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(57) Resumo: SOLUBILIZACAO E DISTRIBUICAQ
DIRECIONADA DE DROGAS COM POLIMEROS ANFIFILICOS DE
AUTOMONTAGEM. Sao fornecidos copolimeros biodegradaveis
anfifilicos compreendendo uma espinha dorsal hidrofilica com grupos
alifaticos pendentes como o componente hidrofébico. Os polimeros
formam agregados moleculares nanoescalares nos ambientes
aquosos, que tém os interiores hidrofabicos que sao capazes de
solubilizar compostos organicos insoluveis tais como drogas,
vitaminas, tinturas, e agentes de imagem. Os polimeros caracterizam
opcionalmente os grupos funcionais reativos que fornecem pontos de
anexacao para anticorpos, ligantes, e outras porgdes alvo Uteis para a
entrega direcionada das drogas e dos agentes de imagem.
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“SOLUBILIZAGAO E DISTRIBUICAO DIRECIONADA DE DROGAS COM
POLIMEROS ANFIFILICOS DE AUTOMONTAGEM”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se aos campos de polimeros anfifilicos, e
especificamente a polimeros tipo pente de formacao de micela biocompativeis. A invengdo
também refere-se aos campos de solubilizagdo da droga e distribuigdo de droga
direcionada.

FUNDAMENTOS

Os copolimeros de bloco anfifilicos compreendendo um bloco hidrofébico e um
bloco hidrofilico tém sido bem estudados nos ultimos anos, por causa de sua capacidade
para automontagem em uma variedade de nanoestruturas enquanto o solvente circundante
é variado. Veja Cameron et al.,, Can. J. Chem./Rev. Can. Chim. 77:1311-1326 (1999). Em
solugdes aquosas, o compartimento hidrofébico de um polimero anfifilico tem uma tendéncia
para automontar a fim de evitar contato com agua e minimizar a energia interfacial livre do
sistema. Ao mesmo tempo, os blocos hidrofilicos formam uma "coroa" hidratada no
ambiente aquoso, e assim os agregados mantém uma estrutura termodinamicamente
estavel. O resuitado € uma suspensao coloidal do tipo latex estavel de particulas agregadas
de polimero tendo nucleos hidrofébicos e coroas hidrofilicas.

Os copolimeros anfifilicos do tipo pente diferem dos copolimeros de bloco em que a
espinha dorsal é largamente hidrofébica ou hidrofilica, com cadeias de polimero de
polaridade oposta pendentes da espinha dorsal em vez de incorporadas na mesma. Os
copolimeros do tipo pente foram preparados com espinhas dorsais hidrofébicas e
ramificagdes hidrofilicas (Mayes et al., Patente U.S. N° 6.399.700), e também com espinhas
dorsais hidrofilicas e ramificagdes hidrofébicas (Watterson et al., Patente U.S. N° 6.521.736).
Os anteriores foram usados para fornecer apresentagdo multivalente dos ligantes para os
receptores de superficie de célula, quando os uUltimos foram usados para solubilizar drogas e
as entregar as células.

Os agregados de polimero anfifilicos foram estudados como portadores para
solubilizar drogas insoltveis, veiculos de entrega direcionados a droga, e sistemas de
entrega de gene. Tém uma estrutura mais estavel do que as micelas de peso molecular
baixo convencional, devido ao emaranhamento de cadeia e/ou a cristalinidade da regiado
hidrofébica interior. A natureza polimérica do veiculo torna os agregados relativamente
imunes a desintegragado que as lipossomas ordinarias sofrem quando diluidas abaixo de sua
concentragdo critica de micela. Igualmente tém uma vantagem sobre composi¢ées de
distribuicdo de droga lipossomal tradicionais em que a auséncia de uma membrana de
bicamada as permite mais prontamente fundir com membranas celulares e entregar sua

carga diretamente a célula.
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Devido a biocompatibilidade excelente de poli (etileno glicol) (PEG), e a habilidade
aparente de particulas “escondidas" revestidas-PEG para iludir o sistema reticuloendotelial,
micelas, lipossomas, € polimeros incorporando PEG foram considerados extensivamente
como materiais para sistemas de distribuicdo de droga. Ha muitos relatérios do uso de
poli(etileno glicol) (PEG) como o componente hidrofilico dos PEG-lipideos (formando
lipossomas e micelas); veja por exemplo Krishnadas et al., Pharm. Res. 20:297 - 302
(2003). Os copolimeros de bloco anfifilicos de automontagem, que automontam nas mais
robustas “polimersomas”, foram investigados igualmente como veiculos para solubilizago e
distribuicdo de droga (Photos et al., J. Controlled Release, 90:323-334 (2003)). Veja,
também Gref etal.,, Int. Symp. Controlled Release Mater. 20:131 (1993); Kwon et al.,
Langmuir, 9:945 (1993); Kabanov et al., J. Controlled Release, 22:141 (1992); Allen et al., J.
Controlled Release, 63:275 (2000); Inoue et al., J. Controlled Release, 51:221 (1998); Yu e
Eisenberg, Macromolecules, 29:6359 (1996); Discher et al., Science, 284:113 (1999); Kim et
al., Patente U.S. N° 6.322.805; Seo et al., Patente U.S. N° 6.616.941 e Seo et al., Patente
Européia N° EP 0583955. O uso de poli(etilenoimina) (PEIl) nesta capacidade foi relatado,
com um foco na distribuicdo dos oligonucleotideos (Nam et al., Patente U.S. N° 6.569.528;
Wagner et al., publicagdo do pedido de Patente U.S. N° 20040248842). Em uma tendéncia
similar, Luo et al., em Macromolecules 35:3456 (2002), descreve dendrimeros de
poliamidoamina conjugada-PEG ("PAMAM") apropriados para distribuicdo de
polinucleotideos.

Além da necessidade de solubilizar, distribuir, e entregar drogas, ha uma
necessidade para os sistemas de distribuicdo de droga direcionada que atingem
especificamente em um tecido, tumor, ou 6rgédo. alvo. Isto & realizado geralmente pela
anexacdo de anticorpos ou de outros ligantes com uma afinidade especifica para paredes

celulares no local alvo. Entretanto, grupos funcionais perdem PEG a nao ser que nas

extremidades das cadeias de polimero, e na maioria dos grupos terminais sejam ligados ao

outro componente do copolimero de bloco. Por este motivo, a anexagéo de porgdes alvo tais
como anticorpos ou moléculas de adesao celular a copolimeros de bloco PEG é limitada
geralmente ao bloco de ndo-PEG, que nao € infelizmente a parte do copolimero que é para
expor normalmente na coroa do agregado automontado.

O fendbmeno da separagido de fase que resulta na automontagem de copolimeros
de bloco em agregados do polimero & prontamente reversivel, e tentativas foram feitas para
aumentar a estabilidade dos agregados por meio de reticular o ndcleo hidrofobico (veja
Patente Européia N° EP 0552802). A anexagdo covalente da droga ao componente
hidrofébico de um copolimero de bloco foi tentada (Park e Yoo, Patente U.S. N° 6.623.729;
Patente Européia N° EP 0397307).

Permanece uma necessidade para um sistema de distribuicdo de droga que seja
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estavel, biocompativel, favoravel a anexagdo de porgdes alvo ao exterior dos agregados, e
eficiente em entregar drogas aos alvos celulares desejados.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo fornece moléculas de polimero tipo pente biocompativeis,
compreendendo uma espinha dorsal hidrofilica tendo por¢oes de ponto de ramificagéo, e
ramificagdes hidrofébicas unidas nestas porgdes de ponto de ramificagdo. A invengédo
fornece suspensfes aquosas dos agregados de polimero formados de tais polimeros, e
fornece métodos para solubilizar compostos orgéanicos insoluveis ou escassamente sollveis,
tais como drogas, tinturas, vitaminas, e semelhante, incorporando tais compostos nos
nucleos hidrofébicos dos agregados de polimero. O método para solubilizar uma espécie
organica insoluvel em agua em um solvente aquoso compreende basicamente contactar as
espécies orgéanicas insoliveis em agua com um polimero da invengdo em um solvente
aquoso ou aquoso misturado.

Em particular modalidades, as por¢des de ponto de ramificagdo adicionais
compreendem os grupos funcionais reativos capazes de servir como pontos de anexagao
para porgoes alvo. Em particular as modalidades preferidas, porges alvo tais como ligantes
ou anticorpos sao unidos covalentemente as por¢des de ponto de ramificagdo dos polimeros
da invengado, e uma droga ¢é incorporada no nucleo dos agregados, de modo a formar um
complexo de droga direciohado. ‘

A invengado ainda fornece métodos para a preparagdo dos polimeros tipo pente,
agregados, e complexos de drogas direcionados descritos na mesma. Os polimeros da
invengao de automontagem nos agregados de polimero que eficientemente solubilizam,
distribuem, e entregam drogas in vivo, sdo nao téxicos e biocompativeis, sdo estaveis, e sédo
capazes de carregar porgoes alvo de célula mt’JltipIa em suas superficies exteriores.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 mostra amostras de 20 ul de solugdes saturadas de trés tinturas lipofilicas
(A, Sudan |V; B, diclorofluorescéncia; C, Eosina Y soltuvel em alcool) na agua deionizada,
manchada em uma placa de TLC de silica gel. Fileira superior: com 50 mg/ml de r-polimero
do exemplo 1; Fileira inferior: sem m-polimero.

A Fig. 2 mostra amostras de 50 ul de solugdes saturadas de quatro drogas
insoluveis (fileira 1, Purpurina; fileira 2, Camptotecina; fileira 3, Anfotericina B; fileira 4,
Doxorubicina) na agua deionizada, manchada em uma placa de TLC de silica gel. Coluna A,
polimero A com acido félico; coluna B, polimero A, coluna C, nenhum polimero. Trés marcas
do lapis em torno de cada ponto indicam a extensdo da propagagédo do solvente na placa.
Os circulos centrais nas colunas A e B sao dispersados uniformemente na silica, indicando
solugdes claras; os circulos centrais na coluna C consistem pela maior parte em depdésitos
sélidos.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Os polimeros da invengdo, referidos no mesmo como "m-polimeros”, tém uma
arquitetura tipo pente, com uma espinha dorsal formada da alternagao de porgées de ponto
de ramificagdo B e de polimeros em bloco A solliveis em agua, hidrofilicos; e tendo uma
pluralidade de cadeias laterais hidrofébicas C unidas a cada por¢do de ponto de
ramificagdo. Eles consistem essencialmente na estrutura mostrada na férmula 1. As cadeias
laterais C sao as porgdes relativamente curtas, hidrofébicas, que podem ser moléculas,
cadeias ou oligbmeros alifaticos. O valor de p € idealmente um namero inteiro, ou 2, 3, ou 4.
Na pratica, as cadeias laterais sdo mais frequentemente introduzidas com eficié€ncia menos
do que perfeita através das reagdes quimicas, tendo por resultado um valor médio de p para
a preparacido de polimero como um conjunto que ndo € o numero inteiro pretendido. Os
valores médios de nimeros nao inteiros podem igualmente ser obtidos pelo desenho, como
discutidos abaixo. Assim, o valor médio de p nos polimeros da invengdo &€ maior de um e
pode ser tio elevado quanto quatro (1< p <4). Nas modalidades preferidas, P varia de
aproximadamente 2 a 4, e mais preferivelmente 1,5 <p <2.

{C ]:p

1

O polimero em bloco A da espinha dorsal é selecionado das cadeias de polimero
soluveis em agua e/ou hidrofilicas, incluindo mas ndo limitado a poli(etileno glicol),
poli(propileno  glicol), poli(etileno imina), poli(alcool vinilico), poli(vinilpirrolidona),
polissacarideos, e semelhante. Preferivelmente, as unidades de polimero A sdo cadeias
poli(etileno glicol) de férmula -(CH,CH2O)m- onde m esta entre 1 e 10.000, preferivelmente
entre 3 e 3.000. Os grupos funcionais terminais das cadeias de polimero ndo foram
caracterizados, e nao sao relevantes a invengao.

