6* -34,0+£1,9* 81+2 14,9+0,6* 15,0+ 6,3

“Rendimiento: Porcentaje de polimero transformado en nanoparticulas.

*P< 0,05 versus nanoparticulas control (Test de t-Student).

Las nanoparticulas recubiertas con tiamina mostraban una poblacién de particulas esféricas muy homogénea
(Figura 1).
Ejemplo 2
Caracteristicas bioadhesivas de las nanoparticulas y distribucion en el tracto gastrointestinal

2.1. Estudios de liberacion in vitro de RBITC desde las nanoparticulas

Los estudios in vivo para determinar la capacidad bioadhesiva de las diferentes formulaciones se realizaron utili-
zando nanoparticulas marcadas con RBITC. En primer lugar, para asegurar la estabilidad de la asociacion del marcador
fluorescente a las nanoparticulas en las condiciones del tracto gastrointestinal, se realizaron estudios de liberacién en
medios simulados géstrico (FGS) e intestinal (FIS). La Figura 2 recoge los resultados obtenidos.

En todos los casos, se constaté que el porcentaje de RBITC liberado tras 8 horas de incubacion, era siempre inferior
al 5% de la cantidad asociada a las nanoparticulas. Por ello, se puede asumir que la intensidad de fluorescencia y las
manchas obtenidas durante la visualizacién de las imdgenes correspondia al marcador fluorescente asociado a las
nanoparticulas.

2.2. Distribucion de la fraccion adherida de nanoparticulas en el tracto gastrointestinal de animales de laboratorio

La Figura 3 muestra la distribucién en el tracto gastrointestinal de las fracciones adheridas de nanoparticulas
recubiertas con tiamina (T-NP) (Figura 3a) o de nanoparticulas control (NP) (Figura 3b). Se puede observar que, a los
30 minutos de la administracién de las formulaciones de nanoparticulas, ambos tipos (NP y T-NP) mostraban la misma
capacidad para adherirse a la mucosa del tracto gastrointestinal, principalmente en la zona del estémago y las regiones
superiores del intestino delgado (duodeno). Sin embargo, 1 h después de la administracién de las nanoparticulas,
las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) mostraban una capacidad bioadhesiva significativamente mayor y
una distribucién mas homogénea que las nanoparticulas control (NP). La cantidad de nanoparticulas recubiertas con
tiamina (T-NP) encontradas adheridas a la mucosa fue de aproximadamente el 45% de la dosis administrada (Figura
3). A las 3 horas posteriores a la administracién, las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) mostraban la
maxima adhesién (65% de la dosis administrada) y un importante tropismo por el {leon de los animales (porciones 13
e I4 en la Figura 3a).

Por otra parte, cuando a los animales de laboratorio se les administré la mezcla de nanoparticulas recubiertas
con tiamina (T-NP) y la vitamina (tiamina) libre, la capacidad de las nanoparticulas para desarrollar interacciones
bioadhesivas en el tracto gastrointestinal se vio fuertemente inhibida (Figura 3c). No obstante, la distribucién en el
tracto y la fraccidon adherida a la mucosa de esas nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) era similar al perfil
observado para las nanoparticulas control (NP). Este resultado indica claramente que la adhesion y el tropismo de las
nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) estd dirigido por la presencia de tiamina en su superficie.
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2.3. Curvas y pardmetros de bioadhesion

Las curvas de bioadhesion fueron obtenidas por representacion de la cantidad total de nanoparticulas adheridas
en el tracto gastrointestinal en funcidn del tiempo tras su administracién (Figura 4). La comparacién de los perfiles
de bioadhesién para las diferentes formulaciones permite observar que las nanoparticulas control (NP) muestran un
maximo de bioadhesiéon 30 minutos después de su administraciéon [Figura 4, (e)]. Posteriormente, la cantidad de
nanoparticulas control (NP) adheridas va cayendo con el tiempo.

