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DESCRIPCIÓN 

"NANOPARTÍCULA LIPÍDICA DE POLIMIXINA" 

5 SECTOR DE LA TÉCNICA 

1O 

La presente invención se relaciona con una nanopartícula lipídica que comprende al 

menos un antibiótico de la familia de las polimixinas, una composición farmacéutica 

que comprende dicha nanopartícula y el uso de la nanopartícula en la prevención 

y/o tratamiento de infecciones del árbol respiratorio. 

ESTADO ANTERIOR DE LA TÉCNICA 

15 

20 

Una de las enfermedades en la que mayor repercusión tienen las infecciones 

crónicas y recurrentes por bacterias gram negativas multi-resistentes (BGN-MR), por 

ejemplo, por la Pseudomonas aeruginosa, es la fibrosis quística. La persistencia de 

esta bacteria se asocia, entre otras causas, con su crecimiento en una biopelícula, 

la cual consiste en una estructura colectiva de bacterias que se adhiere a 

superficies, revestida por una capa protectora que segregan las propias bacterias, y 

que aporta la capacidad de resistir de un modo más eficaz a biocidas y antibióticos, 

soportando dosis considerablemente mayores de productos antibacterianos, y 

provocando un deterioro de la función pulmonar. 

25 

30 

Algunos antibióticos para el tratamiento de estas infecciones presentan efectos 

adversos por lo que la utilización de microsistemas o nanosistemas para administrar 

dichos antibióticos presentan un interés particular. En la literatura se describen 

diferentes usos de estos sistemas que comprenden alguno de estos antibióticos, 

como es el caso del documento US2009169635, en el que se describen unas 

nanopartículas de polímeros biodegradables de tipo poliéster para su administración 

vía sistémica. 

Debido a que la concentración local en el pulmón de agentes antimicrobianos o 

antibióticos es uno de los factores más importantes para la erradicación con éxito de 
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las bacterias, el epitelio alveolar y bronquial parece el lugar más interesante para la 

liberación de fármacos. 

La administración directa de antibióticos a las vías aéreas inferiores mediante la 

administración de aerosoles y polvo seco presenta ventajas potenciales como la 

mayor concentración local que puede lograrse mediante deposición en la 

localización alveolar donde está la infección, y, por tanto, los fármacos inhalados 

pueden reducir la aparición de efectos adversos sistémicos al reducir la dosis 

administrada. 

Las polimixinas son una familia de antibióticos que se comercializaron en las 

décadas de 1950 y 1960 pero cayeron posteriormente en desuso debido a sus 

efectos adversos y a la aparición de otros antibióticos frente a bacterias gram 

negativas (Luces y sombras en el uso de colistina: falta mucho por conocer. 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica, 2011, Volume 29, lssue 4). En 

los últimos años, debido al incremento de las infecciones producidas por bacterias 

BGN-MR junto con la ausencia de alternativas terapéuticas se ha dado lugar al 

resurgimiento del uso de los antibióticos de la familia de las polimixinas. No 

obstante, los pocos datos clínicos de eficacia y de seguridad de los que se dispone 

dificultan asegurar si los regímenes de dosificación utilizados en la actualidad son 

los más adecuados. 

A la vista de estos datos, existe, por tanto, una necesidad de desarrollar 

medicamentos para el tratamiento de infecciones en el árbol respiratorio que 

superen los inconvenientes del estado de la técnica. 

EXPOSICIÓN DE LA INVENCIÓN 

Los inventores han desarrollado nanopartículas lipídicas que comprenden al menos 

un antibiótico de la familia de las polimixinas que son capaces de adherirse en o 

interactuar con la capa mucosa del tracto respiratorio o la biopelícula generada por 

las propias bacterias, favoreciendo que a una menor dosis terapéutica de antibiótico 

se obtengan unos resultados de concentración mínima inhibitoria óptimos. 
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Las nanopartículas de la invención están protegidas frente a una degradación 

prematura y presentan además una liberación sostenida del antibiótico en el epitelio 

alveolar y bronquial. 

Por tanto, un aspecto de la invención es el de proporcionar una nanopartícula 

lipídica que comprende al menos un antibiótico de la familia de las polimixinas, una 

fracción lipídica que comprende uno o más lípidos seleccionados del grupo que 

consiste en monoglicéridos y/o diglicéridos y/o triglicéridos y/o ácidos grasos y/o 

mezclas de los mismos. 

Otro aspecto de la invención se refiere a una composición farmacéutica que 

comprende las nanopartículas lipídicas definidas anteriormente junto con uno o más 

excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. 

Otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento de preparación de las 

nanopartículas lipídicas definidas anteriormente que comprende las siguientes 

etapas: 

a) Preparar una solución/mezcla con la fracción lipídica junto con al menos un 

antibiótico en un disolvente orgánico. 

b) Preparar una solución acuosa con uno o más tensioactivos. 

e) Mezclar la fase oleosa a) y la fase acuosa b) para obtener una emulsión. 

d) Dejar evaporar el solvente. 

e) Lavar las nanopartículas obtenidas mediante centrifugación y/o ultrafiltración. 

Otro aspecto de la invención se refiere a la nanopartícula lipídica definida 


anteriormente, para su uso como medicamento. 


Otro aspecto de la invención se refiere a un procedimiento de preparación de las 


nanopartículas lipídicas definidas anteriormente que comprende las siguientes 


etapas: 


a) Preparar una mezcla de los lípidos y al menos un antibiótico calentando a 


una temperatura ligeramente superior al punto de fusión dellípido sólido. 


b) Preparar una solución acuosa con uno o más tensioactivos. 


e) Calentar la solución acuosa b) a la misma temperatura que la fase oleosa a). 
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d) Añadir la fase acuosa b) sobre la fase oleosa a) y mezclar para obtener una 


emulsión. 


e) Mantener a una temperatura 5°C±3°C hasta que los lípidos recristalicen 


dando lugar a las nanopartículas. 


5 f) Lavar las nanopartículas obtenidas mediante centrifugación y/o ultrafiltración. 

Las nanopartículas lipídicas de la invención pueden ser útiles en el tratamiento de 

infecciones, en particular infecciones en el árbol respiratorio. Por tanto, otro aspecto 

de la invención se dirige a la nanopartícula lipídica definida anteriormente, para su 

1O 	 uso como medicamento. 

Otro aspecto de la invención se refiere a la nanopartícula lipídica definida 

anteriormente, para su uso en el tratamiento y/o prevención de infecciones en el 

árbol respiratorio. Así, este aspecto se refiere al uso de la nanopartícula lipídica 

15 	 definida anteriormente para preparar un medicamento para el tratamiento y/o 

prevención de una infección, preferentemente en el árbol respiratorio, 

preferentemente causadas por P. aeruginosa y/o especies afines y/o 

microorganismos sensibles a las polimixinas. 