Na fabricagdo de poli(etileno glicol) de varias classes, sabe-se na industria para
acoplar uma parte ligante divalente (por exemplo, éter de diglicidil de bisfenol A) a duas
cadeias poli(etileno glicol), dobrando eficazmente o peso molecular do polimero ao reter
uma faixa de peso molecular relativamente estreita. Moléculas de "poli(etileno glicol)”
resultantes sdo interrompidas conseqientemente no ponto médio da cadeia de polimero
pela porgdo ligante nao-glicol (veja, por exemplo, o poly(ethylene glycol)-bisphenol A
diglycidyl ether adduct, N° registro CAS 37225-26-6). Oligbmeros mais elevados, isto é
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aqueles que tém trés cadeias de PEG separadas por duas porgdes de éter de diglicidil de
bisfenol A, igualmente sdo sabidos, véem por exemplo, o pedido de patente internacional
WO 00/24008. Como usado no mesmo, conseqientemente, os termos "poli(etileno glicol)” e
"poli(propileno glicol)” abrangem cadeias de polimero poli(etileno glicol) e poli(propileno
glicol) que incorporam unidades ligantes de nao-glicol, incluindo mas né&o limitadas ao éter
de diglicidil de bisfenol A, éter de diglicidil de bisfenol B, éter de diglicidil de bisfenol S, éter
de diglicidil de hidroquinona, e semelhante. Para finalidades desta especificagdo, qualquer
de tais porgdes ligantes ndo sdo contadas como "unidades de monémero”.

O polimero em bloco A tem mais preferivelmente um comprimento médio entre
vinte e cinqlienta unidades de mondémero. As cadeias de polietileno glicol podem ser
substituidas na extremidade com grupos funcionais apropriados para uso como lingantes a
outras porgdes, incluindo mas nao limitados a amino, mercapto, acrilato, acrilamida,
maleato, maleimida, e semelhante, em uma ou ambas extremidades. O valor de n varia de 1
a 1000 e esta preferivelmente entre 3 e 100. O peso molecular total de m-polimero pode
variar de 1000 a 100.000 daltons ou mais; esta preferivelmente acima de 2.000 daltons, e
mais preferivelmente acima de 7.000 daltons.

As porcoes hidrofébicas C podem ser as mesmas ou diferentes, e podem ser, por
exemplo, hidrocarbonetos lineares (substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos), hidrocarbonetos policiclicos (substituidos opcionaimente com um
ou mais substituintes hidrofilicos), aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros. Os
substituintes hidrofilicos apropriados incluem, mas ndo sdo limitados a, grupos funcionais
hidroxila, éter, ciano, e amida. Sdo contemplados especificamente grupos alquila Cg a Cy,
portando substituintes w-hidréxi, w-ciano, w-amido, ou w-alcéxi. Neste contexto, o termo
“substituinte” inclui a substituicdo de um heteroatomo, tal como O, N, ou S, para um atomo
de carbono na cadeia hidrocarboneto ou sistema de anel da porgdo C. Assim, as ligagdes de
éter e amida, e os anéis heterociclicos podem ser incorporados em C.

As porgoes hidrofébicas C sdo cadeias alifaticas (Cg-Cy) preferivelmente
relativamente curtas, mas podem igualmente ser oligbmeros curtos. Os oligdmeros
apropriados incluem acidos hidroxi oligo tais como poli(acido glicélico), poli(acido DL-
lactico), poli(acido L-lactico), e copolimeros de acidos hidroxi poli(acido glicélico) e poli(acido
lactico) e, poli (aminoacidos), poli(anidridos), poli(ortoésteres), e poli(fosfoésteres),
polilactonas tais como poli(épsilon-caprolactona) poli(delta-valerolactona) poli(gama-
butirolactona) e poli(beta-hidroxibutirato). As porgées C podem igualmente ser selecionadas
das moléculas hidrofébicas, tais como o colesterol, acido célico, acido litocdélico, peptideos
hidrofébicos, e semelhante. O peso molecular de cada por¢gdo C é maior de 40,
preferivélmente entre 50 e 1.000, e mais preferencialmente entre 100 e 500. Geralmente,

qualquer porgado C que nao for apreciavelmente soluvel na agua quando na forma molecular
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C-H for provavelmente apropriada para uso na presente invengao.

E uma caracteristica de distingdo dos polimeros tipo pente desta invengdo que as
cadeias laterais C nao estao distribuidas regularmente e uniformemente ao longo da cadeia
de polimero, mas ocorre um pouco nos conjuntos [C]p. Estes conjuntos sdo espagados mais
ou menos regularmente ao longo da cadeia de polimero, dependendo do grau de
monodispersividade das unidades de polimero A. Assim, a distdncia entre as duas cadeias
C unidas a uma porgdo de ramificagdo comum B é diferente da distancia entre as duas
cadeias laterais unidas as porg¢des de ramificagdo diferentes.

Em uma segunda modalidade da invengéo, as porgdes B do ponto de ramificagdo

mais adicionais compreendem um ou mais grupos funcionais reativos X, € os polimeros

consistem essencialmente na estrutura mostrada na férmula 2.

Xy

2

Na férmula 2, os grupos reativos individuais X podem ser os mesmos ou podem ser
diferentes um do outro, e podem opcionalmente ser obstruidos ou protegidos como pode ser
necessario durante a montagem do polimero 2. O valor médio de r variara de 0 (nenhum
grupos X) a aproximadamente 4. Tipicamente, os grupos reativos serdo selecionados dos
grupos funcionais conhecidos na técnica para ser Uteis para formar ligagbes covalentes
entre espécies moleculares. O grupo X serve como pontos de anexagao para moléculas da
droga, tecido ou porgdes de célula alvo, por¢des de virus alvo, ou porgdes de anexagio de
matriz (tal como para a finalidade de revestir a superficie de um stent ou outro dispositivo
médico). Em determinadas modalidades, pode haver um uUnico ponto de anexagdo X. Em
outras modalidades, pode haver trés ou quatro tipos diferentes de grupos reativos. A porgao
de anexagao da matriz pode unir a uma matriz através das ligagdes covalentes, interagdes
nao-covalentes especificas (por exemplo, anticorpo-antigeno, ou interagbes nao especificas
(por exemplo, através do emparelhamento i6nico ou interagdo “hidrofébica"). Os grupos
reativos apropriados X incluem mas ndo sao limitados a -OH, -NH,, -SH, -CHO, - NHNH,, -
COOH, - ONHNH,, haloacila, acetoacetila, -CN, -OCN, -SCN, -NCO, -NCS, e semelhante;
ligagbes duplas reativas tais como vinilicas, acrilicas, alilicas, maléicas, cindmicas, e
semelhante, e grupos com ligagbes ftriplas reativas tais como o acetilenocarboxi e

acetilenocarboxamido (apropriados para Michael additions, Diels-Alder reactions, e reagdes
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de adicao de radical livre).

As porgdes de célula alvo exemplares incluem, mas ndo sao limitadas aos ligantes
receptor-especificos, anticorpos, e outras porgdes alvo, tais como peptideos que possuem
uma seqiiéncia de aminoacido (RGD) acido Arginina-Glicina-Aspartico ou um motivo de
Tirosina-Isoleucina-Serina-Arginina-Glicina (YISRG); fatores de crescimento incluindo fator
de crescimento epidérmico, fator de crescimento endotelial vascular e fator de crescimento
de fibroblasto; ligantes de superficie virais tais como o acido sialico e derivados de acidos N-
acetilneuraminico; ligantes de receptor celular tais como folato, metotrexato, acido pterodico,
estradiol, estratriol, testosterona, e outros horménios; mannose-6-fosfato, agucares,
vitaminas, triptofano, e semelhante. Os anticorpos sdo anticorpos preferivelmente
monoclonais dirigidos em antigenos de superficie celular especificos; as porgdes alvo
apropriadas incluem ndo somente os anticorpos completos mas igualmente os fragmentos
do anticorpo que contém as sequéncias de ligagdo antigenos ativas, tais como fragmentos
Fab' 2, fragmentos Fab', ou analogos de peptideo de cadeia curta da seqliéncia de ligagdo
de antigeno ativo de tais anticorpos.

Os exemplos de porgdes alvo virus incluem os ligantes de moléculas curtas que
ligam a um virus, tal como aminoalquiladamantanes, Fuzeon™, PRO-542, BMS-488043,
acido sidlico, acido 2-deoxi-2,3-didehidro-N-acetilneuraminico, 4-guanidino-Neu5Ac2en
(zanamivir), oseltamivir, RWJ-270201, e semelhante; os oligopeptideos, os
oligossacarideos, e os glicopeptideos que ligam as superficies virais, € os anticorpos e os
fragmentos do anticorpo direcionados a antigenos de superficie virus especificos. Em
modalidades preferidas, a presente invengédo fornece m-polimeros que carregam ligantes
para o neuraminidase viral ou hemagglutinin. E bem conhecido que tais polimeros tém
propriedades antivirais em seus préprios direitos; veja por exemplo T. Masuda et al.,
Chemical & Pharmaceutical Bulletin 51:1386-98 (2003); M. ltoh et al., Virology 212:340-7
(1995), e Reece et al.,, Patente US. N° 6.680.054 (2004). Os nucleos hidrofébicos dos
polimeros antivirais e agregados de polimero da presente invengdo podem opcionalmente
ser carregados com uma ou mais drogas antivirais convencionais, que s&o liberadas
vantajosamente na proximidade da particula viral.

Outros grupos de anexagdo de relevancia médica podem ser produtos quimicos
pequenos, peptideos, anticorpos ou fragmentos de anticorpo, enzimas, ou ingredientes
farmacéuticos ativos, que podem afetar processos biolégicos tais como horménios ou
agonistas de horménios ou antagonistas, as substancias que interferem com a ligagédo do
virus, as substancias que interferem com o ciclo de célula ou os processos celulares apés a
entrada intracelular, e semelhante. As células de organismos unicelulares e muliticelulares
incluindo as bactérias, fungos, animais mais elevados, e plantas, podem ser alvejadas. A

biotina pode ser unida ao m-polimero e ser usada como um ponto de anexagdo para as
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proteinas de avidin e streptavidin acopladas, peptideos, e outros agentes
farmacologicamente ativos ou alvo, tais como anticorpos, hormdnios de crescimento,
reagentes da imagem, e semelhante.

"Matriz" refere-se a materiais organicos ou inorganicos, superficies, e depésitos,
tais como o vidro, as superficies de silica gel ou de metal, matriz extracelular, depésitos da
proteina tais como chapas de amiléide de varios tipos, superficie da célula, superficie do
virus, e as superficies homogéneas ou heterogéneas gerais que podem ou ndo podem ser
bem caracterizadas, incluindo prions.

Os exemplos de porgdes de anexagdo da matriz de silica ou vidro incluem varios
halossilanos, alcoxissilanos, acilsilanos, assim como os produtos quimicos que exibem tais
grupos funcionais que incluem polimeros. Outros grupos de anexagdo podem ser planejados
baseados nas caracteristicas fisico-quimicas particulares da matriz. As porgbes de
anexacdo apropriadas, por exemplo, aquelas usadas no revestimento dos stents, séo
conhecidas por agueles versados na técnica.

Em um terceiro aspecto da invengao, as porgoes B de ponto de ramificagdo séo
conectadas a outras porgdes de ponto de ramificagdo em outra parte na cadeia de polimero,
de modo a formar uma estrutura hidrogel reticulada. Tal reticulagdo pode ser efetuada
reagindo o polimero com as porgdes multifunctionais que contém grupos homofuncionais ou
heterofuncionais, pelo menos um que reage com o X ou grupo reativo em C situado em uma

primeira porgdo de ponto de ramificagédo, e pelo menos um que reage com 0 X ou com um

-grupo funcional reativo presente em C em uma segunda porg¢do de ponto de ramificagéo. A

reticulagdo pode igualmente ser feita através de uma ligagdo aos grupos funcionais
terminais da cadeia de polimero A. Tais polimeros reticulados podem opcionalmente conter
os grupos funcionais reativos apropriados para anexa¢cédo de moléculas de droga ou porgdes
alvo.

