(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(19) Organizaciéon Mundial de la Propiedad

(43) Fecha de publicacién internacional

Intelectual
Oficina internacional

11 de agosto de 2011 (11.08.2011)

00 0 O
(10) Namero de Publicacion Internacional

WO 2011/095661 A1

(51)

21

(22)

(25)
(26)
(30)

1

(72)
(75)

Clasificacion Internacional de Patentes:
A61K 9/51 (2006.01) AG61K 47/48 (2006.01)

Numero de la solicitud internacional:
PCT/ES2011/070056

Fecha de presentacion internacional:

31 de enero de 2011 (31.01.2011)
Idioma de presentacion: espafiol
Idioma de publicacion: espafiol

Datos relativos a la prioridad:
P201030138 2 de febrero de 2010 (02.02.2010) ES

Solicitante (para todos los Estados designados salvo
Us): CONSEJO SUPERIOR DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CSIC) [ES/ES];
Serrano, 117, E-28006 Madrid (ES).

Inventores; e

Inventores/Solicitantes (para US  solamente):
MORALES HERRERO, Maria del Puerto [ES/ES];
Instituto de Ciencias Materiales de Madrid, Sor Juana
Inés de la Cruz, 3, Campus de Cantoblanco, E-28049
Madrid (ES). GOMEZ ROCA, Alejandro [ES/ES];
Instituto de Ciencias Materiales de Madrid, Sor Juana
Inés de la Cruz, 3, Campus de Cantoblanco, E-28049
Madrid (ES). SERNA PEREDA, Carlos [ES/ES];

74

@1

Instituto de Ciencias Materiales de Madrid, Sor Juana
Inés de la Cruz, 3, Campus de Cantoblanco, E-28049
Madrid (ES). VEINTEMILLAS VERDAGUER, Sabino
[ES/ES]; Instituto de Ciencias Materiales de Madrid, Sor
Juana Inés de la Cruz, 3, Campus de Cantoblanco,
E-28049 Madrid (ES). BARBER CASTANO, Domingo
F. [ES/ES]; Centro Nacional de Biotecnologia, Darwing,
3, Campus de Cantoblanco, E-28049 Madrid (ES).
MEJIAS LAGUNA, Raquel [ES/ES]; Centro Nacional
de Biotecnologia, Darwing, 3, Campus de Cantoblanco,
E-28049 Madrid (ES). PEREZ YAGUE, Sonia [ES/ES];
Centro Nacional de Biotecnologia, Darwing, 3, Campus
de Cantoblanco, E-28049 Madrid (ES).

Mandatario: UNGRIA LOPEZ, Javier; Avenida
Ramoén y Cajal, 78, E-28043 Madrid (ES).

Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,
AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR,
BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG,
KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU,
LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ,
NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS,
RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ,

[Contintia en la pagina siguiente]

20117095661 A1 | [ 100 OO 0 0 0 0 00O

[ Cortrot

EE Flanco GG FF

Fig. 1

EE Left (without magnet)
GG Flank
FF Right {(magnet)

AA Control

BB Nanoparticles

CC Interferon-gamma

DD Nanoparticles-interferon

= Nanoparticulas
NInterferon-gamma
W Nanoparticutas-Interferds

(54) Title: MAGNETIC NANOPARTICLES FOR USE IN A PHARMACEUTICAL COMPOSITION
(54) Titulo : NANOPARTICULAS MAGNETICAS PARA SU USO EN UNA COMPOSICION FARMACEUTICA

(57) Abstract: The invention relates to a
pharmaceutical composition that includes a magnetic
nanoparticle and at least one active ingredient,
preferably an antineoplastic or immunomodulator, for
treating illnesses, in particular cancer. The nucleus of
the magnetic nanoparticle includes a magnetic iron
oxide. The surface of the nanoparticle includes ligands
bonded thereto by means of an ionic bond, a covalent

oo bond, a hydrogen bridge, a hydrophobic bond, an

electrostatic bond and/or a metal-ligand coordination
bond, wherein the ligand includes an active region
having at least one group chosen from - CO,H, -POsH,
-POH, -SO;H and -SOsH. Moreover, the active
ingredient is bonded to the active region of the ligands
by means of ionic bonds.

(57) Resumen: Uso de una composicién farmacéutica
que comprende una nanoparticula magnética y al menos
un principio activo, preferiblemente un antineoplasico o
inmunomodulador, para el tratamiento de
enfermedades, en especial cancer. El nucleo de Ia
nanoparticula magnética comprende un 6xido de hierro
magnético; Ia nanoparticula comprende en su superficie
ligandos unidos a esta mediante enlace idnico, enlace
covalente, puente de hidrogeno, enlace hidrofobico,
enlace electrostatico y/o enlace de coordinacion metal

ligando, donde el ligando comprende una regién activa con al menos un grupo seleccionado entre - CO,H, -POsH, -PO.H, -SO;H

o v -SO,H; y donde el principio activo esta unido a Ia regién activa de los ligandos mediante enlaces idénicos.
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NANOPARTICULAS MAGNETICAS PARA SU USO EN UNA COMPOSICION
FARMACEUTICA

La presente invencion se refiere al uso de una composicion farmaceutica que
comprende una nanoparticula magnética y al menos un principio activo,
preferiblemente un antineoplasico o inmunomodulador, para el tratamiento de
enfermedades, en especial cancer. Por lo tanto pertenece al campo de la
tecnica de la medicina.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Una de las funciones fisiologicas del sistema inmune es detectar y eliminar las
células transformadas que surgen continuamente en el organismo antes de que
se manifiesten clinicamente. Este proceso se denomina inmunovigilancia y se
basa en la participacién de células efectoras de los sistemas innato y adquirido,

y ciertas moléculas inmunes.

En la literatura podemos encontrar numerosas evidencias experimentales que
apoyan la idea de la inmunovigilancia. La utilizacién de modelos de ratones
deficientes en alguno de los componentes del sistema inmune, como células T,
natural killer o moléculas especificas como interferon-gamma, perforina,
interleuquina-12 o TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand), muestran inequivocamente mayores incidencias de desarrollo de
tumores. Por ofra parte, la administracion de interleuquina-12 o de
estimuladores del sistema inmune como a-galactosilceramida reduce la
incidencia de tumores primarios en ratones normales. En humanos también
existen evidencias que sugieren que la hip6tesis de la vigilancia inmunitaria se
cumple, como el hecho de que los pacientes inmunosuprimidos presentan
mayores incidencias de tumores que los inmunocompetentes, que la presencia
de linfocitos infiltrados en un tumor supone un signo de buen pronostico, y que

los pacientes de cancer son capaces de generar respuestas inmunes innatas y
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adquiridas contra el tipo de tumor que padecen (lkeda et al, Cancer Sci,
65:697-703, (2004)).