20 	 Otro aspecto de la invención se dirige a un método de tratamiento y/o prevención de 

una infección, preferentemente en el árbol respiratorio, preferentemente causadas 

por P. aeruginosa y/o especies afines y/o microorganismos sensibles a las 

polimixinas, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de 

la nanopartícula lipídica definida anteriormente, junto con excipientes o portadores 

25 	 farmacéuticamente aceptables, en un sujeto en necesidad de ese tratamiento y/o 

prevención, incluyendo un humano. 

En este sentido, los estudios realizados por los inventores han demostrado la 

capacidad de estas nanopartículas lipídicas, así como las composiciones 

30 farmacéuticas y/o los medicamentos que comprenden estas nanopartículas, para: 

obtener una nanopartícula lipídica estable y con efecto de liberación 

sostenida y/o regulada del antibiótico, 

proteger el antibiótico de una degradación prematura, 

obtener un tamaño de partícula adecuado para su administración en el tracto 

respiratorio, 35 
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tener la capacidad para penetrar en la biopelícula generada por las propias 

bacterias, y 

obtener unos mejores valores de seguridad y eficacia que el antibiótico libre. 

Estas y otras ventajas y características de la invención se harán evidentes a la vista 

de las figuras y de la descripción detallada de la invención. 

DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

Figura 1. Representación gráfica de las nanopartículas lipídicas cargadas con el 

antibiótico en el que la fracción lipídica comprende lípidos sólidos a temperatura 

ambiente. 

Figura 2. Representación gráfica de las nanopartículas lipídicas cargadas con el 

antibiótico en el que la fracción lipídica comprende una mezcla de lípidos sólidos a 

temperatura ambiente y lípidos líquidos a temperatura ambiente. 

Figura 3. Fotografía microscópica de una realización de las nanopartículas lipídicas 

de la presente invención. 

Figura 4. Curva de liberación de antibiótico en el tiempo de las nanopartículas 

lipídicas. 

Figura 5. Imagen de la distribución pulmonar de microesferas fluorescentes tras su 

administración a un ratón CD1. 

EXPOSICIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La nanopartícula lipídica que han desarrollado los inventores comprende al menos 

un antibiótico de la familia de las polimixinas, una fracción lipídica que comprende 

uno o más lípidos seleccionados del grupo que consiste en monoglicéridos y/o 

diglicéridos y/o triglicéridos y/o ácidos grasos y/o mezclas de los mismos y uno o 

más tensioactivos. 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

wo 2015/001160 PCT/ES2014/070538 

- 6

En el contexto de la presente invención, el término "nanopartícula lipídica" se refiere 

a una matriz que comprende un núcleo de naturaleza lipídica y/o lipofílica, 

preferentemente, lípido solidificado, que podría comprender nanocompartimentos 

conteniendo el lípido en estado líquido, rodeado por una fase hidrofílica que 

encapsula el núcleo. 

En el alcance de la invención se incluyen las nanopartículas que comprenden los 

lípidos sólidos a temperatura ambiente, también conocidas como nanopartículas 

lipídicas sólidas y los lípidos nanoestructurados, aquellas que comprenden una 

mezcla de lípidos sólidos y de líquidos a temperatura ambiente. 

En una realización particular, las nanopartículas de la invención se caracterizan por 

presentar un tamaño promedio, aproximadamente, entre 1 Onm y, aproximadamente, 

1000 nm, preferentemente, entre, aproximadamente, 100 nm y, aproximadamente, 

500 nm. 

Por "tamaño promedio" se entiende el diámetro promedio de la población de 

nanopartículas lipídicas de la presente invención. El tamaño promedio se puede 

medir por procedimientos estándar conocidos por el experto en la materia, y que se 

describen, por ejemplo, en la parte de los ejemplos más adelante. 

El tamaño de la partícula es uno de los factores que determina la liberación 

sostenida del antibiótico. En general, el antibiótico situado en la superficie de la 

nanopartícula es el primero en liberarse. A menor tamaño de nanopartícula, mayor 

superficie específica de interacción, por lo que habrá una mayor liberación inicial de 

antibiótico. 

En otra realización, las nanopartículas presentan una carga superficial (medida 

mediante el potencial Z), cuya magnitud puede variar desde, aproximadamente, -30 

mV a, aproximadamente, -5 mV y preferentemente entre -30 mV y -16 mV. 

Generalmente, la carga superficial es uno de los parámetros que afectan a la 

estabilidad de las nanopartículas lipídicas. El hecho de que estén cargadas 

negativamente o positivamente favorecerá que las fuerzas de repulsión entre las 
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nanopartículas eviten las aglomeraciones presentando mejores propiedades de 

dispersión. 

Considerando la carga positiva de los lipopolisacáridos de las membranas 

bacterianas presentes en la biopelícula generada por las propias bacterias y/o 

presentes en la mucosa pulmonar, la carga superficial negativa de las 

nanopartículas de la presente invención favorecen la unión nanopartícula- bacteria, 

optimizando la retención y adhesión de la nanopartícula en el lugar de acción, 

favoreciendo un efecto sostenido y terapéutico del antibiótico mejor. 

En otra realización, las nanopartículas de la invención presentan unos valores de 

índice de polidispersión (POI) iguales o inferiores a 0.5. Este índice nos da una idea 

de la diversidad de tamaños de nanopartícula existentes en una mezcla. Cuanto 

más próximo esté a cero más homogéneas serán las nanopartículas, indicativo de 

una distribución homogénea de tamaño de los lotes de fabricación. 

Tanto el tamaño medio, como el potencial Z, como el valor POI de las 

nanopartículas se ve influenciado principalmente por la cantidad del componente 

lipídico, por la cantidad de tensioactivos y por los parámetros del procedimiento de 

preparación, tal como la potencia y tipo de agitación, la temperatura de ambas 

fases o la duración de la fase de mezclado. 

Fracción lipídica 

En una realización particular, la nanopartícula lipídica de la presente invención 

comprende como fracción lipídica al menos un lípido sólido a temperatura ambiente 

que forma parte del núcleo de la nanopartícula. 

Para los fines de la invención, la temperatura ambiente es de 20-25 °C. No obstante, 

en el contexto de la presente invención, se entiende por "lípido sólido a temperatura 

ambiente" aquel lípido que se mantiene en forma sólida por debajo de 45 oc, 
pudiendo ser saturado o insaturado. En dicha definición, se pueden incluir, sin 

limitación, triglicéridos (por ejemplo triestearina), y/o mono o diglicéridos (por 

ejemplo derivados y mezclas de mono y diglicéridos) y/o ácidos grasos (por ejemplo 

ácido esteárico) o sus derivados y/o sus mezclas, esteroides (por ejemplo 
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colesterol) y ceras (por ejemplo cetil palmitato). Cada ácido graso de estos 

glicéridos, así como los ácidos grasos por separado se suelen caracterizar por tener 

cadenas de entre 1 O y 28 átomos de carbono. En la definición de derivados de 

ácidos grasos se incluyen aquellos ácidos grasos, sus ésteres o sus amidas que 

5 presentan grupos hidroxilo como sustituyentes de la cadena hidrocarbonada. 