A porgdo B do ponto de ramificagdo é derivada tipicamente de uma molécula

multifuncional que tem uma pluralidade de grupos reativos, dois dos quais s&o apropriados

' para a anexagéo a unidade A de polimero hidrofilico, e dois dos quais s&@o apropriados para

a anexagéo das porgoes C hidrofébicas. A porgdo B pode opcionalmente ter grupos reativos
adicionais X como descritos acima.

Particularmente as por¢des de ponto de ramificagdo preferidas sdo os conjugados
de ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), ou 2,3-diaminobutano-1,4-ditiol com as duas
moléculas de acido maléico. A combinagdo desta por¢gdo de ponto de ramificagdo com

polietileno glicol como a porgdo A gera a espinha dorsal de polimero das férmulas 3 e 3a
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onde Y e Y' podem ser os mesmos ou diferentes, e sdo selecionados
preferivelmente de OH, NH,;, ONH,;, NHOH, e NHNH,. Em uma modalidade preferida, os
grupos amino ou hidroxila do ditiol sdo os grupos reativos X, servindo como pontos de
anexacgio para porgoes de drogé ou alvo, quando os grupos funcionais Y e Y' servem como
pontos de anexagdo para porgdes C. Alternativamente, os grupos Y e Y' podem servir como
pontos de anexagéo, quando os grupos amino ou hidroxila sdo usados para unir as porgbes
C.

As férmulas 3 e 3a sdo pretendidas para transportar que cada atomo do enxofre
pode independentemente ser unido a alfa ou beta a um grupo carbonila de éster de PEG. A
invengdo abrange composigdes de isdbmero Unicas assim como misturas de regioisdmeros
em uma ou ambas ligagdes C-S. Além disso, devido aos quatro carbonos assimétricos na
féormula 1, a invengdo abrange todos isémeros e misturas quiral, meso, e diastereomérica
dos mesmos.

O aduto Diels-Alder do acido acetileno dicarboxilico € um furano podem igualmente
servir como uma porgao de ponto de ramificagdo apropriada. Por exemplo, o poliéster 4
derivou-se do PEG e o 4cido acetilenodicarboxilico € conhecido para submeter-se a reages
do Diels-Alder com furanos (M. Delerba et al., Macromol. Rapid Commun. 18 (8): 723-728
(1997)).
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Esquema 1

Assim, 0 mesmo pode ser sujeitado a uma reag¢do de Diels-Alder com um furano
3,4-dissubstituido para gerar uma espécie tal como 5, e o polimero 5 pode ser modificado
por hidroxilagdo ou epoxidagdo para fornecer grupos reativos (por exemplo, X e X' no

esquema 1).
Similarmente, a reagdo de PEG com dianidrido de acido etilenodiamina tetraacético

fornecera um poliéster de féormula 6:
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Outras porgdes de ponto de ramificagéo apropriadas podem ser derivadas de acido
tartarico, acido acetilenodicarboxilico, acido nitrilotriacético, dianidrido de acido 3,4,3'.4'-
difenil sulfona tetracarboxilico, dianidrido de acido 3,4,3',4'-difenil éter tetracarboxilico,
dianidrido piromelitico, alcanoditidis tais como 1,2-etanoditiol e 1,4-butanoditiol, bis(2-
mercaptoetil)éter, 2-mercaptoetilsulfide, dimercaptopropanol, dimercaptopurina,
dimercaptotiadiazol, acido dimercaptossuccinico, benzenodimetanotiols, benzenoditiols,
benzenodimetanotiols dihalogenados, 4,4'-tiobisbenzenotiol dihalogenado, e semelhante.

Onde Y e Y' sdao OH, grupos hidrofébico C podem ser ligados ao polimero pela
amidagdo ou esterificacdo dos grupos de acido carboxilico. Os grupos hidrofébicos C sdo
preferivelmente relativamente porgdes pequenas (Cg-Cy) € predominante hidrocarboneto, e
podem ser lineares ou ramificados ou conter um ou mais anéis. Os exemplos incluem mas
ndo séo limitados a dodecilamina, pentadecilamina, colesterol, e porgdes de acido cdblico
covalentemente unidas. Embora os polimeros da invengédo sejam representados, para a
conveniéncia, como tendo no maximo duas cadeias laterais hidrofébicas diferentes, é deve
ser compreendido que misturas de dois ou mais compostos hidrofébicos podem ser usadas
para introduzir uma variedade de cadeias laterais hidrofébicas em um polimero particular.

Como um exemplo especifico, um polimero da férmula 2, onde X=0OH e r = 2, foi
preparado reagindo um polietileno glicol com anidrido maléico para formar o poliéster 7,
seguido pela reagdo com ditiotreitol para formar 8. O acido 7 foi entdo amidado com
octadecilamina para formar o polimero tipo pente desejado 9 (esquema 2). Os polimeros
tipo pente DTT derivados de amida representados pela formula 9 sédo referidos no mesmo
como "m-Polimero A"; o polimero especifico 9 no esquema 2 seria designado "Cig-17-

Polimero A".
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Esquema 2
Substituicdo de bis 2,3-(t-butoxicarbonilamino)butano-1,4-ditiol (preparado pelo
método de DuPriest et al.,, Patente U.S. N° 4.755.5628) para ditiotreitol conduzir, apés

5 desproteger, o m-polimero 9b (esquema 3) funcionalizado por amino correspondente.
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Esquema 3

O uso de butanoditiol 10c conduz do mesmo modo os polimeros da estrutura geral

9c, com grupos espagadores L no lugar para anexacdo subseqiiente de alvejar porgdes

5 (esquema 4). Os grupos espacgadores L podem ser qualquer dos grupos espacgadores

conhecidos na técnica para uso em ligantes de anexagdo ou conduzir para moléculas de

substrato, incluindo mas ndo limitados a alquileno C, a C,, e espagadores oligo(etileno

glicol).
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Esquema 4
Em outras modalidades, um polimero PEG com grupos amino terminais pode ser

usado para preparar os exemplos que tém ligagdes amida entre as unidades A e B, como
mostrado nas estruturas 10-14 abaixo. Cada uma destas poliamidas pode ser derivada
através da reagdo de diamina PEG H2N-(CH,CH,0),,CH,CH>-NH, com o anidrido ciclico

apropriado:
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Sob circunstancias suaves, os aminoacidos acima sdo os produtos previstos. Sob
aquecimento, a formagdo de imida pode ser esperada, conduzindo aos polimeros com
poucos grupos reativos mas ainda apropriados para anexagdo de porgoées C hidrofébicas.
Alternativamente, as cadeias laterais C pendentes podem ser adicionadas as extremidades
dos polimeros em bloco A, e as porgdes de ponto de ramificagdo podem entrar na existéncia

no tempo de polimerizagdo (esquema 5).
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Esquema 5

Em adigdo as diaminas simples tal como 1,3-diaminopropano, como mostrado no
esquema 5, diaminas tendo (opcionalmente mascaradas) grupos funcionais reativos X
5 podem ser empregadas, conduzindo aos polimeros 15 apropriados para anexagdo de
alvejar porgbes (esquema 6). Nas férmulas abaixo, p pode variar de 0-4, e cada X é
independentemente o mesmo ou diferente de qualquer outro grupo X que pode estar
presente. Um grupo reativo X n&o precisa ser pendente, mas pode, por exemplo, ser um
grupo NH dentro da cadeia dos atomos que compde a diamina, como no monémero H,N-

10 (CH,) 5-NH-(CH>) 3-NH,
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Esquema 6

Certos m-polimeros preparados como possui acima grupos reativos X apropriados
para derivatizagdo adicional, para unir porgbes alvo tais como moléculas, peptideos,
nucleotideos, aglcares, anticorpos, etc., ou para efetuar reticulagdo das cadeias de
polimero através de agentes de reticulagao bifuncionais ou multifuncionais. Em modalidades
particulares, derivatizacdo parcial dos grupos reativos na cadeia de polimero é realizada
para gerar m-polimeros que tém uma variedade de grupos reativos diferentes, que permite
anexagdo de uma variedade de porgdes de droga e alvo a uma Unica cadeia de polimero.
Assim, a adigdo de uma quantidade subestoiquiométrica de cloreto de acriloila (ou anidrido
maléico) ao m-polimero do exemplo 1 fornecera um polimero com ambos grupos acriloila (ou
maleila) e hidroxila residuais. A adicdo subseqliiente de Michael de uma quantidade
subestoiquiométrica de um acido mercapto-carboxilico, por exemplo, HS-(CH,);-COOH,
forneceria um polimero com grupos hidroxila, acriloila, e carboxila. A adigdo de cisteina
introduz amino e grupos carboxila, além do que todos os grupos reativos residuais deixados
atras por quantidades subestoiquiométricas de reagentes.

Outra aproximagéo aos m-polimeros polifuncionais envolve a omisséo deliberada de
uma fragcdo das cadeias hidrofébicas C. O m-polimero do exemplo 1, por exemplo, pode ser
preparado com grupos de acido carboxilico ndo reativos por expediente simples de limitar a
quantidade de alquilamina de formagéo pendente na etapa de amidagdo. Contudo uma
outra aproximagao é amidagdo com uma mistura de aminas, uma fragdo de que contém um
grupo reativo X. Também, sob circunstancias apropriadas (anidrido maléico em excesso na
etapa A e em excesso DTT na etapa B), uma preparagédo de polimero tendo uma populagéo
desejada de grupos tiol livres pode ser gerada.

O m-polimero do exemplo 1 contém, pelo desenho, os grupos hidroxila derivados da

por¢gdo DTT na espinha dorsal, que servem como grupos reativos X. Esterificacdo destes
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grupos com cloreto de acriloila ou cloreto de metacriloila em meios aquosos na presenga
dos resultados tampé&o de carbonato/bicarbonato na substituigdo acriloila nos grupos -OH. O
polimero acrilado pode prontamente ser sujeitado a polimerizagdo radical (com ou sem o
mondmero radical adicionado tal como um composto acrilico ou reticulador tal como um
composto bisacrilico) para obter hidrogéis apropriados para entrega controlada de droga
(atuando como depésitos ou reservatorios de polimero) e para tratamentos tépicos (tais

como remendos ou pomadas de pele).
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Esquema 7

O grupo acrila pode igualmente ser sujeitado a uma adigdo de Michael, em
particular, com um tiol, tal como aquele de um residuo de cisteina em uma proteina, enzima,
peptideo, anticorpo, fragmento Fab' 2 ou fragmento Fab', ou outra porgdo alvo (esquema 7).
Um m-polimero que possui grupos hidroxila reativos, apdés secagem, pode igualmente ser
esterificado com anidrido maléico para unir o grupo maleato, um aceptor Michael, gerando
simultaneamente um grupo carboxilico livre. No polimero resultante, a ligagdo dupla maléica
esta disponivel para uma adi¢do de Michael, em particular, com um tiol, tal como aquela de
um residuo de cisteina em uma proteina, enzima, peptideo, anticorpo, fragmento Fab' 2 ou
fragmento Fab', ou outra porgdo alvo. (Esquema 8), e o grupo carboxila estdo disponiveis
para acoplar a grupos amino de drogas ou ligantes, ou os residuos de lisina nas proteinas e
nos peptideos.

Uma porgéo diferente pode mais ser unida (ou previamente disponivel) ao grupo

carboxilico recentemente introduzido através da amidag&o. Assim pelo menos duas porgdes
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alvo podem ser unidas mesmo sob a saturagcédo de condigdes de reagao (isto €, a porgéo a
ser unida esta presente no excesso estoiquiométrico).

Os polimeros que carregam grupos carboxilato pendentes podem ser amidados
com aminas sob condigdes tipicas de acoplamento, e podem igualmente ser convertidos aos
grupos isocianatos através do rearranjo de Curtius e entdo ser acoplados com aminas ou
alcoois para formar uréias e carbamatos, respectivamente. Tais reagbes podem ser usadas
para introduzir os grupos hidrofébicos C, ou para unir as porgdes alvo.