Sin embargo, la inmunovigilancia representa solo una parte de la compleja
relacion existente entre sistema inmune y cancer. La presencia de un tumor
indica que las células que lo forman han sido capaces de evitar el
reconocimiento por parte del sistema inmune, o de escapar de los efectos del
mismo. El proceso entre la inmunovigilancia y la evasién, llamado
inmunoedicidn, consta de tres fases: eliminacidn, equilibrio y escape. La fase
de eliminacién representa el concepto clasico de inmunovigilancia. En esta fase
el sistema inmune es capaz de detectar y destruir las células transformadas
que se generan. La fase de equilibrio representa el periodo de latencia que
existiria entre el final de la fase de eliminaciéon y la aparicion de un tumor
clinicamente detectable. En esta fase se lleva a cabo lo que se conoce como
inmunoseleccion, es decir, aquellas células que gracias a la gran plasticidad
genomica de las células tumorales, que suelen tener alterados los mecanismos
de reparacion del DNA y acumulan mutaciones con mayor frecuencia que las
células normales, adquieren un fenotipo que las hace menos inmunogénicas y
mas resistentes en su ambiente, lo que les permite sobrevivir y dividirse, de
forma que el tumor en desarrollo se enriquece en este tipo celular que no
puede ser eliminado por parte del sistema inmune. En la fase de escape las
células tumorales han acumulado una serie de cambios que les permiten
escapar tanto de la inmunidad innata como de la adquirida, de forma que
pueden desarrollarse libremente. Existe ademas un proceso de supresion
activa de la respuesta inmune por parte del tumor, que se conoce como
inmunosubversion. Este proceso incluye la sobreproduccién de citoguinas
imunosupresoras o la liberacion de formas solubles de ligandos que bloquean

determinados receptores de las células inmunes.

La respuesta inmune frente a tumores se inicia con la participacion de células
del sistema inmune innato, como las células Natural Killer (NK), Natural Killer T

NKT) v células Ty, que reconocen a las células transformadas y se estimulan
{
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para producir interferon-gamma. Este interferon-gamma inicial dispara una
cascada de reacciones como la induccidén de quimioquinas angiostaticas que
bloquean la neovascularizacién y el reclutamiento de células efectoras del
sistema inmune a la zona en la que se encuentra el tumor. El interferén-gamma
actua también directamente en las ceélulas tumorales, sobre las que tienen
efectos antiproliferativos y proapoptdticos. Estos efectos producen la muerte de
parte de las células tumorales, que van a ser procesadas por las células
dendriticas, que migran a los nodulos linfaticos cercanos y presentan los
antigenos tumorales a las células T CD4+ o CD8+ especificas para ellos. Estas
células T se activan, proliferan y migran a las inmediaciones del tumor
siguiendo gradientes de citoquinas y quimioquinas. Una vez llegan a su destino
estas células reconoceran y destruirdn a las células tumorales que expresen
los antigenos correspondientes.

El interfer6n-gamma, por tanto, juega un papel fundamental en la respuesta
inmune antitumoral. E! interferbn-gamma es miembro de una familia de
proteinas que se identificaron originariamente por su capacidad de proteger a
las células de infecciones virales (Wheelock E.F., Science, 149:310-311
(1965)). Estas proteinas se dividen en dos clases siguiendo criterios
estructurales y funcionales, y teniendo en cuenta los estimulos que inducen su
expresion. Los interferones de tipo | se inducen en respuesta a una infeccién
viral. El interferon tipo Il o interferon inmune se corresponde con el interferdn-
gamma, y se produce predominantemente por los linfocitos T, celulas natural
killer (NK) y células NKT tras la activacion por estimulos inmunes e
inflamatorios (Boehm et al, Annu Rev Immunol, 15:749-95 (1997)). El

interferén-gamma  humano y el murino estan formados por cadenas

polipeptidicas glicosiladas que homodimerizan uniéndose de forma no
covalente y dando lugar a una proteina de 50 kDa. Las dos cadenas se asocian
de forma antiparalela y forman un dimero que posee dos sitios idénticos de

unidn a su receptor (Bach et al, Annu Rev Immunol, 15:563-91 (1997)).
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Existen numerosos estudios que apuntan al interferdbn-gamma como la
citoquina mas efectiva frente a tumores. La inyeccidbn de anticuerpos
monoclonales con capacidad de bloquear interferén-gamma en animales
experimentales suprime en estos la capacidad de rechazar tumores
transplantados. La incidencia de tumores primarios es mayor y ademas crecen
mas rapidamente y a menor dosis de carcindgenos en ratones 129/SvEv
deficientes en moléculas implicadas en la via de senalizacion del receptor de
interfer6n-gamma que en ratones normales. También en ratones donde se
induce genéticamente la formacion de tumores (ratones deficientes en p53), la
falta de moléculas de la via de sefnalizacion del receptor de interferon-gamma o

del propio interferdn-gamma induce una mayor formacidn de tumores.

En el pasado se han utilizado distintas citoquinas como posibles agentes
terapéuticos contra el cancer, obteniéndose resultados variables dependiendo
del modo de administracién. La aparicion de importantes efectos secundarios
es la principal limitacidn de la administracion sistémica, ademas de que la
concentracién de citoquina que se consigue esta muy por debajo de lo que se
requiere en el sitio de accidn, y el incremento en el nivel de citoquina es

transitorio (Margolin et al, J Immunother Emphasis Tumor immunol, 14:70-6

(1993)). La inyeccion de vectores genéticos en la masa tumoral o la
implantacion de ceélulas modificadas genéticamente para producir citoquinas
presenta una eficiencia variable dependiendo del vector ¢ el tipo celular
utiizado (Miller et al, Blood, 82:3686-94 (1993)). La inyeccion de células
tumorales modificadas para producir citoquinas e irradiadas como vacunas
presenta efectos secundarios similares a la administracion sistémica. Los
resultados mas prometedores se han obtenido con la utilizacion de
microesferas de diferentes materiales cargadas de citoquinas (Arora et al, J
Surg Oncol, 94:403-12 (2006)). , aunque sigue habiendo la necesidad de
métodos que permitan la liberacidén controlada y especifica de principio activo, y
en especial de aquellos potencialmente toxicos si se adminisira de modo

sistematico.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que
comprende conjugados formados por nanoparticulas magnéticas y un principio
activo, pudiendo ser dicha composicién ademas util para el tratamiento de

enfermedades cancerigenas.