En una realización particular, la fracción lipídica comprende una mezcla de 

monoglicéridos, diglicéridos y/o triglicéridos. 

1 O 	 En una realización preferente, la fracción lipídica comprende una mezcla de 

monoglicéridos, diglicéridos y trigliclicéridos de palmitoestearato de glicerilo (por 

ejemplo, Precirol® ATO 5). 

En otra realización particular, la fracción lipídica de la nanopartícula comprende una 

15 mezcla de uno o más lípidos sólidos a temperatura ambiente y uno o más lípidos 

líquidos a temperatura ambiente. 

En el contexto de la presente invención, se entiende por "lípido líquido a 

temperatura ambiente" aquel lípido que se mantiene en forma líquida por debajo de 

20 	 45 oc, pudiendo ser saturado o insaturado. En dicha definición, se pueden incluir, 

sin limitación, aceites, y/o triglicéridos, y/o monoglicéridos y/o diglicéricos y/o los 

ácidos grasos y/o ésteres de ácidos grasos y/o sus mezclas. Cada ácido graso de 

estos glicéridos, así como los ácidos grasos por separado se suelen caracterizar por 

tener cadenas de menos de 1 O átomos de carbono. 

25 

En una realización particular, la fracción lipídica líquida comprende triglicéridos. 

En una realización preferente, se emplea como lípido líquido un triglicérido de ácido 

caprílico y de ácido cáprico (por ejemplo Mygliol 812). 

30 

Ellípido líquido aporta una estructura menos ordenada aumentando la capacidad de 

carga del antibiótico en el núcleo de la nanopartícula. 

Las figuras 1 y 2 ofrecen una representación gráfica de ejemplos particulares de las 

35 nanopartículas lipídicas donde la primera figura comprende lípidos sólidos 1 junto 
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con el antibiótico 2, y la segunda comprende una mezcla 3 de lípidos sólidos y 

líquidos junto con el antibiótico 2. 

En una realización de la invención, la relación en peso (peso/peso) de lípido líquido 

respecto al lípido sólido está comprendida, aproximadamente, entre 0.5:10 y, 

aproximadamente, 5:1 O. 

En una realización de la invención, la relación en peso (peso/peso) de lípido líquido 

respecto al lípido sólido es de aproximadamente 1:1 O. 

El uso de los lípidos sólidos y líquidos aportan las siguientes ventajas a la 

nanopartícula: 

tolerancia en el organismo y tejidos mejorada debido a la utilización de 

lípidos aceptados fisiológicamente, 

posibilidad de encapsular tanto fármacos lipófilos como hidrófilos, utilizando 

diferentes métodos de preparación, 

no muestran toxicidad biológica, y 

es posible modular la liberación del antibiótico según la necesidad. Las 

nanopartículas con una cubierta rica en antibiótico presentan una importante 

liberación inicial mientras que las nanopartículas con un núcleo rico en 

fármaco permiten una liberación sostenida del mismo. 

Tensioactivo 

Como se ha dicho anteriormente, las nanopartículas de la invención comprenden 

uno o más tensioactivos. En una realización particular, la fase hidrofílica de las 

nanopartículas que rodea al núcleo lipofílico comprende un tensioactivo. En el 

contexto de esta invención, un tensioactivo es un emulgente o emulsionante que 

reduce la tensión superficial de las diferentes fases que se requieren para la 

fabricación de las nanopartículas consiguiendo una mejor interposición de las 

mismas y así, la formación de las nanopartículas. 

Los tensioactivos pueden ser catiónicos, iónicos o no iónicos y su clasificación 

dependerá de la carga que posea la parte de la superficie. Ejemplos de 

tensioactivos catiónicos incluyen, sin limitación, cetrimida y/o cloruro de cetilpiridinio; 
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ejemplos de tensioactivos aniónicos incluyen, sin limitación, docusato sódico, 

fosfolípidos y/o lauril sulfato sódico 

Por el término "tensioactivo no iónico" se entiende aquél compuesto sin ninguna 

carga neta, que presenta una parte hidrófoba y una parte hidrofílica. 

En una realización preferente, la nanopartícula comprende al menos un tensioactivo 

no iónico cuyas funciones principales son controlar el tamaño de partícula y conferir 

estabilidad evitando la formación de agregados. Ejemplos de tensioactivos no 

iónicos incluyen, sin limitación, polisorbatos, copolímeros de polietilenglicol y/o 

copolímeros de polipropilenglicol. En una realización preferida, los tensioactivos no 

iónicos son polisorbato 80 y/o poloxamer. 

En una realización particular, la proporción de tensioactivo no iónico está 

comprendida entre 0,5% y 2% en peso respecto al peso total de la nanopartícula, 

preferentemente 1%. 

Antibiótico 

Un antibiótico o antimicrobiano es un agente que actúa contra infecciones 

bacterianas bien inhibiendo el crecimiento de la bacteria o dando lugar una cadena 

de acontecimientos bioquímicos que desembocarán en la lisis de la bacteria. 

En la presente invención, la nanopartícula lipídica comprende al menos un 

antibiótico de la familia de las polimixinas como son la polimixina A, polimixina B, 

polimixina C, polimixina D y polimixina E. 

En una realización preferente, la nanopartícula lipídica comprende al menos un 

antibiótico del tipo de colistina o colistimetato sódico. 

La liberación del antibiótico así como la acción antibacteriana se pueden regular 

mediante la relación en peso del antibiótico respecto a la fracción lipídica. En una 

realización particular, la relación en peso del antibiótico respecto a la fracción 

lipídica es desde, aproximadamente, 0,25:10, hasta aproximadamente, 4:10 siendo 

preferentemente de aproximadamente 1:1 O. 
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5 

La acción antibacteriana de un antibiótico se puede medir mediante la concentración 

inhibitoria mínima, la cual consiste en la concentración del antibiótico requerida para 

impedir el crecimiento bacteriano a partir de la incubación de 1 O 4 
-
5 bacterias en fase 

de crecimiento rápido, en un medio libre de proteínas con pH 7,2, aerobio, durante 

un periodo de incubación de una noche. Este término se utiliza para determinar la 

sensibilidad bacteriana a un agente antibiótico específico. 

1 O 

El término sensible en el contexto de la infección significa una inhibición del 

crecimiento del microorganismo y/o muerte del microorganismo, en el caso de un 

tratamiento a la dosis terapéutica. 

15 

Las relaciones en peso de antibiótico-fracción lipídica de las diferentes realizaciones 

de la presente invención han demostrado una concentración inhibitoria mínima 

menor que el antibiótico libre. Este hecho además de ser una ventaja de costes 

puesto que se requiere una menor cantidad de antibiótico para un mismo efecto 

terapéutico, favorece una menor probabilidad de resistencias bacterianas 

adquiridas. 