As aminas livres podem ser introduzidas no polimero pelo menos parcialmente
reagindo um dos grupos reativos com uma diamina. A diamina deve ser escolhida de modo
que um dos grupos amina seja protegido ou ndo reativo sob as condigbes da reagdo. Os
ultimos podem freqlentemente ser realizados usando etilenodiamina em um pH de
aproximadamente 7,5, desde o pKa' s dos dois grupos amino difere consideravelmente.
Preferivelmente, esta amidagao é realizada como uma etapa separada apds a introdugédo
dos grupos hidrofébicos pendentes. Um peptideo ou uma outra molécula tendo um grupo

carboxilico pode entdo ser unida pela amidagdo nesta amina livre.

maléico
anidrido
{ Proteina-SH
Proteina-S
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Esquema 8

Assim, mesmo sob condigdes de saturagao, tanto como trés peptideos diferentes
ou outras porgdes alvo podem ser unidas ao m-polimero: um através de tiol, um através de
amina ou hidroxila, e um através do grupo de acido carboxilico.

Os grupos hidroxila e tiol podem igualmente ser convertidos as aminas primarias
pela reagdo com aziridina ou uma haloalquil amina (tal como bromoetilamina ou
cloroetilamina). Amidagdo com cisteamina introduzira um dissulfeto, que possa diretamente
ser reagido com cisteina de um peptideo ou anticorpo para unir o peptideo ou anticorpo; ou
pode primeiramente ser reduzido, por exemplo, com aminoetanotiol ou DTT, para uma
reagdo mais adicional com um peptideo ou anticorpo.

Executando reagbes parciais, uma pode introduzir grupos funcionais reativos
adicionais a um polimero da invengao, incluindo mas nao limitado a (1) grupos tiol reativos
tais como derivados de acido acrilico ou maléico, (2) grupos reativos de acido carboxilico
tais como amino ou hidroxila, (3) grupos amina reativos tais como carboxila, e (4) grupos
dissulfeto reativos tais como mercapto. O numero de tais grupos funcionais adicionados por
molécula de polimero pode variar de 1/r até diversos multiplos de r, dependendo do
reagente usado e da quantidade usada.

Alternativamente, dois ou mais ligantes especificos podem ser unidos para
melhorar a especificidade da ligagdo a dizer, de um virus, ou da superficie da célula. Dois ou
mais ligantes especificos podem igualmente ser usados para causar uma interagido entre
alvos celulares diferentes, por exemplo, um ligante pode alvejar uma particula do virus, e um
outro ligante pode facilitar ligar a um fagécito, desse modo trazendo a particula do virus na
proximidade ou o contato com o fagécito e promover a fagocitose.

Tal derivatizagdo permite a anexagdo de trés ou mais porgdes terapéuticas e/ou
alvo distintas ao polimero, através da anexagdo do grupo funcional diferente (tais como
amina, carboxilato, e tiol). Assim, um pode unir um agente alvo especifico a tecido; um
agente de imagem, e um agente terapéutico a uma Unica cadeia de polimero, e
automontagem subseqiente do polimero rendera um terapéutico alvo cuja distribuigéo e
eficiéncia de alvo possam ser monitoradas.

A anexagdo de ligantes as unidades de repetigdo dos polimeros da invengédo
fornece exposicao multivalente do ligante na cadeia de polimero e nas superficies de
nanoparticulas. A exposi¢do multivalente conduz freqlientemente aos grandes aumentos na
afinidade para o alvo. Por exemplo, os anticorpos multivalentes podem ser distantes mais
eficazes no afastamento de seus alvos do que os anticorpos divalentes normais. As
proteinas de ligagdo carboidratos e carboidratos sdo conhecidos para ser multivalentes na
natureza, e ineficazes se monovalentes. Similarmente, o peptideo multivalente e porgdes

carboidrato alvo serdo distantes mais eficazes do que o mondémero sozinho. O aumento no
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MW devido a anexagdo ao polimero resulta em taxas de afastamento renais reduzidas de
peptideos e outros ligantes. Além disso, a espinha dorsal de PEG fornece recursos para

os beneficios do peptideo similares aqueles de PEGilagéo, incluindo a evasédo da
fiscalizagdo imune.

Além disso, uma fragdo alvo multivalente decorara um alvo multivalente (digamos,
uma particula de virus) e o neutralizara de modo mais eficaz do que a fragdo alvo
monomérica. A habilidade de exibir peptideos muiltiplos (diferentes) em formato muitivalente
conduzird a especificidade realgada. Por exemplo, um polimero verdadeiramente HIV-
especifico (ligante ao virus HIV) pode ser construido anexando um peptideo correspondente
a regido de ligagdo CD4 e um outro peptideo correspondente a regido de ligagdo CCR-5 ou
CXCR-4 do virus e, possivelmente, um terceiro peptideo correspondente ao outro receptor
(CXCR-4 ou CCR-5, respectivamente). Tal polimero poderia completamente mascarar as
regioes de ligagdo de virus e tornar o virus incapaz de anexar a células e, desse modo, néo
infectante. Além disso, as propriedades surfactantes do polimero conduziriam a
desestabilizagdo da prépria estrutura do virus mediante ligagdo. Em vez dos peptideos,
moléculas pequenas que interferem com os mesmos padrées de ligacdo (CD4, CCR-5,
CXCR-4) ou uma mistura de peptideos e moléculas pequenas, preferivelmente com
atividades complementares, podem ser empregadas. Os polimeros resultantes tornarao todo
virus livre ineficaz e, assim, podem ser ideais para parar a propagacgao da infecgdo, usando-
os como componentes de lubrificantes de preservativo e semelhantes. Além disso, tais
polimeros podem ser injetados em pacientes para reduzir a carga de HIV.

Geralmente, quando um reagente polifuncional tal como DTT é empregado, pode
haver uma reticulagéo parcial de cadeias de polimero via esterificagdo do acido carboxilico
com DTT ou reagdes laterais similares. Grupos hidroxila secundarios na regido central das
cadeias de PEG, por exemplo, aqueles associados com residuos de éter diglicidil de bisfenol
A, podem igualmente contribuir para reticulagdo se estiverem presentes no material de
partida de PEG. As estruturas resultantes de hidrogel reticulado sdo igualmente materiais
uteis. Por exemplo, apropriadamente aumentando a extensdo desta reticulagdo ou a
reticulagdo explicita usando reticuladores alternativos (tal como bisoxiranos, por exemplo),
podem ser feitos materiais que sdo os hydrogéis flexiveis que podem servir como depdsitos
repositérios para drogas. Apropriadamente modificando os materiais (por exemplo,
comprimento de PEG inferior, maiores grupos carboxilicos abertos e modalidade de grupos
acrilicos apropriados) materiais em hidrogel lineares ou reticulados podem ser feitos que
podem servir como repositérios que podem ser suportados ou imobilizados em dispositivos
tais como stents ou absorvidos em dispositivos tais como almofadas para emplastros
adesivos ou emplastros de insergcdo subdermal. Geralmente, tais materiais reticulados seréo

apropriados para liberagédo controlada ao invés de liberagéo alvo realgada.
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Os polimeros tipo pente da invengdo sdo uteis para solubilizar em sistemas
solventes aquosos materiais escassamente soluveis em agua. O método de solubilizar uma
substancia em um solvente aquoso compreende o contacto da substéncia escassamente
soluvel com um polimero tipo pente da invengao na presen¢a de agua, para dar forma a um
complexo solivel em agua da substédncia e do polimero. Alternativamente, o polimero e a
substancia a serem solubilizados podem ser combinados em uma emulsdo aquosa-orgénica
bifasica e o solvente orgénico pode ser removido por evaporagdo. Um processo exemplar é
descrito na patente US 6.838.089, incorporada neste para referéncia. Acredita-se que na
maioria dos casos, 0 polimero automonta em nanoparticulas que tém a substancia
escassamente soluvel dissolvida entre as cadeias C hidrofébicas que coalescem no nicleo
das particulas, enquanto os blocos A formam uma coroa hidréfila que abaixa
suficientemente a energia livre interfacial para permitir que uma suspensdo aquosa das
particulas permanega estavel.

Em alguns casos, a substincia escassamente solivel pode ndo dissolver
inteiramente no nucleo, mas pode existir como uma nanoparticula sélida cercada por e
suspensa nas cadeias C no nucleo das particulas. Para as finalidades da invengdo atual,
isto € uma diferenga de grau, porque a pratica da invengéo n&o depende de qualquer grau
particular de mistura das cadeias C com a substancia escassamente sollivel. A substancia
podé em alguns casos dissolver-se a nivel molecular entre as cadeias C, mas em outros
casos ela pode exibir qualquer grau de separagdo de fase do ambiente de cadeia C. Em
alguns casos, pode-se esperar que o sistema se movera de um estado para outro em
fungdo da temperatura.

O poder de solvatagdo do nucleo hidrofébico das particulas do polimero pode ser
modificado modificando as fragbes C hidrofébicas. Modificagdes apropriadas incluem mas
ndo séo limitadas a introdugdo de um ou mais substituintes hidrofilicos, tais como hidroxila,
éter, amida e grupos funcionais ciano, a fim de aumentar a polaridade e/ou a capacidade de
polarizagédo do nucleo hidrofébico.

Materiais escassamente soluveis que podem ser tornados sollveis por estes
polimeros incluem vitaminas e nutrientes soluveis em gordura, incluindo mas nao limitados
as vitaminas A, D, E e K, carotenos, colecalciferol e coenzima Q; drogas insollveis tais
como docetaxel, anfotericina B, nistatina, paclitaxel, doxorubicina, epirubicina, rubitecano,
teniposida, etoposida, daunomicina, metotrexate, mitomicina C, ciclosporina, metabdlito
irinotecan (SN-3 8), estatinas e esteréides; tinturas, agentes fotodindmicos e agentes de
imagem, e acidos nucléicos, analogos de acido nucléico, e complexos de acido nucléico. Os
analogos de acido nucléico incluem espécies tais como tiofosfatos e acidos nucléicos de
peptideo; os complexos de acido nucléico sdo complexos ibnicos de acidos oligonucléicos

com uma quantidade substancialmente neutralizadora de carga de espécie catibnica ou
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policatidnica.

Para as finalidades desta divulgagao, uma droga que seja insolivel em pH neutro é
considerada "escassamente sollvel”, porque ha em muitos casos uma necessidade de uma
composigdo farmacéutica neutra. Por exemplo, a ciprofloxacina é razoavelmente soltivel em
agua em um pH abaixo de 4,5, mas este pH pode ser altamente irritante quando a droga é
formulada para administragdo ocular. Um polimero da invengdo atual solubilizara a
ciprofloxacina em salina normal em pH 7. Também, para as finalidades desta divulgag&o,
"escassamente soluvel" deve ser compreendido como se referindo a qualquer substéncia
cuja solubilidade em um veiculo aquoso seja tal que um aumento na solubilidade renderia
uma composi¢do melhorada ou mais Gtil. Assim, uma droga que seja moderada solavel, por
exemplo, até o grau de 2g/litro, € "escassamente soluvel" se uma dose unitaria para
administragdo intravenosa é de 5g.

Como resultado da capacidade dos polimeros da invengdo solubilizarem espécies
farmacologicamente ativas, a invengdo atual igualmente fornece composicdes
farmacéuticas, que compreendem um ou mais rn-polimeros da invengdo em combinagéo
com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um ou mais agentes farmacologicamente
ativos. Os polimeros da invengdo podem tornar eficaz o que seria de outra maneira uma
quantidade ineficaz de um agente farmacologicamente ativo. Para finalidades desta
divulgacdo, consequentemente, uma "quantidade terapeuticamente eficaz" € a quantidade
de agente que torna a composicao total eficaz.

Todas as patentes, os pedidos de patente e as publicagdes mencionadas neste sdo
incorporadas por este meio para referéncia em sua totalidade.