Como se puede observar en los ejemplos, los autores de la presente invencién
testaron la interaccion electrostatica entre el interfer6n-gamma murino vy
distintos tipos de nanoparticulas magneéticas. El resultado fue positivo cuando
se utilizaron nanoparticulas magnéticas con carga superficial negativa a pH
fisiologico y se comprob6 ademas que el interferbn-gamma seguia siendo
funcional tras la interaccion, y que la liberacién del interferdn se producia
especialmente en el lugar donde se acumulaban las particulas por la influencia

de un campo magnetico.

La composicion antitumoral de la presente invencidén se puede administrar en
forma de una preparacidbn que contiene conjugados formados por
nanoparticulas magnéticas a las que se adsorben moléculas del principio activo
que puede ser una citoquina como por ejemplo el interferén-gamma, con el fin
de poder dirigir y concentrar dicha citoquina en la regiéon de interés mediante el

uso de campos magnéticos externos.

Segun la presente invencidn, la inmovilizacion o atraccidon a la zona de interés
de la composicion permite obtener una concentracion terapéuticamente
relevante en la zona de interés, pero sin embargo la concentracion de principio
activo en el resto de tejido y/o fluidos, por ejemplo en sangre, es inferior que si
se compara con la administraciéon de dicho principio activo por otras vias de
administracion. Estas ventajas comportan consecuentemente una reduccion de
las dosis y una reduccidn de los niveles de riesgo de diversos efectos
secundarios, en especial de principios activos altamente agresivos como el

interferén-gamma.
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Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una
composicidon farmacéutica que comprende un conjugado, donde dicho
conjugado comprende una nanoparticula magnética y al menos un principio
activo para la preparacién de un medicamento, caracterizado porque:

- el nucleo de la nanoparticula magnética comprende un 6xido de hierro
magnético;

- la nanoparticula comprende en su superficie ligandos unidos a esta
mediante enlace idnico, enlace covalente, puente de hidrogeno, enlace
hidrofdbico, enlace de coordinacion metal ligando o combinaciones de los
mismos, donde el ligando comprende una regidén activa que comprende al
menos un grupo seleccionado entre -COzH, -PO3H, -PO4H, -SO3H y -SO4H; v

- donde el principio activo estd unido a la region activa de los ligandos

mediante enlaces ibnicos.

Por “una regién activa” se entiende a la region del ligando que se une al
principio activo para formar el conjugado descrito en la presente invencion.
Dicha region comprende al menos un grupo seleccionado entre -CO.H, -POzH,
-PO4H, -SO3H y -SO4H. Mas preferiblemente esta regidn activa del ligando
comprende al menos un grupo seleccionado entre -CO.H, -PO4H - y -SO4H.
Mas preferiblemente la region activa del ligando comprende -CO2H.

Por “ligando” se entiende en la presente invencibn a un compuesto que
comprende una regién activa, descrita anteriormente, por donde se une al
principio activo y que comprende una region adhesiva la cual esta enlazada
con la superficie de la nanoparticula mediante enlace ionico, enlace covalente,
puente de hidrogeno, enlace hidrofébico o enlace de coordinacion metal
ligando. Preferiblemente esta region adhesiva comprende al menos un grupo
seleccionado entre -CO.H, -NH,, -SH, -CONH,, -OH, -POsH, -PO4H, -SOzH vy -
SO4H. Mas preferiblemente comprende al menos un grupo seleccionado entre -
COzH, -OH, -POsH y -SOsH. Ain mas preferiblemente la region adhesiva
comprende -COzH.
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Ademas, el ligando entre la regién adhesiva y la region activa puede
comprender una cadena hidrocarbonada de entre 1 y 20 dtomos de carbono.
Mas preferiblemente la cadena hidrocarbonada comprende entre 1y 10 atomos
de carbono. Aun mas preferiblemente la cadena hidrocarbonada es de formula
-CnHzo-, siendo n un numero entero de entre 1 y 10. Esta cadena
hidrocarbonada puede estar opcionalmente sustituida y/o presentar uno o
varias insaturaciones. El objetivo de esta cadena es unir la regidn activa con la
superficie de la particula. Mas preferiblemente la cadena hidrocarbonada
comprende al menos un grupo seleccionado entre éter, amido, amino, tioéter,
alqueno, alquino, C3-Cg cicloalcano y/o fenil. Y dicha cadena hidrocarbonada
puede estar sustituida con al menos un grupo seleccionado entre -SH, -OH, -
COzH, -NHj, -SH, -CONH,, -OH, -POsH, -POsH, -SOsH, -SO4H, F, CI, Bry L
Mas preferiblemente la cadena hidrocarbonada esté sustituida con al menos un
grupo —SH.

En una realizacion preferida, las nanoparticulas magnéticas descritas en la
presente invencion comprenden al menos un ligando seleccionado entre acido
dimetilmercaptosuccinico, acido dimercaptomaleico y acido
dimercaptopentadiénico. Mas preferiblemente comprende al menos &acido

dimetilmercaptosuccinico.

En otra realizacidn preferida de la presente invencion, la nanoparticula
magnética es obtenible por la descomposicién de acetilacetonato férrico en
solucion a una temperatura entre 235 y 290 °C en éter en presencia de un
acido graso, preferiblemente el acido graso es acido oleico. Por ejemplo, una
sintesis de nanoparticulas esta descrito en el presente articulo (Park J, Joo J,
Soon G K, Jang Y and Hyeon T 2007 Angew.Chem. Int. Edn 46 4630,
“Synthesis of monodisperse spherical nanocrystals”). Mas preferiblemente la
nanoparticula magnética es obtenible por la descomposicion de acetilacetonato

férrico en solucion a una temperatura entre 250 y 270 °C.

La descomposicion de acetilacetonato férrico se puede llevar a cabo en
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presencia de un disolvente organico, o mezclas de estos, de temperatura de

ebullicién superior a 235°C.

En una realizacion mas preferida, la descomposicion de acetilacetonato férrico
para obtener las nanoparticulas magnéticas se lleva a cabo en presencia de

bifenil éter, bencil éter, octil eter, octadeceno, trioctilamina o etilenglicol.

En otra realizacién preferida de la presente invencién, fa union entre el ligando
y la nanoparticula magnética se realiza mediante un proceso de intercambio de
ligandos (proceso conocido por cualquier experto en la materia y descrito en
“Nanotechnologies for the Life Sciences. Volume 7 Biofunctionalization of
Nanomaterials. Edited by Challa S. S. R. Kumar”).