20 

25 

Por el término resistencia bacteriana adquirida en el contexto de la invención se 

entiende aquella resistencia adquirida por la bacteria a través de la adquisición de 

genes de resistencia de otras bacterias y/o por procesos de mutación. La resistencia 

bacteriana está directamente relacionada, entre otras causas, con el uso de dosis o 

duración inadecuada de la terapia antibacteriana. 

Procedimiento de preparación 

30 

Las nanopartículas lipídicas de la presente invención se pueden preparar mediante 

la técnica de emulsificación/evaporación del solvente o mediante la técnica de 

homogenización por fusión por calor. 

35 

La primera técnica comprende las siguientes etapas: 

a) Preparar una solución/mezcla con la fracción lipídica junto con al menos un 

antibiótico en un disolvente orgánico. 

b) Preparar una solución acuosa con uno o más tensioactivos. 
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e) Mezclar la fase oleosa a) y la fase acuosa b) para obtener una emulsión. 

d) Dejar evaporar el solvente. 

e) Lavar las nanopartículas obtenidas mediante centrifugación. 

En una realización particular, la fracción lipídica se disuelve en una solución 

orgánica entre el 1 y el 10% (peso/volumen), preferentemente entre 3 y 7 % y muy 

preferentemente al 5% junto con al menos un antibiótico. Por otro lado, se prepara 

una solución acuosa de al menos un tensioactivo. Se añade la fase acuosa sobre la 

oleosa y la mezcla se emulsiona mediante sonicación durante un tiempo 

determinado. El tamaño, el índice de polidispersión y la eficiencia de encapsulación 

de las nanopartículas dependerán de la potencia de sonicación y del tiempo de 

sonicación. Preferentemente se sónica entre 1 OW y 30W y muy preferentemente 

entre 15 W y 25W durante entre 15 segundos y 40 segundos, preferentemente entre 

25 segundos y 35 segundos y muy preferentemente entre 29 segundos y 31 

segundos. Una vez obtenida la emulsión se deja evaporar el solvente bajo agitación 

magnética durante dos horas a temperatura ambiente. Tras la evaporación, las 

nanopartículas obtenidas se lavan centrifugando y filtrando entre 1 y 1 O veces, 

preferentemente entre 2 y 5 veces y muy preferentemente 3 veces. 

La segunda técnica comprende las siguientes etapas: 

a) Preparar una mezcla de los lípidos y al menos un antibiótico calentando a 

una temperatura ligeramente superior al punto de fusión dellípido sólido. 

b) Preparar una solución acuosa con uno o más tensioactivos. 

e) Calentar la solución acuosa b) a la misma temperatura que la fase oleosa a). 

d) Añadir la fase acuosa b) sobre la fase oleosa a) y mezclar para obtener una 

emulsión. 

e) Mantener a una temperatura 5°C±3°C hasta que los lípidos recristalicen. 

f) Lavar las nanopartículas obtenidas mediante centrifugación/ultrafiltración. 

En una realización particular, por una parte se mezclan los lípidos sólidos y/o 

líquidos y los antibióticos, y se calientan a una temperatura ligeramente superior al 

punto de fusión del lípido sólido. Por otro parte, se prepara una solución acuosa de 

al menos un tensioactivo. La solución oleosa y la solución acuosa se calientan a la 

misma temperatura, y una vez que ambas fases alcanzan la misma temperatura se 

añade la solución acuosa sobre la oleosa. La mezcla se emulsiona mediante 
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sonicación. Al igual que en el método anterior, el tamaño, el índice de polidispersión 

y la eficiencia de encapsulación de las nanopartículas dependen de la potencia de 

sonicación y el tiempo de sonicación. Preferentemente se sónica entre 1 OW y 30W y 

muy preferentemente entre 15W y 25W durante entre 1 O segundos y 30 segundos, 

preferentemente entre 12 segundos y 16 segundos y muy preferentemente entre 14 

segundos y 15 segundos. La emulsión obtenida se almacena como mínimo, entre 5 

horas y 30 horas, preferentemente entre 1 O horas y 20 horas y muy preferentemente 

entre 11 horas y 13 horas, muy preferentemente 12 horas entre 1°C y 10°C, 

preferentemente entre 2°C y 6°C y muy preferentemente entre 3°C y 5°C. En este 

periodo, los lípidos se recristalizan formando las nanopartículas. Pasado el tiempo, 

se lavan centrifugando y filtrando entre 1 y 1 O veces, preferentemente entre 2 y 5 

veces y muy preferentemente 3 veces, entre 1000 rpm y 3500 rpm, preferentemente 

a 2000 rpm y 3000 rpm y muy preferentemente sobre 2500 rpm durante entre 1 O 

minutos y 30 minutos, preferentemente entre 12 minutos y 16 minutos y muy 

preferentemente entre 14 minutos y 15 minutos. Una de las ventajas de este método 

es que no se emplean solventes orgánicos, evitando así la necesidad de realizar 

ensayos de determinación de trazas de solventes orgánicos previo a la 

comercialización de las nanopartículas para consumo humano. 

Un aspecto de esta invención se dirige al producto obtenible por las técnicas 

descritas anteriormente. 

Liofilización 

En una realización particular, la nanopartícula lipídica es una nanopartícula 

liofilizada. La liofilización permite obtener un polvo seco de las nanopartículas 

lipídicas, el cual le aporta una mayor estabilidad que las nanopartículas lipídicas en 

suspensión, ya que evita la degradación de la nanopartícula y la liberación 

anticipada del antibiótico a la solución en el que las nanopartículas están 

suspendidas. 

La liofilización se puede realizar por procedimientos estándar conocidos del experto 

en la materia, y que se describen, por ejemplo, en la parte de los ejemplos más 

adelante. 
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En una realización, la nanopartícula lipídica de la presente invención comprende un 

crioprotector. El crioprotector favorece la estabilización de las nanopartículas 

durante el proceso de congelamiento del proceso de liofilización. Este crioprotector 

se puede seleccionar, sin limitación, entre Si02 coloidal, glicina, lactosa, manitol, 

5 trehalosa, rafinosa, bicarbonato sódico y borato sódico. 

En una realización preferente, la nanopartícula comprende la trehalosa como 

crioprotector. 

1O 	 En una realización, la nanopartícula lipídica comprende entre aproximadamente un 

5% y aproximadamente un 20% de crioprotector en peso respecto al peso de la 

nanopartícula lipídica, preferentemente entre un 5% y 15%. 

Infección 

15 

Un aspecto de la invención se dirige a la nanopartícula lipídica de la invención, para 

su uso en el tratamiento y/o prevención de la infección, preferentemente de una 

infección en el árbol respiratorio. 

20 	 Otro aspecto de la invención se dirige al uso de la nanopartícula lipídica de la 

invención, para preparar un medicamento para el tratamiento y/o prevención de la 

infección, preferentemente de una infección en el árbol respiratorio. 