EXPERIMENTAL

1. Procedimentos gerais.

A invengéo igualmente fornece processos para a preparagdao de polimeros tipo
pente da invencdo. A sintese destes polimeros é realizada prontamente pela pessoa
qualificada em sintese organica, seguindo os procedimentos descritos abaixo. O material de
partida chave é polietileno glicol, que é secado preferivelmente antes de usar. Isto é feito
convenientemente agitando o PEG derretido sob o vacuo em uma temperatura elevada, até
que as bolhas parem de se formar. Isto pode levar 8 a 12 horas, dependendo da qualidade
do PEG. Uma vez secado, o PEG pode ser armazenado sob argénio indefinidamente. As
classes industriais e de pesquisa disponiveis no comércio de PEG podem ser empregadas
para fazer os polimeros da invengdo, por exemplo, o "PEG 1500" polidisperso do comércio
que tem uma distribuigdo de peso molecular de 1430 - 1570. Tal material pode incorporar
éter diglicidil de bisfenol A, que introduz grupos hidroxila secundarios no centro da cadeia de
PEG. A fim de assegurar que os polimeros da invengdo tenham as propriedades mais

reprodutiveis e consistentes, o PEG é preferivelmente livre de bisfenol A e de baixa
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capacidade de dispersdo. Mais preferiveis sdo os polimeros de PEG que sdo >95%
monodispersos, tal como comercialmente disponiveis de Nektar Therapeutics (antigamente
Shearwater Polymers), Huntsville, AL, e Polypure AS, Oslo, Noruega. Um exemplo de um
PEG particularmente preferido é “PEG-28" de Polypure, que é >95% HO(CH,CH,O)zH,
pesé molecular 1252.

Todas as reagdes sao realizadas sob uma atmosfera inerte tal como nitrogénio ou
argbnio, com agitagdo magnética ou preferivelmente mecanica.

Na etapa A, PEG seco é derretido e anidrido maléico (2 moles por mole de PEG) é
adicionado com agitacdo. A quantidade de anidrido maléico deve coincidir com o nimero de
grupos hidroxila terminais do PEG tdo préximo quanto possivel. Uma falta de anidrido
maléico conduzira a cadeias de polimero terminadas em hidroxila, ao passo que um
excesso de anidrido maléico consumird grupos tiol na etapa seguinte, conduzindo a
terminagao da cadeia prematura e grupos carboxila terminais. A temperatura de reagdo ndo
é critica, e o processo pode convenientemente ser realizado em temperaturas entre 45°C e
100°C. A temperatura preferida da reagdo esta entre 65°C e 90°C. Se temperaturas
elevadas forem empregadas, o anidrido maléico tende a sublimar e medidas devem ser
tomadas para verificar se o anidrido maléico permanece em solugdo. Minimizagdo do
espago aéreo submerséo do vaso de reagdo em um banho de 6leo sdo métodos eficazes.

Dependendo da temperatura selecionada, a reagdo pode ser terminada em 2 horas
ou menos ou pode ser conduzida durante a noite. A rea¢do pode ser monitorada por TLC
em placas de silica gel e é continuada até depois do desaparecimento do anidrido maléico.
Contraste visual, UV e mancha de iodo podem todos ser usados para examinar as placas
TLC.

Na etapa B, o éster de bis-maleato de PEG bruto produzido na etapa A é
combinado com o ditiotreitol (DTT) e N,N,N',N'-tetrametiletiienodiamina (TEMED) (com agua
adicionada, caso necessario para fluidez), e a mistura agitada a 70°C. A reagao esta
completa dentro de 30 minutos, como indicado pelo aumento rapido na viscosidade. O peso
molecular do produto sera reduzido se mais ou menos do que a quantidade 6tima de DTT
for empregada. O peso molecular do produto pode igualmente ser reduzido, se desejado,
substituindo TEMED por uma base de amina terciaria menos eficaz tal como TEA.

Na etapa C, agua suficiente é adicionada a mistura de reagdo para reduzir a
viscosidade, e 0,1 mol de N-hidroxissuccinimida (NHS) e 1,05 mol de hexadecilamina por
mol de grupos de acido carboxilico no polimero sdo adicionados. (Esta quantidade de NHS
parece minimizar de maneira 6tima a extensdo de reagdes laterais.) Um excesso de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (1,4mol de EDC por mol de grupos de acido
carboxilico) é adicionado, entdo, em porgdes com A4gua adicional adicionada como

necessario para manter a agitagcdo. O pH da mistura de reagdo é mantido acima de 7, e
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preferiveimente entre 9 e 11, para aperfeicoar a reatividade da alquilamina. Com
dodecilamina, esta reagdo pode ser conduzida a aproximadamente 40 a 45°C, ao passo que
com octadecilamina a temperatura & de cerca de 55°C a 57°C. A reagéo é seguida por TLC
até que um nivel constante de alquilamina restante seja observado, tipicamente apds o
funcionamento durante a noite.

A mistura de rea¢do é acidificada a um pH de aproximadamente 3,0 a
aproximadamente 4,5 e agitada a temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas
para destruir EDC nao reagido, entao, titulada a um pH de 7,0 usando NaOH 1N. A mistura
de reagao final é centrifugada a aproximadamente 800 xg por 1 a 3 horas, para remover
contaminantes sélidos e subprodutos.

Apds a centrifugagdo, o sobrenadante pode ser cromatografado em uma coluna
GPC (Toyopearl (TM), Sephadex (TM), Sephacryl (TM), Bioge! (TM), etc.). Os polimeros =
sdo materiais anfipaticos e exibirdo afinidade para a maioria de empacotamentos de coluna
GPC, assim, complicando a remog¢éo de contaminantes. Alternativamente, o polimero pode
ser cromatografado em uma coluna de interagdo hidrofébica de poros grandes (por exemplo,
TOYOPEARLTM Phenyl 650C, Tbshoh Biosciences, Montgomeryville, PA, EUA), eluindo
com um gradiente de metanol em agua. Preferivelmente, a mistura de reagdo ¢ dialisada
contra diversas mudangas de agua acidificada e neutra para remover materiais de partida de
baixo peso molecular e subprodutos de reacao.

A mistura de reacgdo pode igualmente ser extraida com butanona, isopropanol,
butanol ou outros solventes orgénicos polares para remover impurezas orgénicas, mas
quantidades substanciais de polimero anfifilico sdo perdidas para o solvente de extragcdo. A
mistura de reagdo €& submetida preferivelmente a ultrafiltragdo usando membranas
apropriadas para fracionar o produto em graus de peso molecular, tais como 5kDa a 10kDa;
I0kDa a 30kDa, 30kDa a 50kDa, etc. dependendo da interrupgao da membrana de filtragem
empregada. Uma solugdo aquosa do polimero pode ser submetida a filtragem sem saida
para produzir uma solugéo éstéril ou isenta de virus, dependendo da escolha da membrana
ou do meio de filtragem.

2. Sintese de & polimeros

Exemplo 1: Polimero de peso molecular médio PEG-Di(alquilamidosuccinil)ditioéter
(C16-=-Polimero A)

Polietileno glicol (PEG-1500, Sigma Chemical Co.) foi secado sob vacuo a 80°C até
que as bolhas pararam de se formar. (8-12 horas, dependendo da qualidade do PEG.) O
PEG secado pode ser armazenado dessecado sob argénio indefinidamente.

O PEG secado foi derretido sob argénio em um banho de éleo e anidrido maléico (2
moles por mole de PEG, corrigido para impurezas) foi adicionado gradualmente com

agitagdo. A mistura foi agitada sob argénio a 90°C. Como o anidrido maléico tende a
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sublimar, o espago aéreo foi minimizado e o vaso de reagdo inteiro foi mantido na
temperatura de reagdo. Qualquer anidrido maléico condensado nas paredes do vaso foi
raspado de volta a mistura de reagdo. O progresso da reacao foi monitorado por TLC em
placas de silica gel usando etanol e hexano como solventes separadamente, com
visualizagdo de UV e mancha de iodo. A reagdo foi continuada por uma hora apods o
desaparecimento do anidrido maléico.

O dimaleato de PEG bruto foi diluido com dois volumes de agua. Uma solucdo de
ditiotreitol (DTT, 1,01 equivalentes por equivalente de PEG) e N,NN'N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED, 1,02 equivalentes) em agua (2 volumes de agua por
volume de TEMED) foi, entdo, adicionada a mistura de reagdo com agitagdo. A reacgédo foi
agitada a 70°C sob argoénio por 2,5 horas, deixada a temperatura ambiente durante a noite
e, entdo, agitada novamente a 70°C por 2 horas. A reagao foi monitorada por TLC e foi
julgada completa mediante o completo desaparecimento do DTT. _

Agua foi adicionada a mistura de reagdo acima para reduzir a viscosidade, até que
a mistura pudesse ser agitada (a cerca de 25% de sélidos), a mistura foi agitada a 65°C sob
argonio e N-hidroxissuccinimida (0,1 mol por mol de grupos de acido carboxilico no polimero
PEG-dimaleato-DTT) foi adicionada, seguida por hexadecilamina (1,05 mol por mol de
grupos de acido carboxilico no polimero) e por N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC, 0,56 mol por mol de grupos de acido carboxilico no polimero). A mistura foi agitada
sob argbnio por 1 hora e uma segunda porgdo de EDC (0,56 mol por mol de grupos de acido
carboxilico no polimero) foi adicionada. Apés uma outra hora, uma terceira parcela de EDC
(0,28 mol por mol de grupos de acido carboxilico no polimero, para um total de 1,4 mol de
EDC por mol de acido carboxilico) foi ainda adicionada para compensar a perda de EDC
para hidrélise. Agua adicional foi adicionada como necessério para manter a fluidez, porque
os sélidos adicionados fizeram a suspensao dificil agitar, e o pH foi mantido entre 8 e 10
pela adigdo de NaOH 1N como necessario. A mistura foi agitada a 65°C sob argénio durante
a noite, monitorada por TLC (silica com etanol) até a alquilamina parecer ter alcangado uma
concentracdo constante e foi agitada, entdo, por um adicional de 4h. A mistura de reagéo,
entdo, foi acidificada com HCI 1N até um pH de aproximadamente 4,5, agitada por 24h para
destruir EDC nao reagido e ajustada para pH 7,0 por adigdo gota a gota de NaOH 1N. Com
dodecilamina, esta reagdo foi conduzida a aproximadamente 40-45°C, ao passo que com
octadecilamina a temperatura foi preferivelmente de 55 a 57°C.

A mistura foi transferida para garrafas de centrifuga e girada em uma centrifuga de
topo de bancada a aproximadamente 800 xg por 2 horas para separar sélidos residuais.
Apobs a centrifugagdo, a mistura de reagdo foi extraida com isopropanol para remover
impurezas orgéanicas. Ultrafiltragdo é preferida como uma alternativa a extragdo com
isopropanol.
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Através deste método, os seguintes compostos amino sdo conjugados ao polimero:

Exemplo 1a: undecilamina.

Exemplo 1b: octadecilamina.

Exemplo 1c: 4-nonilbenzilamina.

Exemplo 1d: 3-[(4-fenoxi)fenillpropilamina.

Exemplo 2: Polimero de Peso Molecular Alto PEG-Di(alquilamidosuccinil)ditioéter

O procedimento esbogado no Exemplo 1 foi seguido, salvo que 0,55 mol de DTT e
0,55 mol de TEMED por mol de anidrido maléico foram usados. Agitagdo vigorosa foi
necessaria porque a viscosidade se acumulou rapidamente. Pareceu que a maioria da
reacdo estava completa dentro de 5-10 minutos, seguidos pela conclusdo lenta durante as
préoximas 4 horas 4 medida que a temperatura foi elevada de 55°C a 80°C.

Exemplo 3: Polimero PEG-Di(alquilamidosuccinil)ditioéter

O procedimento esbogado no Exemplo 1 foi seguido, salvo que 1,5 moles de
dodecilamina por mol de grupos de acido carboxilico no polimero foram empregados. N-
hidroxisuccinimida (NHS, 1,0 mol por mol de grupos de acido carboxilico) e 1,1-
Carbonildiimidazola (CDI 3,0 moles por mol de grupos de acido carboxilico) foram
adicionados e a reagéo foi agitada a 80°C por 4 horas e trabalhada como acima.

Através deste método, os seguintes compostos amino sdo conjugados ao polimero:

Exemplo 3a: undecilamina.

Exemplo 3b: tetradecilamina.

Exemplo 3c: octadecilamina.

Exemplo 3d: dehidroabietilamina.

Exemplo 3e: colesterol 2-aminoetil éter.

Exemplo 3f: 10-fenoxidecilamina.

Exemplo 3g: hidrazida de acido sebécido.