En una realizacién preferida de la presente invencion, la nanoparticula
magnética tiene al menos un tamafio de particula medio superior a los 6 nm.
Preferiblemente la nanoparticula magnética tiene al menos un tamafio de
particula medio de entre 8 y 11 nm. El tamafio de particula es el tamafio medio
que resulta de ajustar a una distribucién logaritmica los datos obtenidos de las
fotografias de TEM, midiendo al menos 500 particulas (Particle size analysis in
ferrofluids, Journal of Magnetism and Magnetic Materials, K. O'Grady and A.
Bradbury, 39 (1983) 91-94).

En otra realizacidén preferida de la presente invencion, el conjugado tiene un
tamafio de particula hidrodinamico medio inferior a los 200 nm. Mas
preferiblemente el conjugado tiene un tamano de particula hidrodinamico medio
de entre 40 y 150 nm. Aln mas preferiblemente, el conjugado tiene un tamafio
de particula hidrodinamico medio de entre 85 y 115 nm. La medida o el
método de medida de los radios hidrodinamicos es conocido por cualquier
experto en la materia y se describe en: “Effect of Nanoparticle and Aggregate
Size on the Relaxometric Properties of MR Contrast Agents Based on High
Quality Magnetite Nanoparticles Alejandro G. Roca, Sabino Veintemillas-
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Verdaguer, Marc Port, Caroline Robic, Carlos J. Serna, and Maria P. Morales,
J. Phys. Chem. B 2009, 113, 7033-7039").

El término “principio activo”, “substancia activa”, “substancia farmacéuticamente
activa”, “ingrediente activo” 6 “ingrediente farmacéuticamente activo” significa
cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad
farmacolégica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacion,
tratamiento, o prevencidén de una enfermedad, o que afecta a la estructura o
funcion del cuerpo del hombre u otros animales. El término incluye aquellos
componentes que promueven un cambio quimico en la elaboracion del farmaco
y estan presentes en el mismo de una forma modificada prevista que
proporciona la actividad especifica o el efecto. En una realizacién particular el
principio activo es una citoquina. Este también puede ser un agente
antineoplasico o inmunomodulador. Las proteinas con actividad biolégica son
también preferidas, y en especial interferdn. El interferdn se puede seleccionar
de entre interferén alfa, beta, omega, ipsilon, kappa, gamma, lambda vy
cualquiera de sus combinaciones. Mas preferiblemente el principio activo es
interferén gamma. Como la unidn entre la regidn activa y el principio activo se
realiza preferiblemente mediante interacciones idnicas, es importante, y por
tanto preferido que el principio activo tenga al menos una carga positiva a un
pH entre 2 y 8, y aun mas preferiblemente tiene al menos una carga positiva a
un pH entre 5,5y 7,5. Esta carga puede ser que la téngale principio activo por
su propia naturaleza, como el interferon gamma, 0 que se introduzca mediante
derivatizacion quimica del principio activo, por ejemplo mediante la introduccion

de grupos amino.

Por “antineoplasico” se refiere a sustancias que impiden el desarrollo,
crecimiento, y/o proliferacion de células tumorales malignas. Estas sustancias
pueden ser de origen natural, sintético o semisintético. Muchos de los
antineoplésicos son profarmacos, es decir, se administra un medicamento que

es menos toxico, o tiene mejores caracteristicas farmacodinamicas, y una vez
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en el organismo se convierte en otro farmaco mas eficaz, seguro y selectivo

frente a su diana terapéutica.

Por “inmunomodulador” se entiende a una sustancia una sustancia que altera
la respuesta inmune mediante el aumento o la reduccion de la capacidad del
sistema inmunoldgico a producir anticuerpos o células sensibilizadas que

reconocer y reaccionar con el antigeno que inicié su produccion.

El interferén-gamma para utilizar en la composicion farmacéutica de la presente
invenciébn puede ser cualquiera de los interferones-gamma naturales,
interferones-gamma recombinantes y los derivados de los mismos siempre que
presenten una actividad interferén-gamma. El interferén-gamma descrito en los
ejemplos es interferén-gamma recombinante murino, ya que los experimentos

realizados se basaron en la utilizacidon de un modelo tumoral en ratén.

A la composicion farmacéutica de la invencidn se podrian anadir otras
sustancias farmacolégicamente activas en caso de ser necesario, ademas de

las ya mencionadas.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el conjugado comprende
al menos 1x10° mg de principio activo, preferiblemente antineoplasico o
inmunomodulador, por mg de conjugado. Mas preferiblemente, el conjugado
comprende al menos de 10x10° mg de principio activo, preferiblemente
citoquina, por mg de conjugado. AGin mas preferiblemente de entre 2x10° mg y
6x10°® mg de principio activo, preferiblemente de citoquina, por mg de
conjugado.

Otra realizacién preferida de la presente invencion comprende una composicion
farmacéutica con al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El término "excipiente farmaceuticamente aceptable” se entiende
cualquier ingrediente que no tienen actividad terapéutica y que no téxicos y, por

tanto adecuado como excipiente. Excipientes adecuados incluyen los
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excipientes de uso comun en productos farmaceuticos, como, por ejemplo,
celulosa microcristalina, lactosa, almiddén, estearato de magnesio,

crosspovidona, povidona y talco.

La administracion de los compuestos de esta invencidn se puede realizar a
través de cualquier procedimiento que libere el compuesto, preferentemente al
tejido deseado. Estos procedimientos incluyen las vias oral, intravenosa,
intramuscular, subcutdnea o intramedular, intraduodenal, etc. Preferiblemente
la composicion farmaceéutica de la presente invencidon puede administrarse
localmente mediante inyeccién en una zona cercana a la region de interés
(intramuscularmente, subcutaneamente, intradérmicamente), inyeccién en una
zona cercana a la region de interés y posterior inmovilizacion mediante campos
magneéticos o, preferidamente, inyeccién intravenosa y atraccidon a la zona de
interés mediante campos magnéticos. Por tanto, otra realizacion preferida de la
presente invencidén, comprende el uso de cualquiera de las composiciones

farmacéuticas descritas para la preparacion de una compaosicion intravenosa.