Otro aspecto de la invención se dirige a un método de tratamiento o prevención de 

25 	 una infección, preferentemente de una infección en el árbol respiratorio, que 

comprende en administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la 

nanopartícula lipídica definida anteriormente, junto con excipientes o portadores 

farmacéuticamente aceptables, en un sujeto en necesidad de ese tratamiento y/o 

prevención, incluyendo un humano. 

30 

El término infección incluye cualquier infección por bacterias gram negativas y/o 

bacterias o microorganismos sensibles a los antibióticos de la familia de las 

polimixinas. 
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El término árbol respiratorio incluye 

bronquio primario y pulmones. 

a la cavidad nasal, faringe, laringe, tráquea, 

5 

1 O 

El término "prevención o tratamiento" en el contexto de la especificación significa la 

administración de las nanopartículas según la invención para preservar la salud en 

un paciente que sufre o está en riesgo de sufrir una infección bacteriana 

anteriormente descrita. Dichos términos también incluyen la administración de las 

nanopartículas según la invención para prevenir, mejorar, aliviar o eliminar uno o 

más síntomas asociados a la infección bacteriana. El término "mejorar" en el 

contexto de esta invención se entiende que significa cualquier mejora en la situación 

del paciente tratado, o bien subjetiva (sensación de o en el paciente) o bien 

objetivamente (parámetros medidos). 

15 

En una realización particular, 

Pseudomonas aeruginosa. 

la infección en el árbol respiratorio se debe a la 

20 

La nanopartícula de la invención ha demostrado su capacidad de adherirse a la 

biopelícula generada por la bacteria o la propia mucosidad del tejido del árbol 

respiratorio. Así, en una realización particular, la invención se dirige al uso de la 

nanopartícula lipídica de la invención a la infección pulmonar asociada a la fibrosis 

quística y/o la bronquiectasia. 

25 

30 

Las nanopartículas lipídicas de la presente invención, pueden estar formando parte 

de una composición farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas incluyen 

cualquier composición sólida, semi-sólida o líquida para aplicación por vía digestiva 

(enteral, sublingual o rectal), por vía tópica (transdérmica u oftálmica), por vía 

parenteral (intradérmica, subcutánea, intramuscular, intravenosa, o intraperitoneal) o 

administración directa en el árbol respiratorio. 

La composición farmacéutica comprende la nanopartícula lipídica junto con 

excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables, en un sujeto en necesidad 

de ese tratamiento y/o prevención, incluyendo un humano. El experto en la materia 

puede determinar qué componentes adicionales se pueden utilizar y si son 

necesarios, siendo muchos de ellos de uso común en composiciones farmacéuticas. 
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La expresión "cantidad terapéuticamente efectiva" en el contexto de esta invención 

se refiere a la cantidad de composición que una vez administrado, es suficiente para 

prevenir o tratar uno o más síntomas derivadas de la infección bacteriana. La dosis 

particular administrada según la presente invención será determinada según las 

5 	 circunstancias particulares que rodean al caso, incluyendo el compuesto 

administrado, la ruta de administración, la condición particular que se trata y las 

consideraciones similares. 

La expresión "excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables" se refiere a 

1 O 	 materiales, composición o vehículos farmacéuticamente aceptables. Cada 

componente debe ser farmacéuticamente aceptable en el sentido de ser compatible 

con los otros ingredientes de la composición farmacéutica. Debe también ser 

adecuado para su uso en contacto con los tejidos u órganos humanos y animales 

sin una toxicidad excesiva, irritación, respuesta alérgica, inmunogenicidad u otros 

15 	 problemas o complicaciones acorde con una relación beneficio/ riesgo razonable. 

La composición farmacéutica puede comprender otros ingredientes como 

moduladores de la viscosidad, conservantes, solubilizantes, en el que se incluyen, 

sin limitación, ciclodextrinas, lecitinas y/o monoestearato de glicerina, 

20 	 antifloculantes, en el que se incluye, sin limitación, leucina, y/o estabilizantes, en el 

que se incluyen, sin limitación, alginatos, ácido algínico y/o trehalosa. Estos 

componentes serán adicionados a la fase lipofílica o hidrofílica dependiendo de la 

naturaleza de los mismos. 

25 	 En una realización particular, la composición farmacéutica comprende las 

nanopartículas lipídicas de polimixina, un crioprotector, un agente antiaglomerante y 

otros excipientes. La presentación farmacéutica puede ser un polvo para ser 

nebulizado en solución o en polvo seco para su administración directa. 

30 	 En una realización preferente, se administra en el tracto respiratorio, mediante la 

inhalación. 

Estas administraciones mediante inhalación son preparaciones líquidas o sólidas 

que contienen la nanopartícula y/o composición farmacéutica y/o medicamento de la 

35 invención sola o junto con más fármacos. El tamaño de las partículas destinadas a 
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ser inhaladas debe ser ajustado para localizar su repartición en la parte inferior del 

árbol respiratorio y controlado por métodos apropiados para la determinación del 

tamaño de las partículas. El experto en la materia puede determinar que procesos 

y/o dispositivos pueden aplicarse para una administración óptima mediante vapores 

5 o aerosoles o polvos. 

En otro aspecto de la invención, el tamaño de partícula inhalada está comprendida 

entre 1 ¡Jm y 10 ¡Jm, preferentemente entre 2 ¡Jm y 8 ¡Jm y más preferentemente 

entre 3 ¡Jm y 5 ¡Jm. Estos tamaños permiten una perfecta deposición alveolar y 

1O 	 retención pulmonar de la cantidad terapéuticamente efectiva. En una realización 

particular estos tamaños se logran agregando las nanopartículas, en el caso de su 

aplicación como polvo seco, o generando un aerosol con el portador apropiado en el 

caso de ser administradas mediante nebulización. 

15 	 A continuación, se describen algunos ejemplos ilustrativos que ponen de manifiesto 

las características y ventajas de la invención, no obstante, no se deben interpretar 

como limitativos del objeto de la invención tal como está definido en las 

reivindicaciones. 

20 	 Ejemplos 

Ejemplo 1: Preparación de nanopartículas lipídicas con antibiótico mediante la 

técnica de emulsificaciónlevaporación del solvente 

25 	 Ejemplo 1a: 

Se mezclaron 1 O mg de Colistimetato sódico en una disolución de 100 mg de 

diesterato de glicerilo, (por ejemplo Precirol® ATO 5) al 5% en diclorometano 

(volumen final 2 ml). 

Por otro lado, se preparó una solución acuosa de los tensioactivos (Poloxamer 188 y 

30 	 Polisorbato 80 al 1% cada uno). Se añadió la fase acuosa sobre la fase oleosa, y la 

mezcla fue emulsionada mediante sonicación a 20 W durante 30 segundos. 

Posteriormente se dejó bajo agitación magnética durante dos horas para que 

evaporara el solvente. 