Por el contrario, para las nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP), el maximo de adhesion se observa 3 horas
después de su administracién. Ademads, este maximo representa una cantidad cercana al 65% de la dosis administrada
[Figura 4, (w)]. Desde estas curvas se calcularon los pardmetros de bioadhesién que permiten comparar el potencial
adhesivo de las distintas nanoparticulas. Los pardmetros estan recogidos en la Tabla 2.

En primer lugar, merece la pena destacar que las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) estdn caracterizadas
por una AUC,y, (pardmetro que mide la intensidad de las interacciones bioadhesivas) 3 veces superior a la observada
para las nanoparticulas control (NP). Igualmente, el maximo de adhesién (expresado como Q) de las T-NP era
también significativamente mayor que para las NP (p<0,01). Por el contrario, la fraccién adherida de T-NP mostraba
una velocidad de eliminacién (K,4,) significativamente mayor que para NP (p<0,05) y un tiempo de residencia medio
(MRT,q,) de aproximadamente 3,12 horas. Particularmente interesante resultd el hecho de que la co-administracién
de nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP) y vitamina (tiamina) libre, eliminaba las propiedades bioadhesivas de
estas nanoparticulas (T-NP) [Figura 4, (a)]. Asi, en estas condiciones, los pardmetros de bioadhesion estudiados de
T-NP eran similares a los calculados para las nanoparticulas control (NP) (p<0,05).

Todos estos resultados son coincidentes con estudios previos que han descrito la presencia de receptores de tiamina
a lo largo del intestino delgado de ratas y humanos [Casirola et al., J. Physiol. (Lond), 398 (1988) 329-339; Laforenza
et al., J. Membr. Biol. 161 (1998) 151-162]. Igualmente se ha descrito que la absorcién de tiamina (en animales
de laboratorio y humanos) es inhibida por la administracién de andlogos estructurales de tiamina, como amprolium,
oxitiamina y piritiamina [Laforenza et al.,. J. Membr. Biol. 161 (1998) 151-162; Dudeja et al., Am. J. Physiol. Cell.
Physiol., 281 (2001) C786-C792].

TABLA 2

Pardmetros de bioadhesion para las distintas formulaciones de nanoparticulas

Qmax (Mg) AUC,4n(mg.h) Koan () MRT (h)

NP 4 2,13{:0,71&77 7 10,9§ + 0,14 0,13+ 0,08 73,45 + 0,32
T-NP 6,23 + 0,34** 32,51 £ 3 31** 0,30+ 0,02 3,12+ 0,11
TNP;COM 2,43 + 9,48 9,72+ 0,51 0,14+ 0,03 3,31 £0,08

Los resultados se expresan como media + SD (n =3)

TNP-COM representa los valores obtenidos cuando se administraron conjuntamente las
nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP) con 5 mg de la vitamina libre

Qmax (mg): Cantidad maxima de nanoparticulas adheridas a la mucosa

AUC, 45 (mg.h): Area bajo la curva de bioadhesion

Kadn (h"): Velocidad de eliminacion de la fraccion adherida

MRT,q, (h): Tiempo de residencia medio de la fraccién adherida de nanoparticulas

#* P< 0,01 vs nanoparticulas control (NP y NPT-COM) (Man-Whitney U-test).

2.4. Visualizacion de la distribucion de las nanoparticulas adheridas a la mucosa intestinal
La visualizacién de las nanoparticulas marcadas con RBITC en la mucosa gastrointestinal se observé por microsco-

pia de fluorescencia. La Figura 5 muestra varias fotografias que permiten observar la distribucidn de las nanoparticulas
en muestras de ileon, 2 horas después de la administracién por via oral de 10 mg de nanoparticulas en ratas.
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Las nanoparticulas control (NP) fueron principalmente detectadas en la capa externa del {leon (mucus que tapiza la
mucosa), confirmando la baja afinidad de estos transportadores por la mucosa intestinal (Figura 5b). Por el contrario,
las nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP) se distribufan ampliamente y mostraban una afinidad muy grande por
las microvellosidades del intestino (Figura 5a). Por otra parte, dichas T-NP mostraban un tropismo importante para
adherirse a las placas de Peyer y para ser internalizadas y/o capturadas por ese tejido linfoide (Figura 5c¢). Esta captura
no se observo para dichas NP (Figura 5d).