Con el propésito de la administracion parenteral, se pueden usar soluciones en
aceite de sésamo o de cacahuete o en propilenglicol acuoso, asi como
soluciones acuosas estériles de las correspondientes sales hidrosolubles. Si es
necesario, tales soluciones acuosas pueden tamponarse de forma adecuada, y
el diluyente liquido se convirtié primero en isotdnico con el suficiente suero
salino o glucosa. Estas soluciones acuosas son especialmente adecuadas para
propésitos de inyeccidn intravenosa, intramuscular, subcutanea e
intraperitoneal. A este respecto, todos los medios acuosos estériles empleados
se pueden obtener con facilidad mediante técnicas estandar bien conocidas por
aquellos expertos en la técnica. En las formulaciones parentales para su uso
intravenoso preferiblemente el conjugado se encuentra disuelto o disperso en
una solucién acuosa. Esta solucién no se limita especialmente, pudiéndose
utilizar una gran variedad de soluciones siempre que su pH se encuentre en un
rango en el que la citoquina, o en general el principio activo, esté en forma

nativa y presente carga positiva (a pH 2-8).
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Generalmente, los compuestos de la presente invencidén se administran en

dosis unicas (por ejemplo una vez al dia) o multiples.

Los compuestos de la presente invencién se administran en una dosis
terapéuticamente efectiva. El término "terapéuticamente efectiva" se refiere a
una cantidad de un medicamento o un agente terapéutico que provocan la
respuesta deseada biolégica o médica de un tejido, un sistema o un animal
{incluido el hombre) que esta siendo buscado por un investigador o clinico. En
cualquier caso, la cantidad y el ritmo del compuesto administrado dependeran,
por supuesto, del sujeto que se esta tratando, de la gravedad de la afeccion, de
la forma de administracion y de la opinidn del médico que los prescribe. Por
tanto, a causa de la variabilidad entre pacientes, las dosis que se proporcionan
a continuacion son una guia y el medico puede ajustar las dosis de los
compuestos para conseguir el tratamiento que el meédico considera que es
adecuado para el paciente. Al considerar el grado de tratamiento deseado, el
médico debe equilibrar una serie de factores tales como la edad del paciente, la
presencia de una enfermedad preexistente asi como la presencia de otras

enfermedades.

El término "tratamiento” se entiende la gestion y el cuidado de un paciente con
el fin de la lucha contra la enfermedad o trastorno.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de cualquiera de las
composiciones farmacéuticas descrita anteriormente para la preparacion de

una composicion para el tratamiento del cancer.

El término “cancer” o “canceroso” tal y como se utiliza en la presente
descripcion, se refiere a cualquier tumor maligno. Los términos “tumor” o
“tumoral”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a células
transformadas que presentan un crecimiento incontrolado. Dependiendo de su

posible evolucién puede tratarse de un tumor benigno, que permanece en su
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lugar de inicio y no produce metastasis; o tumor maligno, invasivo o que

produce metastasis.

Tumores o canceres de cabeza y cuello son, por ejemplo, pero sin limitarnos,
un tumor o un cancer de labio, un tumor o un cancer de cavidad oral, un tumor
0 un cancer de glandula salival, un tumor o un cancer de cavidad nasal y de
seno paranasal, un tumor o un cancer de orofaringe, un tumor o un cancer de
hipofaringe, un tumor o un céncer de laringe, un tumor o un cancer de
nasofaringe, o un cancer escamoso metastasico del cuello con tumor primario
oculto. Tumores o cénceres del aparato digestivo son, por ejemplo, pero sin
limitarnos, un tumor o un cancer de esdéfago, un tumor o un cancer de
estomago, un tumor o un cancer de intestino delgado, un tumor o un cancer de
duodeno, un tumor o un cancer de colon, un tumor o un cancer de recto, un
tumor o un cancer de ano, un tumor o un cancer de higado, un tumor o un
cancer de vesicula biliar, un tumor o un cancer de las vias biliares
extrahepaticas, o un tumor o0 un cancer de pancreas. Tumores o0 canceres del
sistema nervioso son, por ejemplo, pero sin limitarnos, un astrocitoma, un
glioblastoma, un xantoastrocitoma, un oligodendroglioma, un oligoastrocitoma,
un ependimoma, un subependimoma, un astroblastoma, un glioma, un
gangliocitoma, un ganglioglioma, un neurocitoma, un liponeurocitoma, un
paraganglioma, un ependimoblastoma, un meduloblastoma, un tumor
neuroectodérmico primitivo supratentorial, un pineoblastoma, un pinealocitoma,
un papiloma o un carcinoma del plexo coroideo, un meningioma, un
hemangiopericitoma, un germinoma, un teratoma, un tumor del saco vitelino, un
carcinoma embrionario, un coriocarcinoma, un tumor mixio de células
germinales, un adenoma o un carcinoma de la hipofisis, un craneofaringioma,
un hemangioblastoma, un schwannoma. Tumores o0 cénceres el sistema
urinario son, por ejemplo, pero sin limitarnos, un tumor o un cancer de celula
renal, un tumor o un cancer de vejiga, un tumor o un cancer de células de
transicion de la pelvis renal y del uréter, o un tumor ¢ un cancer de uretra.
Tumores o canceres ginecoldgicos son, por ejemplo, pero sin limitarnos, un

tumor o un cancer de ovario, un tumor o un cancer de cuello de Gtero, un tumor
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0 un cancer de vagina o un tumor o un cancer de vulva. Ejemplos de tumores o
canceres del aparato genital masculino son, por ejemplo, un tumor o un cancer
de prostata, un tumor o un cancer de testiculo o un tumor o un cancer de pene.
Ejemplos de tumores o canceres del aparato respiratorio son, por ejemplo, un
tumor o un cancer de pulmén de celulas no pequefas, un tumor o un cancer de
pulmén de células pequefias o un mesotelioma maligno. Tumores o canceres
del sistema endocrino son, por ejemplo, un tumor o un cancer de tiroides, un
tumor o0 un cancer de paratiroides, un tumor o un cancer de la glandula
pituitaria, un tumor o un cancer de la corteza suprarrenal, un tumor 0 un cancer
de células de los islotes del pancreas endocrino o un feocromocitoma. Son
sarcomas, por ejemplo, pero sin limitarnos, un fibrosarcoma, un histiocitoma, un
dermatofibrosarcoma, un  liposarcoma, un  rabdomiosarcoma, un
leiomiosarcoma, un sarcoma fusocelular, un hemangiosarcoma, un sarcoma de
Kaposi, un linfangiosarcoma, un sarcoma sionovial, un neurofibrosarcoma, un
condrosarcoma 0 un osteosarcoma. Son tumores o canceres de piel no
melanoma, por ejemplo, pero sin limitarnos, un tumor o un cancer de células
basales, un tumor 0 un cancer de células escamosas o un tumor o un cancer
de células de Merkel. Son neoplasias del tejido hematopoyeético o linfoide, por
ejemplo, pero sin limitarnos, un linfoma o una leucemia linfoblastica de célula
precursora B, un linfoma o una leucemia de célula periférica B, un linfoma o
una leucemia linfoblastica de células precursoras T, un linfoma o una leucemia
de células perifericas T, un linfoma o una leucemia de células NK, un linfoma
de Hodgkin, una neoplasia de histiocitos, una neoplasia de células dendriticas,
una leucemia mieloide aguda, una leucemia linfoblastica aguda, una leucemia

aguda bifenotipica o un sindrome mielodisplasico.