Tras la evaporación las nanopartículas obtenidas se lavaron centrifugando 3 veces a 

35 	 2500 rpm durante 15 minutos utilizando filtros Amicon® Ultra (Millipore). 
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Ejemplo 1b: 


Una parte de estas nanopartículas fueron liofilizadas sometiéndolas a las siguientes 


etapas: 


a) Adición de un 15% de trehalosa respecto al peso total de la fracción lipídica. 

b) Congelación a -20°C y posteriormente a -80°C. 

e) Congelación a -50°C, a 10000 m bar de presión durante 3 horas. 

d) Vacio a -50°C hasta obtener una presión de 0.20 m bar. 

e) Secado a -50°C a 0.20 m bar de presión durante 5 horas. 

f) Secado a 20°C a 0.20 mbar de presión durante 7 horas. 

g) Secado a 20°C a presión ambiental durante 24 horas. 

Ejemplo 2: Preparación de nanopartículas lipídicas con antibiótico mediante la 

técnica de homogenización por fusión por calor. 

Ejemplo 2a: 


Se preparó una mezcla de 1000 mg de Precirol® ATO 5 y Miglyol® 812 en una 


relación 10:1 junto con 100 mg de colistimetato sódico, a una temperatura 


ligeramente superior al punto de fusión dellípido sólido. 


Por otro lado, se preparó una solución acuosa del tensioactivo (Poloxamer 188 al 


0,6% y Polisorbato 80 al1 ,3%). 


La solución lipídica y la acuosa fueron calentadas a la misma temperatura 


(aproximadamente, a una temperatura entre 5°C y 1 0°C superior a la temperatura 


de fusión de los lípidos). 


Se añadió la fase acuosa sobre la fase oleosa, y la mezcla fue emulsionada 


mediante sonicación a 20W durante 15 segundos. La emulsión obtenida fue 


almacenada durante 12 horas a 4°C para que los lípidos pudieran recristalizarse y 


formar las nanopartículas. 


Las nanopartículas obtenidas se lavaron centrifugando 3 veces a 2500 rpm durante 


15 minutos utilizando filtros Amicon® Ultra (Millipore). 
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Ejemplo 2b: 


Una parte de estas nanopartículas fueron liofilizadas sometiéndolas a las etapas 


citadas en el ejemplo 1 b. 


5 

Ejemplo 3 (ejemplo de referencia): Preparación de nanopartículas lipídicas sin 

antibiótico 

Se prepararon varios lotes de nanopartículas lipídicas sin antibiótico, con diferentes 

10 relaciones en peso de lípido líquido respecto a lípido sólido según el método 

descrito en el ejemplo 2. Las relaciones fueron las siguientes: 0,5:1 O; 1:1 O; 2,5:1 Oy 

5:10. 

Ejemplo 4 Caracterización de las nanopartículas 

15 

Se caracterizaron el tamaño de la partícula y el potencial zeta mediante un Zetasizer 

Nano ZS. En la siguiente tabla se describen los resultados medios obtenidos con los 

lotes fabricados según los ejemplos 1 ,2 y 3: 

Lotes 
Relación Lípido 
líquido- lípido 
sólido 

Tamaño 
(nm) 

Potencial 
Z (mV) 

lndice de 
polidispersión 
(POI) 

Ejemplo 1 a 0:10 196±20 -20±1 0,27 

Ejemplo 1 b 0:10 303±39 -21±2 0,27 
Ejemplo 2a 1:10 219±23 -24±1 0,33 

Ejemplo 2 b 1:10 500±42 -23±2 0,55 
Ejemplo 3 0,5:10 397±44 -16±1 0,35 

Ejemplo 3 1:10 248±46 -25±2 0,38 

Ejemplo 3 2,5:10 401±56 -31±2 0,46 
Ejemplo 3 5:10 396±56 -31±1 0,46 

20 

De esta tabla se puede observar que se han obtenido nanopartículas con un 

tamaño, potencial Z y POI óptimos para una buena estabilidad y homogeneidad de 

las nanopartículas. 

25 Ejemplo 5: Eficacia de encapsulación. 



wo 2015/001160 	 PCT/ES2014/070538 

-20

Se determinó la eficacia de encapsulación del antibiótico determinando la cantidad 

de antibiótico presente en el sobrenadante tras el proceso de lavado descritos en el 

ejemplo 1 y 2. El antibiótico presente en el sobrenadante fue analizado por HPLC 

utilizando un Waters 1525 HPLC Binary Pump (Waters Corp., Milford, USA), un 

5 	 detector ultravioleta Waters 2487 e un inyector automático Waters 717 plus. El 

sistema se controlaba por el software Empower. La columna seleccionada fue 

Novapak C 18 x 150 mm con un tamaño de poro de 4 ¡Jm. 

La fase móvil estaba constituida de una solución acuosa al 77% y de acetonitrilo al 

23%. La fase acuosa fue preparada disolviendo (7, 1 g) sulfato de sodio, (0,6 g) 

1 O 	 ácido acético y (2,2 g) ácido fosfórico y ajustado a un pH 2,5 con trietilamina para 

11itro de solución acuosa. El colistimetato sódico se detectó a una longitud de onda 

de 206 nm. El flujo era de 1,5 ml/min para una elución isocrática. Se inyectaron 50 111 

de muestra disuelta en agua. Se vio que el ensayo era linear para 100-800 ¡Jg/ml no 

detectándose ninguna interferencia. 

15 

La eficacia de encapsulación fue determinada por la siguiente fórmula: 

EE(%)= 100 * (cantidad inicial de antibiótico- cantidad de antibiótico no 

encapsulado)/ cantidad inicial de antibiótico). 

20 

Los lotes fabricados según el método de fabricación descrito en el ejemplo 1 dieron 

valores medios de 80±7%, y los lotes fabricados según el método descrito en el 

ejemplo 2 de 95±4%. Estos valores son indicativos de que la efectividad del 

procedimiento de preparación está en unos valores próximos al 100%, asegurando 

25 	 un aprovechamiento máximo del antibiótico añadido al proceso de fabricación. 

Ejemplo 6: Ensayos in vitro para la determinación de la concentración mínima 

inhibitoria (M/C). 

30 	 100 ¡JI de una concentración de 104 Unidades formadoras de Colonias (CFU) /mi de 

31 cepas de P. aeruginosa obtenidas de 31 pacientes con fibrosis quística, de las 

cuales, 13 cepas eran productoras de mucosa, fueron incubadas durante 24h a 

37°C en un medio Caldo Mueller Hinton con concentración ajustada de cationes 

(MHBCA), correspondientes entre 20 mg y 25 mg por litro de Calcio y entre 10 mg y 

35 	 12,5 mg por litro de magnésico, que aseguraban la reproducibilidad de los 
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resultados para P.aeruginosa, en presencia de Colistimetato sódico, y 

nanopartículas obtenidas según el ejemplo 1 b y 2b, en diferentes concentraciones 

(menos de 0,25, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 32 ¡Jg/ml). 