Ejemplo 3
Preparacion de las nanoparticulas conteniendo un antigeno modelo

La capacidad adyuvante de las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP) se estudié utilizando ovoalbimina
(OVA) como modelo de antigeno.

3.1. Preparacion de nanoparticulas control con ovoalbiimina encapsulada (OVA-NP)

5 mg de OVA se dispersaron en 2 mL de agua con ayuda de ultrasonidos (Microson™) o en un bafio de ultrasonidos
durante 1 minuto bajo enfriamiento. Esta suspensién se adiciond a una solucién de 100 mg del copolimero de metil
vinil éter y anhidrido maleico (PVM/MA) [Gantrez® AN 119] en 3 mL de acetona. Posteriormente, sobre esta fase
y bajo agitacién magnética, se adicionaron 10 mL de etanol y 10 mL de agua desionizada. La mezcla resultante se
dej6 homogeneizar durante 5 minutos. Entonces, la suspensién de nanoparticulas fue evaporada bajo presion reducida
(Btichi R-144, Suiza) hasta eliminar ambos disolventes orgdnicos y el volumen final se ajusté con agua a 10 mL. Las
nanoparticulas obtenidas tienen OVA encapsulada (OVA-NP). A la suspension resultante se le ailadieron 100 uL de
una solucién al 1% v/v de 1,3-diaminopropano, sometiendo el conjunto a agitacién magnética durante 5 minutos. La
suspension resultante se sometio a purificacion por ultracentrifugacién (20 minutos a 27.000 x g). Los sobrenadantes se
eliminaron y el residuo se resuspendié en agua o en una solucion acuosa de sacarosa al 5%. Finalmente, la suspensién
de nanoparticulas resultante se liofilizé, permitiendo de ese modo mantener todas sus propiedades intactas.

3.2. Preparacion de nanoparticulas recubiertas con tiamina con ovoalbiimina encapsulada (OVA-T-NP)

5 mg de OVA se dispersaron en 2 mL de agua con ayuda de ultrasonidos (Microson™) o en un bafio de ultrasonidos
durante 1 minuto bajo enfriamiento. Esta suspension se adiciond a una solucién de 100 mg del copolimero de metil
vinil éter y anhidrido maleico (PVM/MA) [Gantrez® AN 119] en 3 mL de acetona. Posteriormente, sobre esta fase
y bajo agitacion magnética, se adicionaron 10 mL de etanol y 10 mL de agua desionizada conteniendo 2,5 mg de
tiamina. La mezcla resultante se dejé6 homogeneizar y la suspension de nanoparticulas fue evaporada bajo presién
reducida (Biichi R-144, Suiza) hasta eliminar ambos disolventes orgdnicos y el volumen final se ajust6 con agua a 10
mL. La suspension resultante fue sometida a agitaciéon magnética durante 1 hora a temperatura ambiente y purificada
mediante centrifugacion a 27.000 x g durante 20 minutos, recogiendo los sobrenadantes para cuantificar la tiamina
unida a las nanoparticulas. Posteriormente se afiadieron 100 uL de una solucién al 1% v/v de 1,3-diaminopropano,
sometiendo el conjunto a agitacion magnética durante 5 minutos. La suspension resultante se sometié a purificacién
por ultracentrifugacién (20 minutos a 27.000 x g). Los sobrenadantes se eliminaron y el residuo se resuspendié en
agua o en una solucién acuosa de sacarosa al 5%. Finalmente, la suspensién de nanoparticulas resultante se liofilizd,
permitiendo de ese modo mantener todas sus propiedades intactas.