Exemplo 3h: hidrazida de acido oléico.

Exemplo 3i: hidrazida de acido dehidroabiético.

Exemplo 3j: hidrazida de acido célico.

Exemplo 3k: hidrazida de acido palmitico.

- Exemplo 4: Polimero PEG-co-(alquilamidosuccinato)

Uma solugéo de PEG (6,66 mmoles) e trietilamina (2,32 mi, 16,65 mmoles) em éter
dietil seco (10 ml) é esfriada até 0 °C sob argbnio e tratada gota a gota com cloreto de
metanosulfonil (1,03 ml, 13,32 mmoles). Agitagdo é continuada por 1 h a 0°C e, entéo, a
temperatura ambiente por 2 h. O éter é evaporado e acetona seca (15 ml) é adicionada ao
residuo a fim de precipitar cloridrato de trietilamina, que é filtrado da solugédo. O filtrado &
tratado com brometo de litio (2,31 g, 26,64 mmoles) e aquecido até refluxo por 20 h. Entao,

a mistura é diluida com hexano e filtrada através de uma coluna curta de silica (3 cm)
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coberta com Celite™ (0,5 cm) e eluida com hexano. O filtrado é secado, filtrado e evaporado
para deixar um 6leo a,w-dibromo-PEG.

o,o-dibromo-PEG €& reagido com o um equivalente de 2,2-dibutil-4,5-
bis(metoxicarbonil)-1,3,2-dioxastanolano pelo método de Godjoian et al., Tetrahedron
Letters, 37:433-6 (1996). O poliéter dimetiltartrato-PEG resultante é saponificado com KOH
em metanol e, entdo, aminado com dodecilamina ou hexadecilamina como nos exemplos 1
e 3 acima, ou com as aminas nos exemplos 3a-3k.

Exemplo 5: Copolimerizagdo de PEG com dianidrido de EDTA

PEG seco é reagido com o dianidrido de acido etilenodiaminatetracético pelo
método descrito no Exemplo 1 e é, entdo, aminado com dodecilamina como no Exemplo 1
ou no hexadecilamina como no exemplo 3, ou com as aminas nos exemplos 3a-3k.

Da mesma maneira, os seguintes dianidridos s&do co-polimerizados com PEG e
subseqiientemente aminados:

Exemplo 5a: Napftalenotetracarboxilicodianidrido.

Exemplo 5b: Perylenotetracarboxilicodianidrido.

Exemplo 5c¢: Benzofenonatetracarboxilicodianidrido.

Exemplo 5d: 4,4'-(Hexafluoroisopropilideno)diftalico anidrido.

Exemplo 5e: Butano acido tetracarboxilico dianidrido.

Exemplo 5f: Biciclo(2,2,2)oct-7-eno-2,3,5,6,-tetracarboxilico dianidrido.

Exemplo 5g: Dietilenotetramina acido pentacético dianidrido.

Exemplo 5h: 3,4,3',4'-Difenilsulfona acido tetracarboxilico dianidrido.

Exemplo 5i: 3,4,3',4'-Difenil éter acido tetracarboxilico dianidrido.

Exemplo 5j: Dianidrido piromelitico.

Exemplo 6A: Copolimero PEG-diamina com tioéteres pendentes.

Dimaleato de PEG, preparado como no Exemplo 1, é reagido com dodecanotiol
(dois equivalentes por equivalente de dimaleato de PEG) usando o mesmo procedimento
que o usado para DTT no Exemplo 1. Nenhuma diluigéo € necessaria, porque nenhuma
polimerizagdo ocorre, € a reagdo € conduzida em PEG-dimaleato derretido. O catalisador
TEMED é adicionado e o tiol é adicionado, entdo. A reagdo é seguida pelo desaparecimento
de materiais de partida, usando TLC. Temperaturas até o ponto onde a perda de alquiltiol
por vaporizagdo se torna significativa podem ser empregadas (até cerca de 100°C). Um
excesso ligeiro de alquiltiol pode ser empregado para saturar inteiramente os grupos
maléicos. O alquiltiol em excesso é expelido no fim da reagdo por aspersdo com nitrogénio
ou argdnio e/ou aquecimento sob vacuo, até que nenhum seja detectado pelo odor ou por
TLC.

Por este método, os seguintes tidis podem ser conjugados a dimaleato de PEG:

Exemplo 6Aa: mercaptosuccinico acido di-t-butil éster.



10

15

20

25

30

29

Exemplo 6Ab: tetradecanotiol.

Exemplo 6Ac: hexadecanotiol.

Exemplo 6Ad: 2-mercaptoetanosulfénico acido.

Exemplo 6Ae: 3-mercaptopropanosulfénico acido.

Exemplo B6Af: 6-mercaptohexandico acido t-butil éster.

Exemplo 6Ag: 4-mercaptobenzéico acido t-butil éster.

Exemplo 6Ah: mercaptoacético acido t-butil éster.

Exemplo 6Ai: 4-(t-butoxicarbonilamino)butanotiol.

Exemplo 6Aj: 3-(t-butoxicarbonilamino)benzil mercaptano.

Exemplo 6Ak: 4-decilbenzil mercaptano.

Tidis que tém grupos funcionais reativos sdo apropriados para anexagéao a cadeias
C e/ou os grupos funcionais reativos podem servir como pontos de anexagdo (X) para
fragoes alvo.

Exemplo 6B: Copolimero PEG-diamina com tioéteres pendentes.

P~

i/ (X}p "
*—HCHCHO ”j( Y‘Llw

L Jdn

O aduto de tiol obtido no Exemplo 6A é aminado com 1,4-diaminobutano (um
equivalente de diamina por dois grupos COOH), usando o mesmo procedimento usado para
dodecilamina no Exemplo 1, com diluigdo com agua como necessario para manter a fluidez
da mistura de reagdo. As aliquotas adicionais de EDC sdo adicionadas como necessario
para assegurar a polimerizagdo completa. Por este método, os adutos de tiol dos Exemplos
6A e 6Aa até 6Ak sdo convertidos em uma poliamida PEG-diaminobutano.

Por este método, as seguintes diaminas podem ser convertidas para uma poliamida
de PEG (BOC = t-butoxicarbonil):

Exemplo 6Ba: 2 (O-BOC)-1,3-diamino-2-propano!.

Exemplo 6Bb: N',N"-di(BOC)hexaetileno tetramina.

Exemplo 6Bc: N',N"-di(BOC)spermina.

Exempo 6Bd: N’-BOC spermidina.

Exemplo 6Be: N',N",N"-tri(BOC)pentaetileno hexamina.

Exemplo 6Bf: agmatina.

'Exemplo 6Bg: lisina t-butil éster.

Exemplo 6Bh: 1,6-diaminchexano.

Exemplo 6Bi: 1,4-fenilenodiamina.

Exemplo 6Bj: 1,3-fenilenodiamina.
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Exemplo 6Bk: 1,4-diaminobutano-2,3-diol acetonida.

Exemplo 7: PEG-Di(alquilsuccinato)ditioéter

O éter 2,3-bis-O-hexadecil de DTT (meso-2,3-bis (hexadeciloxi)butano-1,4-ditiol) é

preparado por uma modificagdo do procedimento de S. Sasaki et al., Chem.Pharm.Bull. 33
(10): 4247-4266 (1985). Este € adicionado ao dimaleato de PEG pelo método do Exemplo 1.

Por este método, os seguintes ditidis de éter sdo acoplados ao polimero de PEG:
Exemplo 7a: meso-2,3-bis(n-butoxi)butano-1,4-ditiol.

Exemplo 7b: meso-2,3-bis(4-nonilfenilmetoxi)butano-1,4-ditiol.

Exemplo 7¢: meso-2,3-bis(fenil-4-metoxi)butano-1,4-ditiol.

Exemplo 7d: 4,6-bis(deciloxi)benzeno-1,3-dimetanotiol.

Exemplo 7e: 4,5-bis(deciloxi)benzeno-1,2-dimetanotiol.

Exemplo 7f: 3,4-bis(deciloxi)tiofeno-2,5-dimetanotiol.

Exemplo 8A: Succinatos de PEG substituidos

O método do Exemplo 1 é seguido, salvo que o 2-dodeceno-1-il succinico anidrido

€ usado no lugar do anidrido maléico. O substituinte dodecenil fornece as cadeias C

pendentes C no polimero final.

Por este método os seguintes anidridos succinicos substituidos sédo esterificados

com PEG:

Exemplo 8Aa: anidrido isobutenilsuccinico.
Exemplo 8Ab: anidrido 2-octeno-1-il.

Exemplo 8Ac: anidrido octadecenil succinico.
Exemplo 8Ad: 3-oxabiciclo-hexano-2,4-diona.
Exemplo 8Ae: anidrido ciclohexanodicarboxilico.
Exemplo 8Af: anidrido ftalico.

Exemplo 8Ag: anidrido 4-decil ftalico.

Exemplo 8Ah: anidrido hexahidrometilftalico.
Exemplo 8Ai: anidrido tetrahidroftalico.

Exemplo 8Aj: anidrido norbornenodicarboxilico.
Exemplo 8Ak: cantaridina.

Exemplo 8A1: anidrido biciclooctenodicarboxilico.
Exemplo 8Am: anidrdo exo-3,6-epoxi-1,2,3,6-tetrahidroftalico.

Exemplo 8An: anidrido S-acetil mercaptosuccinico.
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Exemplo 8B: PEG-Di(alquilamidosuccinil)ditioéter com grupos alquila pendentes.

Pelo método do Exemplo 1, os succinatos de PEG substituidos obtidos como
descrito nos Exemplos 8A e 8Aa até 8An sao reagidos com o DTT.

Por este método, os seguintes ditidis sdo reagidos com qualquer um dos succinatos
de PEG substituidos obtidos como descrito nos Exemplos 8A e 8Aa até 8An:

Exemplo 8Ba: etano-1,2-ditiol.

Exemplo 8Bb: propano-1,3-ditiol.

Exemplo 8Bc: butano-1,4-ditiol.

Exemplo 8Bd: pentano-1,5-ditiol.

Exemplo 8Be: hexano-1,6-ditiol.

Exemplo 8Bf: 1,4-benzenoditiol.

Exemplo 8Bg: 1,3-benzenoditiol.

Exemplo 8Bh: 1,4-benzenodimetanotiol.

Exemplo 8Bi 1,3-benzenodimetanotiol.

Exemplo 8Bj: 1,2-benzenodimetanotiol.

Exemplo 8C: Copolimero PEG-diamina com grupos alquila pendentes

Pelo método do exemplo 6B, o succinato de PEG substituido obtido como descrito
no Exemplo 8A é copolimerizado com 1,4-diaminobutano.

Por este método, as seguintes diaminas sdo copolimerizadas com qualquer um dos
succinatos de PEG substituidos dos Exemplos 8A e 8Aa até 8An:

Exemplo 8Ca: 20-BOC 1,3-diamino-2-propanol.

Exemplo 8Cb: N',N"-di(BOC)hexaetileno tetramina.

Exemplo 8Cc: N',N"-di(BOC) espermina.

Exemplo 8Cd: N'-BOC espermidina.

Exemplo 8Ce: N',N",N"-tri(BOC)pentaetileno hexamina.

Exemplo 8Cf: agmatina.

Exemplo 8Cg: lisina t-butil éster.

Exemplo 8Ch: 1,6-diaminohexano.

Exemplo 8Ci: 1,4-fenilenodiamina.

Exemplo 8Cj: 1,3-fenilenodiamina.

Exemplo 8Ck: 1,4-diaminobutano-2,3-diol acetonida.

Exemplo 9: Trans-esterificacdo de PEG usando acidos substituidos

Ditosilato de PEG: A 1 mol de PEG (dissolvido em DMF ou derretido como ele é)
foram adicionados 2,1 moles de cloreto de tosila (excesso molar de 5%) em agitagdo sob
argdnio. A esta mistura de reagédo foram adicionados 2,2 moles de tetrametil etileno diamina
(TEMED). A reagéo foi incubada, entdo, a 45°C por 2h. Os produtos foram re-dissolvidos

usando TLC em etilacetato, tolueno ou etanol como solventes TLC. O ditosilato de PEG
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pode ser extraido da mistura de reagdo com tolueno. Em vez do cloreto de toluenosulfonil,
outros agentes de sulfonagéo tais como cloreto de mesila (veja o exemplo 4), anidrido triflico
ou cloreto de tresila podem igualmente ser usados (veja o pedido de patente 10/397332 dos
E.U., publicagdo 20040006051).