Para el colistimetato sódico, para el 48% de las cepas se obtuvo una MIC de 2 

¡Jg/ml, para el 25% una MIC de 1 ¡Jg/ml y para el 16% una MIC de 0,5 ¡Jg/ml. El 

restante obtuvo una MIC de 4 ¡Jg/ml. 

En el caso de las nanopartículas obtenidas según el ejemplo 1 b, para el 52% de las 

cepas se obtuvo una MIC de 2 ¡Jg/ml, para el 25% se obtuvo una MIC de 1 ¡Jg/ml, 

para el 13% se obtuvo una MIC de 0,5 ¡Jg/ml y para el 3% una MIC menor a 0,25 

¡Jg/ml. Para el restante de las cepas se obtuvo una M IC de 4 ¡Jg/ml. 

En el caso de las nanopartículas obtenidas según el ejemplo 2b, para el 42% de las 

cepas se obtuvo una MIC de 1 ¡Jg/ml, para el 23% se obtuvo una MIC de 0,5 ¡Jg/ml, 

para el 10% se obtuvo una MIC de 0,25 ¡Jg/ml, para el 3% una MIC menor a 0,25 

¡Jg/ml, para un 16% MIC de 2 ¡Jg/ml y para el restante, una MIC superior a 4 ¡Jg/ml. 

Estos resultados demuestran que las nanopartículas de la presente invención 

presentan un mejor valor de MIC que el antibiótico libre. 

Ejemplo 7: Estudios de liberación 

Se incubaron por un lado una muestra de 25 mg de nanopartículas preparadas 

según el método descrito en el ejemplo 1 b y por el otro, una muestra de 25 mg de 

nanopartículas preparadas según el método descrito en el ejemplo 2b, en 5 mi de 

PBS cada una. En tiempos preestablecidos las muestras fueron centrifugadas 

utilizando filtros Amicon® Ultra (Millipore) durante 15 minutos. El antibiótico presente 

en el sobrenadante fue analizado por HPLC según el ejemplo 5. El PBS retirado en 

la centrifugación fue reemplazado por PBS nuevo. En la figura 4 se expresa el 

porcentaje de antibiótico liberado respecto a la cantidad total de antibiótico 

encapsulado en la nanopartícula para cada tipo de nanopartícula en el tiempo 

(horas). 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

wo 2015/001160 PCT/ES2014/070538 

-22

Las nanopartículas lipídicas presentan una gran superficie específica dado a su 

tamaño. Cuando se ponen en contacto con el PBS, primeramente se libera el 

fármaco asociado a la superficie o muy cercano a la superficie de nanopartícula. A 

esta primera fase de liberación rápida se le denomina "burst". En una segunda fase, 

el principio activo se libera por degradación/erosión o hinchamiento de núcleo de la 

partícula, dando lugar a la fase de liberación sostenida. En el caso de la terapia 

antimicrobiana, los niveles de antibiótico han resultado ser óptimos para inhibir el 

crecimiento in vitro de las bacterias P. aeruginosa. 

Ejemplo 8: Ensayos in vivo de toxicidad y distribución en ratones CD1 de las 

nanopartículas fabricadas según el ejemplo 1 by 2b 

Para llevar a cabo los ensayos in vivo de toxicidad y eficacia de las nanopartículas 

de la presente invención fue necesario establecer un modelo de infección de los 

roedores. Se llevó a cabo una administración intratraqueal de diferentes 

concentraciones de P. aeruginosa productora de mucosa dispuesta en microesferas. 

(Concentración 1: 5x104 CFU, Concentración 2: 2,4x 107 CFU y Concentración 3: 

3,89x1 010
) obtenida de un paciente con fibrosis quística, suspendida en PBS, en 

ratones CD1, administrando una concentración distinta a cada roedor, para 

establecer la concentración óptima para generar una adecuada infección pulmonar, 

capaz de enfermar a los roedores sin provocar su muerte inmediata. Se concluyó 

que la concentración óptima era de 2,4x 107 CFU ya que se consigue la 

supervivencia de los ratones más de tres días, y se comprueba tras su sacrificio que 

presentan una infección pulmonar. 

Se llevó a cabo un estudio de toxicidad de las nanopartículas fabricadas según el 

ejemplo 1 b y el ejemplo 2b, administradas por vía intratraqueal. Se administraron 

1,2 mg de nanopartículas en 50 microlitros de PBS (cantidad óptima para evitar una 

excesiva densidad de la mezcla) a un grupo de 16 ratones CD1, además de 

establecerse los correspondientes grupos de control (5 ratones) a los que no se les 

administró producto alguno. Hasta tres días después de la administración, todos los 

ratones presentaron un comportamiento estándar, respondiendo a estímulos y 

moviéndose con normalidad. Transcurridos esos tres días, se sacrificaron los 

ratones y se realizó tanto un lavado broncoalveolar como la obtención y preparación 

de muestras del pulmón para su análisis para su estudio anatomo-patológico. El 
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estudio de las muestras no reveló inflamación o daños en los tejidos estudiados que 

puedan haber sido causados por las nanopartículas de la presente invención. 

Adicionalmente, se administraron microesferas de 6 ¡Jm en 50 ¡JI (equivalentes a las 

que se emplean para inducir la infección) cargadas con un reactivo fluorescente o 

5 fluoróforo (onda de excitación : 630-660 nm y onda de emisión 670-720 nm, de cara 

a poder garantizar que la técnica de administración era efectiva y que efectivamente 

se depositan mayoritariamente en el pulmón. En la figura 5, se presenta una imagen 

de los pulmones de un ratón CD1 después de la administración intratraqueal de 

1x 106 microesferas fluorescentes. El animal se sacrificó 5 minutos después de la 

1O administración de las microesferas. Las microesferas (AiignFiow™ polystyrene 

microspheres 6.0¡Jm de diámetro, Aex: 630-660 nm, Aem: 670-720 nm, lnvitrogen) se 

administraron resuspendidas en 50 iJL de PBS. La localización se realizó con un 

sistema de registro Pearl-lmpulse (LI-COR Biosciences, USA). En la imagen se 

observa la distribución homogénea del reactivo fluorescente 2 en la totalidad del 

15 pulmón 1 del roedor. 

Ejemplo 9: Ensayos in vivo de eficacia en ratones CD1 de las nanopartículas 

fabricadas según el ejemplo 1 by 2b 

20 	 Se emplearon cinco ratones como grupo de control y 64 ratones infectados con la 

inoculación de las bacterias de una cepa de P. aeruginosa productora de mucosa, a 

una concentración de 2,4x 107 CFU, tal y como se explica en el ejemplo 8. Los 

animales infectados se dividieron en 4 grupos de ocho, administrándoles al tercer 

día tras la inoculación, vía intratraqueal, medio (PBS), el antibiótico (colistimetato 

25 	 sódico) libre, nanopartículas fabricadas según el ejemplo 3 y la cantidad de 

antibiótico equivalente en forma de nanopartículas fabricadas según el ejemplo 1 b y 

ejemplo 2b respectivamente. Las cantidades se calcularon ajustando la dosis 

recomendada en humanos en relación al peso de los ratones (3000 U 1, equivalente 

a 0,24 mg de colistimetato sódico libre, equivalente a 2,88 mg de las nanopartículas 

30 	 según el ejemplo 1b y 2,52 mg de nanopartículas según el ejemplo 2b). 