3.3. Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas

La Tabla 3 resume las caracteristicas fisico-quimicas principales de las nanoparticulas resultantes (OVA-NP y
OVA-T-NP). La formulacién OVA-T-NP mostré un tamafio significativamente mayor (412 nm) que las nanoparticulas
control (280 nm). Por otra parte, la presencia de OVA afecta ligeramente a la cantidad de tiamina unida a la superficie
de las nanoparticulas. Asf, la presencia de esta proteina (OVA) disminuia en un 20% la cantidad de vitamina (tiamina)
unida (12 ug/mg vs 15 ug/mg). La cantidad de OVA encapsulada se determind, en este caso, mediante densitometria
de las bandas de esta protefna en el gel de SDS-PAGE, utilizando el programa Microimage® Versién 4. La cantidad
de OVA fue, para OVA-NP y OVA-T-NP, de 12,1+1,4 y 11,6+2,3 ug/mg nanoparticulas, respectivamente.

TABLA 3

Caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas de Gantrez® AN conteniendo ovoalbiimina como modelo de
antigeno (media + SD: n = 6)

Tamaiio Potencial zeta | Contenido en | Contenido en
(nm) (mV) OVA tiamina
(pug/mg) (ug/mg)
OVA-NP 280+ 6 -39,0+1,0 11,6£2,3 -
OVA-T-NP 412 +£2 -283+£6,2 12,1+1,4 12,0+ 1,1
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Ejemplo 4
Estudio de la capacidad adyuvante de las nanoparticulas que encapsulan ovoalbiimina

La Figura 6 muestra los titulos de I[gG2a y 1gG1 tras la inmunizacidn oral o subcutdnea de ratones Balb/C con una
dosis tnica de los diferentes tratamientos (OVA-NP, OVA-T-NP y proteina libre). La Tabla 4 resume los valores de las
areas bajo las curvas de la respuesta inmune.

En la inmunizacién subcutanea (s.c.), la administracion de OVA-T-NP inducia la produccién de niveles anticuerpos
anti-OVA de tipo Th2 (IgG1) similares a los inducidos por la formulacién OVA-NP. Sin embargo, los titulos de IgG2a
(correspondientes a una respuesta de tipo Thl) eran al menos 2 veces superiores para OVA-T-NP que para OVA-
NP. Todo esto demuestra que con nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP) se pueden conseguir niveles mas
balanceados de perfiles Thl y Th2, ya que su actividad inductora de niveles de IgG2a (Th1) es bastante superior a la
inducida por las nanoparticulas control (NP) no recubiertas con esta vitamina (tiamina).

En todos los casos, los niveles de anticuerpos anti-OVA generados por ambas formulaciones (OVA-NP y OVA-T-
NP) fueron significativamente mayores que cuando se inmunizé con la proteina (OVA) libre.

TABLA 4
Valores de dreas bajo las curvas (AUCs) que representan los diferentes perfiles de respuesta inmune expresados en la
Figura 6
SC ORAL
AUC Thil AUC Th2 AUC Thl AUC Th2
OVA-T-NP 26,5 37 22 24
OVA-NP 16,5 42 1,5 10,5
OVA libre 1,5 7 0 1,5

Las AUCs se expresan como unidades arbitrarias (titulo x tiempo)

Tras la administracion oral, las nanoparticulas OVA-NP también mostraron un perfil predominantemente de tipo
Th2 (Figura 6). La respuesta oral de tipo Thl fue muy baja (AUC de 1,5; AUCy,, es 7 veces superior que AUCy,;, ver
Tabla 4) y, al mismo tiempo, la respuesta de anticuerpos inducida por la administracién oral fue inferior a la descrita
tras la administracion subcutinea.

Por el contrario, la inmunizacion oral con OVA-T-NP inducia respuestas Th1 y Th2 superiores a las obtenidas con
OVA-NP. Ademds, ambas respuestas eran del mismo orden (Tabla 4). Por otra parte, mientras para las nanoparticulas
OVA-NP la respuesta inmune por via s.c. fue significativamente mds intensa que por via oral, para las nanoparticulas
OVA-T-NP la induccién de anticuerpos anti-OVA por las vias s.c. y oral fueron bastante similares, en especial la
respuesta Th1. Estos resultados muestran claramente la capacidad de las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-
NP) para aumentar y potenciar las respuestas celulares de tipo Th1l. Esta observacion tiene un gran valor al obtenerla
en un modelo animal predispuesto al desarrollo de respuestas Th2 [Gieni ef al., Int. Immunol., 8 (1996) 1511-1520].