En una realizacion preferida, el cancer seria de mama, colon, pulmon, utero,

prostata, pancreas, melanoma y/o vejiga.

Otro aspecto mas de la presente invencidn se refiere a un conjunio que
comprende un composicion farmacéutica y un iman, caracterizado porque la

composicion farmacéutica comprende un conjugado que comprende una
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nanoparticula magnética y al menos un principio activo para la preparacién de
un medicamento, caracterizado porque:

- el nticleo de la nanoparticula magnética comprende un 6xido de hierro
magnético;

- la nanoparticula comprende en su superficie ligandos unidos a esta
mediante enlace idnico, enlace covalente, puente de hidrdégeno, enlace
hidrofébico, enlace de coordinacion metal ligando o cualquiera de sus
combinaciones, donde el ligando comprende una region activa que comprende
al menos un grupo seleccionado entre -COzH, -POzH, -PO4H, -SO3H y -SO4H; vy

- donde el principio activo esta unido a la region activa de los ligandos

mediante enlaces idnicos.

La composicion farmacéutica que forma parte del sistema de la presente

invencion puede ser cualquiera de las composiciones descritas anteriormente.

En una realizacidén preferida del conjunto de la presente invencion, el iman
tiene al menos una potencia de 0,05 Teslas. Més preferiblemente el iman tiene
al menos una potencia de 0,1 Teslas, aun mas preferiblemente tiene al menos
una potencia de 0,2 a 0,45 Teslas.

En otra realizacién preferida del conjunto de la presente invencién, el iman se
selecciona entre un iman de ferrita, de neodinio y/o un electroiman. Dicho iman
puede ser un disco de neodimio de didametro entre 3 y 7 mm y un espesor de
entre 1,5y 5 mm.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del conjunto de la

presente invencion para su uso en medicina.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende: un conjugado que comprende una nanoparticula magnética y al
menos un principio activo; caracterizado porque: el nicleo de la nanoparticula

magnética comprende un Oxido de hierro magnético; la nanoparticula
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comprende en su superficie ligandos unidos a esta mediante enlace ibnico,
enlace covalente, puente de hidrégeno, enlace hidrofdbico, enlace
electrostatico y/o enlace de coordinacion metal ligando, donde el ligando
comprende una region activa con al menos un grupo seleccionado entre -
COzH, -POsH, -PO4H, -SOsH y -SO4H; y donde el principio activo esta unido a
la region activa de los ligandos mediante enlaces iénicos. Las realizaciones
descritas para el primer aspecto de la invencion son también las preferidas
para el presente aspecto.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el volumen tumoral medio (mm®) tras una semana de
tratamiento por via intravenosa. El campo magnético se aplicé mediante la

implantacion subcutanea de imanes en el flanco derecho de los ratones.

La Figura 2 muestra la variacion del volumen tumoral medio (mm?) a lo largo
del tiempo durante la aplicacion de distintos tratamientos por via intravenosa. El
tratamiento con nanoparticulas (np) e interferén-gamma (ifn) junto con la
aplicacion externa de un campo magnético produce la disminucion del tamano

tumoral.

La Figura 3 muestra los niveles medios de interferon gamma en el suero de

ratones que han recibido distintos tratamientos por via intravenosa durante dos
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semanas. El nivel de interferbn-gamma en sangre es menor cuando se

administra unido a nanoparticulas y se aplica un campo magnético.

La Figura 4 muestra los niveles medios de interferdbn-gamma en el ambiente
tumoral en ratones que recibieron distintos tratamientos por via intravenosa
durante dos semanas. La aplicacion del campo magnético produjo la

acumulacion de interferén-gamma en el drea del tumor.

La Figura 5 representa la fraccion de masa que es una medida de las
nanoparticulas acumuladas en cada dérgano respecto al resultado obtenido en
6rganos control procedentes de ratones que recibieron inyecciones de PBS. La
solucion de nanoparticulas se administré por via intravenosa (i.v.) o subcutanea
{s.c.) Se observa que la administracion por via subcutanea no proporciona una
distribucién adecuada de las nanoparticulas en los érganos donde se suelen

acumular (bazo, higado y riidn}.

La Figura 6 muestra el analisis cuantitativo de la cantidad en gramos de
nanoparticulas de oxido de hierro acumuladas en los diferentes o6rganos
obtenida a partir de los valores de imanacion de saturacién de los 6rganos

respecto al valor de la imanacién de las particulas magnéticas aisladas.

La Figura 7 muestra los tumores exiraidos de ratones a los que se
administraron distintas cantidades de nanoparticulas por via intravenosa, y
sobre los que se aplicd un campo magnético externo de 0,2 Tesla se tifieron
con azul de Prusia, que marca la presencia de hierro en el tejido. La presencia
de nanoparticulas es mayor cuando se administra la mayor cantidad de

nanoparticulas.

La Figura 8 muestra los tumores extraidos de ratones a los que se administrd
300 pg de nanoparticulas por via intravenosa, y sobre los que se aplicé un

campo magneético externo de 0,2 6 0,6 Teslas se tifieron con azul de Prusia,
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que marca la presencia de hierro en el tegjido. La presencia de nanoparticulas

es mayor a mayor intensidad de campo magnético aplicado.
EJEMPLOS
A.- Preparacion de conjugados con interferon-gamma.

La sintesis de nanoparticulas y la formacién de conjugados compuestos por
nanoparticulas magnéticas e interferon-gamma se llevé a cabo tal y como se
describe en Mejias et al, J Control Release, 130:168-74 (2008).

B.- Cultivos celulares.

La linea celular murina Pan02 se cultivé en medio DMEM suplementado con un
10% de FCS (suero fetal bovino), L-Glutamina y aminoacidos no esenciales, y
al gque se anadié una mezcla de penicilina y estreptomicina, en condiciones
estandar de cultivo (37°C, 5% CO, y 90% humedad relativa). Las células Pan02
se lavaron con PBS y se resuspendieron en el mismo tampdn a una

concentracion de aproximadamente 45x10° células/mi.