Poliesterificagdo de ditosilato de PEG: A 1 mol de ditosilato de PEG derretido, com
agitacdo sob o argdnio, é adicionado 1 mol de S,S'-didecil-meso-2,3-dimercaptosuccinio
acido e 2 moles de TEMED. DMF é adicionado como necessario para manter a fluidez. A
mistura de reagio é aquecida a 80°C e agitada por 24 h ou até o término por TLC.

Exemplo 10: Polimero de Peso Molecular Médio PEG-Di(succinil)-di-(O-
Acilado)tioéter (C16-nPolimero B).

Cj 5H3;OCO OCOC-; 5H31
v O

Dimaleato de PEG (10,24 g, 6,1 mmoles) preparado como no Exemplo 1 foi
colocado em um frasco seco de 125 ml e aquecido a 70°C sob argbnio para derreter o
dimaleato de PEG. A este material derretido, com agitacéo, foram adicionadas agua (10 mL)
e uma solugédo de DTT (0,961 g, 6,168 mmoles) e TEMED (0,723 g, 6,166 mmoles) em agua
(3 mL). A solugéo foi agitada a 70°C por aproximadamente 4 horas. A remogado de agua in
vacuo deu o polimero sélido em cerca de 90% de rendimento.

O polimero seco (56 g, 2,7 mmoles) foi aquecido a 70-90°C sob argbénio para
derreté-lo e TEMED (0,635 g, 5,5 mmoles) foi adicionado. Cloreto de palmitoil (1,689 g, 5,5
mmoles) foi adicionado com agitagdo e a mistura foi agitada sob argénio durante a noite. (A
relagéo de polimero para cloreto de acila pode ser variada para obter graus de substituigdo
de 0-100% de estequeometria.) Agua foi adicionada & mistura de reacgdo para isolar o "C16-
n-Polimero B".

Por este método os seguintes acidos sdo esterificados com os grupos hidroxila do
copolimero di(succini)PEG-DTT:

Exemplo 10a: Acido Oléico.

Exemplo 10b: Colesteril succinato.

Exemplo 10c: Acido bifenil-4-carboxilico.

Exemplo 10d: Acido 4-Octilfenilacético.

Exemplo 10e: Acido Hexadec-6-inéico. ‘

Como uma alternativa ao uso de haletos acidos, os grupos hidroxila derivados de

DTT de polimeros © podem igualmente ser ativados com 1,3-bis(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
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ilmetil) carbodiimida (BDDC) e acoplados diretamente com acidos carboxilicos; veja
Handbook of Reagents for Organic Synthesis, Reagents for Glycoside, Nucleotide, and
Peptide synthesis, Ed. David Crich, Wiley, 2005 p 107-108 e referéncias nos mesmos).

Exemplo 11: Dimaleato de C16-=Polimero A.

Dimaleatos de polimero A séo preparados reagindo o anidrido maléico com grupos
hidroxila do Polimero A. A ligagdo dupla ativada introduzida pode ser usada para adicionar
ligantes contendo tiol ao polimero. A relagdo do Polimero A para anidrido maléico pode ser
variada para obter substituigdes que variam de 0-100% da esterificagdo estequiométrica
cheia.

C16-n-Polimero A (2g) e anidrido maléico (0,85 g) foram moidos em um pilao seco
e transferidos a um frasco de fundo redondo de 50 mL. O frasco foi aquecido a 90°C, sob
argbnio, por 2-3 horas com agitagdo. A mistura de reagdo soélida foi, entdo, transferida com
ajuda de a&gua a um saco de didlise (interrupgdo a 3,5 kDa) e dialisada contra agua para
remover o acido maleico em excesso e subprodutos de baixo peso molecular. O retentado
entdo foi removido do saco e secado a 60°C até peso constante para dar dimaleato de C16-
m~Polimero A (1,799g).

Exemplo 12: Aduto de Cisteina de Dimaleato de C16-x Polimero A:

Dimaleato de C16-n-Polimero A em pé (Exemplo 11) (253mg) foi adicionado a agua
(6 mL) e a mistura foi agitada vigorosamente. Cisteina (24mg) e TEMED (30,5ul) foram
adicionados a mistura de reagdo, e a mistura foi agitada a temperatura ambiente sob uma
atmosfera de argénio. O progresso da reacéao foi monitorado por TLC (placas de silica gel,
n-butanol-acido acético-agua, 3:1:1) com detecgdo com ninhidrina. A mistura de reagéo
mostrou uma mancha positiva a ninhidrina co-migrando com o polimero. Cisteina também
deu uma mancha positiva a ninhidrina, ao passo que o polimero de partida ndo deu
nenhuma cor com ninhidrina.

3. Uso de Polimeros = para Solubilizar Substancias Insoliveis ou Fracamente
Solaveis

Exemplo 1: Solubilizac&o de Tinturas

A aliquotas de 1,0 ml de uma solugdo aquosa 50mg/ml de polimero PEG1500-co-
succinil-DTT-bis-C16-amida (C16-Polimero A, Exemplo 1), centrifugadas para remover
materiais insoluveis, porém, ndo de outra maneira purificados, foram adicionadas
quantidades em excesso das tinturas Eosina Y, diclorofluoresceina e Sudan IV, em
recipientes separados (FlexExcel™ barcos de pesagem de polipropileno claro, tamanho
WB2.5, produto de AllExcel, Inc., West Haven, CT), e os componentes foram agitados juntos
para formar uma pasta. O fundo do recipiente foi unido, entdo, ao fundo de um pequeno
banho limpador ultra-sénico de joias usando uma fita duplo adesiva resistente a agua.

Apenas bastante agua foi adicionada ao banho para imergir o barco de pesagem a
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aproximadamente 1/3 de altura. O ultra-som foi executado por 15 minutos em etapas de 5
minutos. Os liquidos foram transferidos para tubos de centrifuga e centrifugados duas vezes
por 30 min. em uma centrifuga de topo de bancada para granular para fora a tintura nao
dissolvida. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos limpos e centrifugados outra vez
para remover sélidos arrastados. Suspensdes das mesmas quantidades de tinturas na
mesma quantidade de agua destilada que a quantidade de solu¢do de polimero foram
tratadas da mesma forma, como controle. As solugdes resultantes foram manchadas (25 pl)
em placas TLC para formar circulos das gotas. As intensidades dos pontos foram
comparadas com os pontos feitos de padrées de solugdes de tintura feitas em etanol/agua
para determinar concentragdes aproximadas; os pontos sdo mostrados na Figura 1. As
solubilidades das tinturas na agua foram determinadas dissolvendo uma quantidade
apropriada da tintura em 1 | ou mais de agua deionizada (ndo tamponada) a temperatura
ambiente e adicionando (isto é, titulando) mais agua como necessario para obter solugdes

saturadas.

A concentragdo de Sudan IV em polimero de 50 mg/ml foi de aproximadamente 0,2
mg/ml, em contraste com 0,000 mg/ml em H,O (Sudan IV é insolavel no pH neutro). A
concentracdo de diclorofluoresceina era aproximadamente de 5 mg/ml em polimero de 50
mg/ml, em contraste com 0,010 mg/m! em H,O. A concentragdo de Eosina Y em polimero de
50 mg/ml era aproximadamente de 5 mg/ml, em contraste com 0,007 mg/ml em H,O. As
relagbes de carga util (quantidade de droga por quantidade unitaria de polimero, g/g) foram
calculadas para serem aproximadamente 1:250 para Sudan IV, 1:10 para
diclorofluoresceina e 1:10 para Eosina Y.

As relagdes de carga util de 1:10 para os compostos polares que se assemelham a
substancias farmaceuticamente ativas em propriedades fisico-quimicas sdo mais elevadas
do que aquelas geralmente atingiveis com lipossomas, ciclodextrinas, Cremophor™ ou
detergente ou outros sistemas de solubilizagdo. Eosina Y € um gerador fotoativavel de
oxigénio unico com uma eficiéncia muito elevada e tais solu¢gdes concentradas de Eosina Y
como séo feitas com o polimero do Exemplo 1 podem ser consideradas farmacologicamente
ativas como agentes citotéxicos fotoativaveis.

A mudanga no espectro de fluorescéncia de diclorofluoresceina na solugdo de
polimero (amarelo avermelhado/laranja) sobre aquele na agua (amarelo esverdeado) era
visualmente visivel e da uma indicagcao que a tintura ndo estd em um ambiente aquoso, mas
estd encapsulada no ambiente organico dos nlcleos de particulas de polimero
automontado. Certamente, mudangas em espectros de fluorescéncia foram usadas como
um método de determinar mudangas na polaridade do microambiente (por exemplo, "sondas

de lipideos”). A cor da solugdo de Sudan IV no polimero era marrom avermelhada, ao
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contrario do vermelho em solugéo de etanol e pé marrom quando suspensa em agua. A
Eosina Y ndo mostrou um deslocamento visual significativo (cor-de-rosa na agua a cor-de-
rosa avermelhada na solugéo do polimero).

Exemplo 2: Solubilizagdo de substéncias medicamente relevantes

Purpurina Anfotericina B, Camptotecina e Doxorubicina foram selecionadas como
ingredientes farmacéuticos ativos escassamente soluveis representativos (APIl). A
anfotericina B é usada em uma formulagdo lipossomal como um antifungo injetavel,
enquanto Camptotecina e Doxorubicina sdo agentes anticancerosos. Purpurina € uma
tintura intercalante de DNA com utilidade farmacéutica potencial e a Eosina Y € um reagente
de oxigénio unico fotossensivel com uso potencial em terapia fotodindmica. Cada API foi
solubilizado em agua com C16-m-Polimero A, C18-m-Polimero B e/ou conjugado C16-r7-
Polimero A-acido folico (veja abaixo). A solubilizagdo foi demonstrada manchando o API
solubilizado e os controles ndo-solubilizados em placas de TLC, como descrito acima para
as tinturas. v

Os polimeros secados foram reconstituidos com agua, com aquecimento, agitagéo,
e ultra-som como necessério. Quando a solugdo era viscosa demais, ela foi diluida. C16-r7-
Polimero A foi usado a 10% p/v, C16-7-Polimero A com acido félico foi usado a 5% p/v e
C18-r-Polimero B foi usado a 2% p/v.

A substancia da droga (20 mg) foi adicionada diretamente a 1 ml de solugdo de
polimero, resultando em razbes de massa polimero:APl de 5:1 para C16-7-Polimero A,
2,5:1 para C16-m—Polimero A com acido félico e 1:1 para C18-m—Polimero B, excegéo para
doxorubicina (veja abaixo). As misturas passaram por ultra-som por 1 hora a baixa energia
e, entdo, centrifugadas duas vezes a 2000 xg para remover sélidos ndo dissolvidos. A
quantidade de soélidos granulados ndo foi significativa. Manchando as solugdes em uma
placa de TLC de silica gel mostrou que as drogas foram solubilizadas, com migragao
retardada da parte dianteira do solvente (Fig. 2). '

Cloridrato de doxorubicina foi combinado com os polimeros como acima em uma
razdo de massa de 10:1 C16-m-Polimero A para cloridrato de doxorubicina ou a uma razéao
de massa de 5:1 C16-rm-Polimero A com acido félico para doxorubicina, seguido pela adigédo
de acetato de sédio 3M suficiente para neutralizar o cloridrato de doxorubicina. As misturas
foram agitadas vigorosamente por 24 horas e, entdo, centrifugadas duas vezes a 2000 xg
para remover os sélidos ndo dissolvidos. A quantidade de sélidos granulados ndo foi
significativa.