El tratamiento se prolongó por tres días administrándose una vez al día para evitar 

un daño excesivo a los ratones por la sucesiva administración de anestesia y 

administración intratraqueal. Una vez transcurrido este tiempo los animales se 

35 sacrificaron, se extrajeron los pulmones, se homogeneizaron y se procedió a realizar 
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un cultivo en agar para poder llevar a cabo un recuento de bacterias de P. 

aeruginosa. De los resultados obtenidos, se concluyó un mayor efecto bactericida 

de las nanopartículas de la presente invención, al obtenerse un recuento 

significativamente menor que el correspondiente al colistimetato libre. En la 

siguiente tabla se detallan los resultados obtenidos para cada caso: 

Grupo 
Recuento bacteriano 
(log CFU por cada 2 
pulmones) 

Sólo medio 6,7±0,3 

Nanopartículas vacías 6,8±0,2 

Colistimetato sódico libre 4,9 ±0,2 

Nanopartículas según el ejemplo 1 b 4,2±0,2 

Nanoparticulas según el ejemplo 2b 3,8±03 

Ejemplo 10: Ensayos para la determinación de la Concentración lnhibitoria 50 (IC50) 

1 O de las nanopartículas fabricadas según los ejemplos 1 b y 2b en células humanas 

El valor de la concentración inhibitoria 50 (ICSO) hace referencia a la concentración 

necesaria de la muestra a ensayar para la inhibición del crecimiento de una 

población celular. En este caso el valor ICSO ha sido considerado como un indicador 

15 de toxicidad, ya que el ensayo ha sido realizado sobre células humanas (en las 

líneas celulares A549 y H441, dos líneas inmortalizadas derivadas de células 

epiteliales de adenocarcinomas humanas. Las células (a una densidad de 12000 

células por pocillo en una placa de 96 pocillos) fueron cultivadas en un medio 

"Dulbecco's Modified Eagle Medium" (DMEM) al que se le añadieron 10% de suero 

20 bovino fetal, 1% de L-Giutamina, 1% de una solución de penicilina/estreptomicina y 

1% un complemento de aminoácidos no esenciales (MEM-NEAA), a 37°C y a 5% de 

C02 durante 24 horas. Se añadieron concentraciones decrecientes de 

nanopartículas 1b y 2b y colistimetato sódico libre diluidas en DMEM, con 0.5% de 

suero bovino fetal, empezando en 10 mg/ml y alcanzando 0.07812 mg/ml 

25 incubándose posteriormente a 37°±2°C y 5% de C02 durante 24 horas. La viabilidad 
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celular se determinó mediante el "Cell Counting kit 8", CCK-8, tras una etapa de 

lavado. Para ello, se añadió un 10% del reactivo CCK-8 a cada pocillo y se 

incubaron con las células durante 4horas a 37 ±2°C y 5% de C02. Posteriormente se 

leyó la absorbancia a 450nm empleado la lectura de 650nm como referencia. La 

5 absorbancia era directamente proporcional al número de células vivas en la 

muestra. Los resultados se expresan como la concentración capaz de inhibir el 

crecimiento del 50% de las células. El ensayo se realizó por triplicado. Los 

resultados mostraron que la nanoencapsulación del antibiótico dio lugar a una 

disminución del valor ICSO, por lo que es una formulación menos tóxica. Asimismo, 

10 esto valores están por encima del1a 2 ¡Jg/ml reconocidos como MIC. En la siguiente 

tabla se detallan los resultados obtenidos para cada caso: 

Línea celular H441 Línea celular A549 

Ejemplo 1b 358,49± 73,86 ¡Jg/ml 1309,97±318,69 ¡Jg/ml 

Ejemplo 2b 1087, 14±197,43 ¡Jg/ml 2821 ,57±877,09 ¡Jg/ml 

Colistimetato 

sódico libre 

6,58±0, 72 ¡Jg/ml 101 ,27±14,44 ¡Jg/ml 
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REIVINDICACIONES 

1. 	 Nanopartícula lipídica que comprende: 

al menos un antibiótico de la familia de las polimixinas, 

una fracción lipídica que comprende uno o más lípidos seleccionados 

del grupo que consiste en monoglicéridos y/o diglicéridos y/o triglicéridos, y/o 

ácidos grasos y/o mezclas de los mismos, y 

uno o más tensioactivos. 

2. Nanopartícula lipídica según la reivindicación 1, en donde la fracción lipídica 

comprende uno o más lípidos sólidos a temperatura ambiente. 

3. Nanopartícula lipídica según la reivindicación 1, en donde la fracción lipídica 

comprende mezclas de uno o más lípidos sólidos a temperatura ambiente y uno o 

más lípidos líquidos a temperatura ambiente. 

4. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la relación en peso del antibiótico con respecto a la fracción lipídica está 

comprendida entre, aproximadamente, 0.25:10 y, aproximadamente, 4:10 siendo 

preferentemente de aproximadamente 1:1 O. 

5. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en donde 

la relación en peso de lípido líquido con respecto al lípido sólido está comprendida 

entre, aproximadamente, 0.5:10 y, aproximadamente, 5:10 siendo preferentemente, 

1:10. 

6. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la proporción en peso de tensioactivo respecto al peso total de la 

nanopartícula está comprendida entre, aproximadamente, 0,5% y, 

aproximadamente, 2%, siendo preferentemente, aproximadamente, al 1%. 

7. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde los tensioactivos son no iónicos. 

8. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 
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donde el antibiótico de la familia de las polimixinas se selecciona entre la colistina y 

el colistimetato sódico. 

9. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 

que comprende un crioprotector. 

1O. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 

que está liofilizada. 

11. Composición farmacéutica que comprende la nanopartícula lipídica según 

cualquiera de las reivindicaciones anteriores junto con uno o más excipientes o 

portadores farmacéuticamente aceptables. 

12. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 

para su uso como medicamento. 

13. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 

para su uso en el tratamiento y/o prevención de infecciones en el árbol respiratorio. 

14. Nanopartícula lipídica para uso según la reivindicación 13, donde las 

infecciones en el árbol respiratorio son causadas por Pseudomona aeruginosa y/o 

microorganismos sensibles a las polimixinas. 

15. Nanopartícula lipídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores la 

cual se administra mediante inhalación en el tracto respiratorio, en forma de vapores 

o aerosoles o polvos, en donde la partícula inhalada tiene un tamaño entre, 

aproximadamente, 1 ¡Jm y, aproximadamente, 10 ¡Jm, preferentemente entre 1,5 ¡Jm 

y 5 ¡Jm y más preferentemente entre 2 ¡Jm y 4 ¡Jm. 
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