Estos resultados concuerdan con otros previos donde se habia puesto de manifiesto que la presencia de microparti-
culas con OVA en las zonas distales del intestino delgado promovia la induccién de respuestas de tipo Th1 [Cronkhite y
Michael, Vaccine, 22 (2004) 2106-2115]. Esta potenciacion de la respuesta Th1 puede estar relacionada con el elevado
tropismo de las nanoparticulas T-NP por las regiones distales del intestino delgado, asi como su captura por las placas
de Peyer ricas en células presentadoras de antigenos (Figuras 3-5). En realidad, recientemente se ha establecido que
es mucho mads fécil inducir la produccién de anticuerpos de tipo IgG2a en la porcidn distal del tracto gastrointestinal
donde, segiin parece, existe un mayor nimero de células dendriticas que promueven las respuestas celulares o de tipo
Thl [Peng et al., J. Immunol., 176, (2006) 3330-3341; Hattori et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 317 (2004)
992-999; Shi et al., Tumori., 91 (2005) 531-538].

La Figura 7 muestra la evolucién de anticuerpos anti-OVA de tipo IgA en las heces de los ratones inmunizados por

las vias s.c. u oral. En ambos casos, la inmunizacién con nanoparticulas, independientemente de la via de administra-
cion, indujo la produccion de niveles elevados de IgA. Sin embargo, las nanoparticulas recubiertas con tiamina (T-NP)

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 951 Bl

inducian la secrecién de niveles significativamente mayores de IgA intestinal que las nanoparticulas convencionales.
Por via oral, esa diferencia era de 64 veces superior para las nanoparticulas OVA-T-NP que para las nanoparticulas
OVA-NP. Este fendmeno puede estar relacionado con la captura efectiva de las nanoparticulas T-NP por las placas de
Peyer del tracto gastrointestinal y su paso hacia los linfocitos responsables de la sintesis y secrecidn a nivel de mucosas
de la IgA.

En conclusidn, las nanoparticulas recubiertas de tiamina (T-NP) han mostrado una capacidad particular para des-
arrollar interacciones adhesivas en la mucosa gastro- intestinal. Esta capacidad puede ser interesante para aumentar la
biodisponibilidad oral de numerosos farmacos. Por otra parte, como adyuvantes de vacunacion, estos transportadores
poliméricos son capaces de alcanzar las placas de Peyer y potenciar una elevada induccién de anticuerpos frente al
antigeno transportado. Ademds, la respuesta que se genera es humoral (Th2) y celular (Thl), lo cual puede ser de
interés para vacunacion frente a numerosos patégenos y para inmunoterapia para el tratamiento de alergias.
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REIVINDICACIONES
1. Nanoparticulas que comprenden un polimero biodegradable y tiamina o un derivado de la misma.

2. Nanoparticulas segtn la reivindicacién 1, en las que dicho polimero biodegradable es un copolimero de metil
vinil éter y anhidrido maleico (PVM/MA).

3. Nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en las que el copolimero tiene un peso molecular
comprendido entre 100 y 2.400 kDa, preferentemente entre 200 y 2.000 kDa, més preferentemente entre 180 y 250 ka.

4. Nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprenden tiamina o tiamina hidrocloruro.

5. Nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en las que la tiamina o su derivado se encuentra
recubriendo total o parcialmente la superficie de las nanoparticulas.

6. Nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en las que la relacién en peso entre la tiamina, o
derivado de la misma, y el polimero biodegradable estd comprendido entre 1:10 y 1:500, preferentemente entre 1:10 y
1:100, m4s preferentemente alrededor de 1:40.

7. Nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en las que dichas nanoparticulas se encuentran
reticuladas.

8. Composicion farmacéutica que comprende nanoparticulas segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y una
molécula biolégicamente activa capaz de prevenir, aliviar o curar una enfermedad.