Las células Pan02 preparadas de este modo se transplantaron
subcutdneamente en el flanco derecho de ratones C57BL76 de 12 semanas de
edad, tanto hembras como machos, de forma que cada uno de ellos recibié 100
wl de fa solucién celular. Los animales se criaron de modo habitual durante una

semana, momento en el cual el tumor en desarrolio se hace visible.
C.- Tratamiento.

El tratamiento se llevé a cabo dos veces a la semana durante dos semanas.
Los animales se dividieron en 5 grupos de tratamiento: tratamiento con la
composicién con y sin aplicacién de campo magnético (dosis entre 0,9x10° y
1,2x10° mg de interferén-gamma conjugado por animal), tratamiento con
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interferon-gamma (0,9x10° y 1,2x10° mg de interferén-gamma por animal),
tratamiento con nanoparticulas (300 ug por animal) y tratamiento control con
PBS. Todos los tratamientos se aplican en un volumen final de 100 pL por
animal. En cada sesion de tratamiento los animales fueron anestesiados
mediante la administracidn intraperitoneal de una mezcla de ketamina y xilacina
(2,1uk fmalgene 500 + 0,7uL Xilagesic/g de peso). Tras la aplicacion de la
anestesia se midié con un calibre el tamano tumoral de cada animal y se
procedio a la administracion intravenosa del tratamiento correspondiente. Tras
la administracion del tratamiento se aplicé un campo magnético de entre 0,2 y
0,6 Tesla sobre la region del tumor durante una hora. Tras dos semanas los

animales se sacrificaron y se extrajeron los tumores para su analisis.
D.- Célculo del volumen tumoral.

En cada sesidn de tratamiento se midieron los diametros mayor (y) y menor (x)

de los tumores, y se calculd el volumen tumoral mediante la formula:

Vol = ynx?

E.- Tincion especifica de hierro.

Tras la extraccion de los tumores se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS
durante 16 horas, y se incluyeron en bloques de parafina. Se realizaron cortes
seriados de 7um que se tifteron con azul de prusia (hexacianoferrato (ll) de
potasio) (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta tincién marca
en azul las zonas del tejido donde hay hierro, de forma que se puede

determinar la presencia de nanopatticulas.
F.- Medida de los niveles de interferdn-gamma en el ambiente tumoral.
Algunos de los tumores extraidos se cortaron en fragmentos pequefios y se

plaguearon en placas multipocillo (24 well). Se afadié 1 mL de medio RPMI-

1640 suplementado con 10% de FCS por pocillo y se incubaron durante 24
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horas en condiciones estandar de cultivo. Tras este periodo se recogié el medio
y se midio por triplicado la cantidad de interferén-gamma presente mediante
ELISA {Mouse IFN-y ELISA Set, BD biosciences).

G.- Efecto del tratamiento sobre el desarrollo tumoral in vivo.

El tratamiento con la composicién antitumoral desarrollada en la presente
invencion demostro producir una disminucion en el volumen tumoral cuando se
aplicé un campo magneético externo sobre la zona de interés. Este efecto no se
observa cuando se aplica el tratamiento control, el tratamiento con la
composicién sin campo magnético, o cuando se aplica un tratamiento con
interferén-gamma o nanoparticulas por separado. En la siguiente tabla se
presentan los volumenes tumorales medios al comienzo y al final de los
distintos tratamientos:

Volumen tumoral medio (mm°)
Incio SD Final SD
Control (PBS) 151,38 | 38,1 |738,8 |[130,5
Nanoparticulas (300 ug) | 131,3 | 26,9 | 6353 |100.9

Interferén-gamma

(1 pg)

Tratamiento

139,8 | 58,9 |606,7 |945

- campo 1255 21,6 |4452 |48,7

Conjugado
+ campo 1672 | 31,3 |68 54

H.- Presencia de nanoparticulas en la zona de interés.

La tincidn con azul de Prusia de los cortes obtenidos de tumores sometidos a
los distintos tratamientos indicd que las nanoparticulas llegaron a la zona de
interés cuando se aplicd un campo magnético sobre el area. En el caso del
tratamiento con conjugados sin aplicacion de campo magneético la presencia de
nanoparticulas es claramente inferior, mientras que los tumores sometidos a

los tratamientos control e interferon-gamma por separado no presentaban
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magnéticos [Wu et al, J Magn Magn Mat, 311:372-5 (2007)].

F.- Niveles de interferén-gamma en el ambiente tumoral.

El nivel de interfer6n-gamma tras el tratamiento con conjugados y aplicacion de
un campo magnético resulté ser mucho mayor que tras la aplicacién de
conjugados sin campo magneético o interferdn por separado, mientras que tras

el tratamiento control o el tratamiento con nanoparticulas por separado los

niveles de interferén-gamma son practicamente indetectables.

‘ Nivel de interferon-gamma (pg/mL)
Tratamiento
Medida SD

Control (PBS) 0 0
Nanoparticulas (300 ug) 15,44 2,1
Interferon-gamma (1 pg) 176,57 56,86

_ -campo | 203,99 66,98
Conjugado

+ campo | 620,62 189,87




10

15

20

25

30

WO 2011/095661 PCT/ES2011/070056

22

REIVINDICACIONES

1.- El uso de una composicion farmacéutica que comprende: un conjugado que
comprende una nanoparticula magnética y al menos un principio activo para la
preparacion de un medicamento; caracterizado porque: el nucleo de la
nanoparticula magnética comprende un Oxido de hierro magnético; la
nanoparticula comprende en su superficie ligandos unidos a esta mediante
enlace ibnico, enlace covalente, puente de hidrégeno, enlace hidrofdbico,
enlace electrostatico y/o enlace de coordinacion metal ligando, donde el ligando
comprende una regién activa con al menos un grupo seleccionado entre -
COzH, -PO3zH, -PO4H, -SOsH y -SO4H; v donde el principio activo esta unido a
fa regién activa de los ligandos mediante enlaces idnicos.

2.- El uso segun la reivindicacion anterior, donde la regidn activa del ligando

comprende al menos un grupo seleccionado entre -COzH, -PO4H - y -SO4H.

3.- El uso segun la reivindicacion anterior, donde la regidén activa del ligando
comprende -COxH.

4.- El uso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el ligando comprende una region adhesiva la cual estd enlazada con la

superficie de la nanoparticula.

5.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque la region
adhesiva comprende al menos un grupo seleccionado entre -COyH, -NH;, -SH,
-CONHg, -OH, -PO3H, -PO4H, -SO3H y -SO4H.

6.- El uso segun la reivindicacién anterior, caracterizado porque la region
adhesiva comprende al menos un grupo seleccionado entre -CO.H, -OH, -

PO4H y _SO4H.