9. Composicidn segtin la reivindicacién 8, que comprende como molécula biolégicamente activa una proteina o un
péptido.

10. Composicion segiin la reivindicacién 8, que comprende como molécula biolégicamente activa un compuesto
seleccionado del grupo formado por un 4cido nucleico, un nucleésido, un nucleétido, un oligonucleétido, un polinu-
cleétido y sus mezclas.

11. Composicién segtin la reivindicacion 8, que comprende como molécula biolégicamente activa un agente anti-
tumoral o un antigeno para tumores.

12. Composicién segtin la reivindicacién 8, que comprende como molécula bioldgicamente activa un protector del
sistema nervioso central o un glucocorticoide.

13. Composicion segin la reivindicacién 8, que comprende como molécula biolégicamente activa un antigeno para
vacunacion o un alergeno para inmunoterapia.

14. Composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, para administracion oral.

15. Composicién farmacéutica segtin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, para administracién parenteral.

16. Composicion farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, para administracién por una via
que dé acceso a alguna mucosa del organismo, preferentemente la via rectal, oftdlmica, vaginal, nasal, pulmonar o
sublingual.

17. Uso de las nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la elaboracién de un medicamento.

18. Un liofilizado que comprende las nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

19. Una vacuna o composicién para inmunoterapia que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de las
nanoparticulas segin reivindicaciones 1 a 7 y un antigeno o alergeno, junto con un vehiculo o excipiente farmacéuti-

camente aceptable.

20. Vacuna segtn la reivindicacién 19, en la que el antigeno o alergeno estd contenido en el interior de dichas
nanoparticulas y/o recubriendo al menos parcialmente la superficie de dichas nanoparticulas.

21. Vacuna segtin cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20, en la que dicho antigeno comprende un extracto
inmunogénico procedente de un organismo.

22. Vacuna seglin cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20, en la que dicho alergeno comprende un extracto de
polen alergénico, un extracto de insecto alergénico o un extracto de un producto alimenticio alergénico.
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23. Un producto que comprende, de forma separada, a) un antigeno o un alergeno; y b) una composicién que
comprende nanoparticulas basadas en un polimero biodegradable y tiamina segtin reivindicaciones 1 a 7, como com-
posicion potenciadora de la respuesta inmune frente a dicho antigeno o alergeno, como combinacién para su admi-
nistracién simultdnea o secuencia) a un sujeto, en la induccién o estimulacién de una respuesta inmune frente a dicho
antigeno o alergeno en dicho sujeto.

24. Uso de nanoparticulas segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la elaboracion de una composicién
farmacéutica para la estimulacion selectiva de la respuesta inmune de Thl, o en la fabricacién de una composicién
farmacéutica para la estimulacién selectiva de la respuesta inmune de Th2, o en la fabricacion de una composicién
farmacéutica para la estimulacion equilibrada de las respuestas inmunes de Th1 y Th2.

25. Procedimiento para la produccién de nanoparticulas segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que com-
prende:

a) desolvatacion de una solucién orgdnica que comprende un polimero biodegradable, con una solucién hi-
droalcohélica para formar las nanoparticulas;

b) incubacién simultdnea de las nanoparticulas de polimero biodegradable formadas en la etapa a) y la tiamina
en una solucién acuosa; y

c) eliminacion de los disolventes orgdnicos obteniéndose una suspension acuosa de nanoparticulas.

26. Procedimiento segtn la reivindicacién 25, en el que la concentracién del polimero biodegradable estd com-
prendida entre 0,001 y 10% p/v y la de la tiamina entre 0,001 y 5% p/v.

27. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 25 y 26, que comprende etapas adicionales de purifi-
cacion.

28. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, que comprende ademads la incorporacién de
una molécula biolégicamente activa mediante su adicién en la fase orgdnica donde estd el polimero biodegradable
disuelto, previo a su desolvatacién.

29. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, que comprende ademds la incorporacién de
una molécula biolégicamente activa mediante su adicidn a la suspensidn acuosa de las nanoparticulas ya formadas.

30. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 25 a 29, que comprende una etapa adicional de liofili-
zacion, opcionalmente en presencia de un agente crioprotector, preferentemente sacarosa o manitol.
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Figura 6
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