7.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porgue la regidn
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adhesiva comprende -COzH.

8.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el ligando, entre la region adhesiva y la regién activa, comprende una
cadena hidrocarbonada de entre 1 y 20 atomos de carbono.

9.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque la cadena
hidrocarbonada comprende entre 1 y 10 atomos de carbono.

10.- El uso segun la reivindicacién anterior, caracterizado porque la cadena
hidrocarbonada comprende es de férmula -CpH2,-, siendo n un ndmero entero

de entre 1y 10, estando la cadena opcionalmente sustituida.

11.- El uso segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la cadena hidrocarbonada comprende al menos un grupo
seleccionado entre éter, amido, amino, tioéter, alqueno, alquino, C3-Cs

cicloalcano y/o fenil.

12.- El uso segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la cadena hidrocarbonada estéa sustituida con al menos
un grupo seleccionado entre -SH, -OH, -CO.H, -NH,, -SH, -CONH,, -OH, -
PO3H, -PO4H, -SO3H, -SOH, F, Cl, Bry I.

13.- El uso segin la reivindicacién anterior, caracterizado porque la cadena

hidrocarbonada esta sustituida con al menos un grupo —SH.

14.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la nanoparticula comprende al menos un ligando seleccionado entre
acido  dimetilmercaptosuccinico, acido dimercaptomaleico y  acido

dimercaptopentadionico.

15.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
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porque comprende al menos acido dimetilmercaptosuccinico.

16.- El uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la nanoparticula magnetica es obtenible por la descomposicion de
acetilacetonato férrico en solucion a una temperatura entre 235 y 290 °C en

éter en presencia de un &cido graso.

17.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque la
nanoparticula magnética es obtenible por la descomposicion de acetilacetonato

férrico en solucidn a una temperatura entre 250 y 270 °C.

18. El uso segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la descomposicién de acetilacetonato férrico se lleva a
cabo en presencia de un disolvente organico, o mezclas de estos, de

temperatura de ebullicion superior a 235°C.

19. El uso segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la descomposicion de acetilacetonato férrico se lleva a
cabo en presencia de bifenil éter, bencil éter, octil eter, octadeceno,

trioctilamina o etilenglicol.

20.- El uso segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque el 4cido graso es acido oleico.

21.- El uso segun cualquiera de las cinco reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque la unidén entre el ligando y la nanoparticula magnética se

realiza mediante un proceso de intercambio de ligandos.

22.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la nanoparticula magnética tiene al menos un tamafio de particula

medio superior a los 6 nm.
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23.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque la
nanoparticula magneética tiene al menos un tamafo de particula medio de entre

8y 11 nm.

24.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el conjugado tiene un tamafio de particula hidrodinamico medio inferior

a los 200 nm.

25.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque el conjugado

tiene un tamafio de particula hidrodinamico medio de entre 40 y 150 nm.

26.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque el conjugado
tiene un tamano de particula hidrodinamico medio de entre 85y 115 nm.

27.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el principio activo tiene al menos una carga positiva a un pH entre 2 y 8.

28.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el principio activo tiene al menos una carga positiva aun pH entre 55y
7,5.

29.- El uso seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el principio activo es antineoplasico o inmunomodulador.

30.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el principio activo es una proteina.

31.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el principio activo es interferon.

32.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque el interferdn

es seleccionado entre interfer6n alfa, beta, omega, ipsilon, kappa, gamma,
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lambda y cualquiera de sus combinaciones.

33.- El uso segun la reivindicacion anterior, caracterizado porgue el interferén

es interferén gamma.

34.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el conjugado comprende al menos 1x10° mg de principio activo por mg
de conjugado.

35.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el conjugado comprende al menos de 10x10™° mg de principio activo por

mg de conjugado.

36.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque el conjugado comprende entre 2x10° mg y 6x10™° mg de principio activo
por mg de conjugado.

37.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la composicion farmaceutica comprende al menos un excipiente o

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

38.- El uso seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

porque el conjugado se encuentra disuelto o disperso en una solucién acuosa.

39.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la

preparacion de una composicion intravenosa.

40.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la

preparacion de una composicion para el tratamiento del cancer.

41.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la

preparacion de una composicién para el tratamiento del cancer de mama,
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colon, pulmdn, Gtero, prostata, pancreas, melanoma y/o vejiga.

42.- Un conjunto que comprende un composicion farmacéutica y un iman,
caracterizado porque la composicién farmacéutica comprende un conjugado
que comprende una nanoparticula magnética y al menos un principio activo
para la preparacion de un medicamento, caracterizado porque: el nucleo de la
nanoparticula magnética comprende un Oxido de hierro magnético; la
nanoparticula comprende en su superficie ligandos unidos a esta mediante
enlace idnico, enlace covalente, puente de hidrdégeno, enlace hidrofébico y/o
enlace de coordinacion metal ligando, donde el ligando comprende una region
activa que comprende al menos un grupo seleccionado entre -COzH, -POsH, -
PO4H, -SO3H vy -SO4H; y donde el principio activo esta unido a la region activa
de los ligandos mediante enlaces idnicos.

43.- El conjunto segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque el imén

tiene al menos una potencia de 0,05 Teslas.

44.- El conjunto segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque el iman

tiene al menos una potencia de 0,1 Teslas.

45.- El conjunto segin la reivindicacion anterior, caracterizado porque el iman

tiene al menos una potencia de 0,2 a 0,45 Teslas.

46.- El conjunto segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el iman se selecciona entre un iman de ferrita, de

neodinio y/o un electroiman.
47.- El conjunto segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque el imén
es un disco de neodimio de diametro entre 3 y 7 mm y un espesor de entre 1,5

y 5 mm.

48.- El conjunto segun cualquiera de las seis reivindicaciones anteriores para
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SuU Uso en medicina.

49.- Una composicion farmaceutica que comprende: un conjugado que
comprende una nanoparticula magnética y al menos un principio activo;
caracterizado porque: el nucleo de la nanoparticula magnética comprende un
Oxido de hierro magnético; la nanoparticula comprende en su superficie
ligandos unidos a esta mediante enlace idnico, enlace covalente, puente de
hidrégeno, enlace hidrofobico, enlace electrostatico y/o enlace de coordinacién
metal ligando, donde el ligando comprende una regidén activa con al menos un
grupo seleccionado entre -COzH, -POzH, -PO4H, -SO3H y -SO4H; y donde el
principio activo esta unido a 1a region activa de los ligandos mediante enlaces
ionicos.
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