As razdes de massa de APls solubilizados para polimero sdo mostradas na Tabela
1. Nenhuma tentativa foi feita para maximizar o carregamento de polimero,
conseglentemente, estas razbes representam limites inferiores na quantidade de API que

os polimeros sdo capazes de carregar para a solugao.
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Uma amostra de 50 ul de cada solugdo foi manchada em uma placa de TLC de
silica gel Bakerflex™ e deixada espalhar. A solugdo aquosa forma um limite exterior do
circulo e um circulo interno é formado pela migragdo do polimero com material encapsulado
(Figura 2). Em todos os casos, havia muito pouco APl muito pequeno na franja periférica da
zona somente aquosa, indicando solubilizagdo bem sucedida e escapamento minimo do
material encapsulado.

Tabela 1: Solubilizacdo de APIs

Razdes de Massa Polimero:Substrato

C16-r-Polimero A C16-7-Polimero A com acido C18--Polimero

10% pl/v folico 5% p/v B 2% p/v
Purpurina 5:1 2,5:1 nédo realizado
Canfotecina 5:1 2,5:1 ndo realizado
Anfotericina B 5:1 2,5:1 ndo realizado
Doxorubicina 10:1 5:1 nao realizado
Eosina Y néo realizado nédo realizado 1:1

4. Biocompatibilidade de Polimeros

Exemplo 1: Capacidade de adequagdo a emolientes tépicos, cremes ou pastas

Uma cera oleosa concentrada do polimero do Exemplo 1 foi friccionada na pele
interna do pulso pelo inventor e observada quanto a absor¢gdo. O material pareceu ser
absorvido similarmente a cremes cerosos farmacolégicos, com amaciamento ligeiro da area.
Nenhuma resposta alérgica imediata ou atrasada, tal como vermelhidao, prurido ou coceira
foi observada em cima desta unica aplicagdo topica.

Muitos destes polimeros sdo ceras higroscopicas na temperatura ambiente, com
um ponto de fusdo esperado de cerca de 45°C a 60°C ou maior, dependendo da
composigdo. Polimeros feitos PEGs de PM inferior podem mesmo ser liquidos na
temperatura ambiente. Alguns polimeros podem ser soélidos na temperatura ambiente,
derretendo na temperatura do corpo. Assim, as propriedades destes polimeros n os fazem
excelentes substratos para fazer logdes, cremes, unglientos, emolientes e outras formas de
liberagdo, seja por eles mesmos ou em mistura com varias substéancias, incluindo agentes
farmacéuticos ativos.

Exemplo 2: Capacidade de adequagédo para administragdo parenteral

Uma solugéo aquosa do polimero do Exemplo 1 foi preparada em salina tamponada
com fosfato e filtrada, entdo, para tubos estéreis através de filtros 0,22um.

Um protocolo de dose tolerada maxima foi empregado, onde camundongos CD-1
foram submetidos a uma dose de 10ml por kg de peso corporal por inje¢do na veia da cauda
de até 5% p/v de solugdo aquosa do polimero. Os camundongos foram observados por 12

horas continuamente e a cada 2 h depois disso até 48 a 72 horas, dependendo do grupo.
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Amostras de sangue foram tomadas e analisadas. Alguns camundongos foram sacrificados
e examinados primeiramente para a histologia bruta. A histologia microscépica foi
executada, entdo, em se¢des selecionadas.

Nenhuma diferenga perceptivel foi encontrada na quimica de sangue entre os
camundongos de controle e os camundongos tratados. Nenhuma diferenga ou lesao
perceptivel foi encontrada em comparagdo com os animais de controle na histologia bruta
dos vérios 6rgdos incluindo coragdo, pulmdes, rins, bago, figado, intestinos, estdmago,
bexiga, pele, musculos, ossos, cérebro e nodos linfaticos. Espécimes multiplos de grupos
diferentes de animais foram estudados com os mesmos resultados sendo observados.
Nenhuma diferenga observavel foi encontrada na estrutura do tecido celular dos tecidos
examinados. Alguns dos rins mostraram certos depésitos que diminuiram com o tempo de
exposigdo ao polimero. Isto implica que os depésitos sdo uma fase proviséria e a medida
gue o tempo passa eles se tornarao normais.

Conclui-se que o polimero é seguro para o uso médico como um agente
farmacéutico em preparagdes injetdveis e em outras formulagdes parenteral. E razoavel
esperar que o polimero é seguro em solugdes orais, capstlas e comprimidos, spray nasal,
aerossois orais/bronquicos, sublinguais, creme/logdo/emplastro para pele, colirio, outras
rotas topicas e outras rotas de administragéo.

5. Anexacéo de Fragdes Alvo a Polimeros n

Exemplo 1: Anexagdo de galactosamina a C-16-mPolimero B via formag&o de
ligagdo amida.

Galactosamina (GA) objetiva o receptor de asialoglicoproteina hepatica (ASGPR) e
polimeros que carregam galactosamina covalentemente ligada séo liberados para o figado;
veja L. Seymour et al., “Hepatic Drug Targeting: Phase | Evaluation of Polymer-Bound
Doxorubicin” J. Clin. Oncology, 20(6): 1668-1676 (2002) e referéncias no mesmo.

C16-n-Polimero B (Exemplo 10 na segdo de método sintético acima) (461 mg, 0,2
mmoles de equivalente COOH por unidade de repetigdo) foi dispersado em 14 mL de agua,
e a esta dispersédo foi adicionado EDC HCI (0,485 mmoles) e N-hidroxisuccinimida (0,464
mmoles). A mistura foi agitada na temperatura ambiente por 15 minutos e uma solugédo de
galactosamina HC1 (0,386 mmoles) e TEMED (0,387 mmols) em 1 ml de agua foi
adicionada. A solugao foi agitada e a reag&o foi seguida por TLC rm silica gel e revelagéo
em 1-butanol-acido acético-agua (3:1:1). Um montante suplementar de TEMED (0,079
mmoles), NHS (0,078 mmoles) e EDC HC1 (0,193 mmoles) foi adicionado 'para forcar a
reagdo a conclusdo. Quando a TLC mostrou um de estado estacionario no que diz respeito
ao consumo de GA, a mistura de reagdo foi dialisada (membrana de interrupgéo de 3500
Da) contra 3 x 1000 ml de agua deionizada para remover os reagentes de peso molecular

baixo e subprodutos. O retentado foi removido e secado a 60°C até peso constante (348
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mg).

A TLC do produto ndo mostrou nenhuma GA livre (ninhidrina negativa). Uma
amostra do produto foi hidrolisada com HCI 6N a 100°C para hidrolisar a ligagédo GA. A
analise da TLC mostrou a presenga de GA (ninhidrina positiva) na mesmo Rf que a GA de
referéncia.

Exemplo 2: Anexagédo de &acido félico a C18-nPolimero A

BDDC (2,44 g, 8,56 mmoles) foi pesado em um frasco de fundo redondo de 125 mL
lavado com argdnio (BDDC €& muito viscoso com consisténcia similar a mel e dificil de
manipular). C18-r-Polimero A (10 g, 4,28 mmoles) foi adicionado ao frasco, a mistura foi
aquecida até 70°C e os reagentes foram agitados junto por aproximadamente 30 minutos.
Acido Félico (3 g) foi adicionado seguido por suficiente THF para tornar a agitagéo possivel.
Os reagentes foram agitados a 40-70°C durante a noite, protegidos da umidade. O THF foi
permitido, entdo, evaporar e agua (80 mL) foi adicionada e a mistura foi agitada a 50°C para
um adicional de 2 h. Apds esfriar até a temperatura ambiente; a mistura foi transferida a uma
secao de tubulagdo de didlise com uma interrupgdo de 3500 Daltons e dialisada contra HCI
0,1N (2 x 2000 ml), agua (2000 ml), carbonato de sédio 5% (2 x 2000 ml) e agua (4 x 2000
ml), para remover reagentes ndo reagidos e subprodutos. O retentado amarelo-laranja
brilhante foi removido. Uma parcela foi evaporada até peso constante para determinar a
concentrag¢édo de sdlidos e foi usada para as experiéncias de solubilizagdo descritas acima.

Exemplo 3: Anexagdo de Acido N-acetil neuraminico (NANA) ao C16-z-Polimero B

Derivados de acido neuraminico sdo esperados sere fragdes alvo para virus da
gripe por causa das proteinas de revestimento hemaglutinina e neuraminidase, ambas sao
conhecidas por ligar ao acido sialico.

BDDC (2,44 g, 8,56 mmoles) e C18-n-Polimero A (10 g, 4,28 mmoles) sio
combinados e aquecidos até 70°C e agitados juntos sob argbénio por aproximadamente 30
minutos. Acido N-acetil neuraminico (3 g) é adicionado, seguido por THF como necessario
para manter a fluidez. Os reagentes sdo agitados a 40-70°C durante a noite, protegidos da
umidade. Agua (80 mL) é adicionada e a mistura é agitada a 50°C por um adicional de 2 h.
Apoés esfriar até a temperatura ambiente, a mistura é dialisada contra HCI 0,1N, NaHCO3
5% e agua (2 x 2000 ml cada) com uma membrana de interrupg¢do de 3,5 kDa.

Exemplo 4: Anexagédo de acido p-O-metil neuraminico (MNA) a C16-=Polimero B.

C16-n-Polimero B, 43 micromoles COOH base em 1 ml de agua ep-metil glicosideo
de acido neuraminico (Toronto Research Chemicals), 40 micromoles, foram misturados
juntos e 40 micromoles de NHS em 0,1 ml de agua foram adicionados, seguidos de 40
micromoles de cloridrato de EDC em 0,1 ml de agua. A mistura de reagédo foi agitada na
temperatura ambiente por 48 horas e analisada por TLC em silica gel com isopropanol-etil

acetato-agua (4:3:2). A deteg¢@o com orcinol 0,2% em &acido sulftrico 70% a 130°C néo gera
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uma reagdo de cor com o polimero de partida, mas a TLC da mistura de reagdo deu um
ponto roxo co-migrando com o polimero.

Exemplo 5: Anexagéo de zanamivir a C16-r-Polimero B.

Zanamivir (GG167) € um inibidor potencial de neuraminidase viral e os polimeros
que carregam esta molécula como um ligante multivalente sado inibidores da replicagdo do
virus da gripe.

C16-n-Polimero B (920 mg) é dispersado em 30 mL de agua e a este é adicionado
EDC HC1 (1,2 mmoles) e N-hidroxisuccinimida (1,1 mmoles). A mistura é agitada na
temperatura ambiente por 20 minutos e uma solugédo do sal de acido trifluoroacético de 5-
acetamido-7-(6’-aminohexil)-carbamiloxi-4-guanidino-2,3,4,5-tetradeoxi-D-glicero-D-galacto-
non-2-enopiranosénico acido (patentes US 6.242.582 e 6.680.054) (0,39 g, 0,67 mmol) e
TEMED (0,67 mmol) em 1 ml de agua é adicionado. A solugdo & agitada na temperatura
ambiente e a reagdo é seguida por TLC. A mistura de reagdo é dialisada (membrana de
interrup¢cdo de 3500 kDa) contra a 3 x 1000 ml de agua deionizada para remover os
reagentes de baixo peso molecular e subprodutos. O retentado & removido e secado a 60°C
até peso constante. O nivel de modalidade de aglcar pode ser determinado por um ensaio
colorimétrico para o grupo guanidina (Can. J. Chem., 36:1541 (1958)). Um ensaio de
neuraminidase pode ser realizado depois do procedimento de Potier et al., Anal. Biochem.,
29 287 (1979).

Exemplo 6: Anexagéo de fragmento Fab a Dimaleato de C16-=-Polimero A:

Um anticorpo de fragmento variavel de cadeia simples (scFv) direcionado contra o
antigeno associado a melanoma de alto peso molecular de glicoproteina de superficie
(HMW-MAA) objetiva células de melanoma; veja F. Martin et al., J. Virology, 73:6923 - 6929
(1999). |

Ligagdes de bissulfeto neste fragmento de anticorpo sido reduzidas com Gel de
Reducgado de Bissulfeto TCEP Imobilizado (Pierce Biotechnologym, Rockford, IL) de acordo
com o protocolo do fabricante e reagidas com dimaleato de C16-n-Polimero A pelo método
do Exemplo 12 na segdo Métodos Sintéticos.
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REIVINDICACOES

1. Polimero tipo pente, CARACTERIZADO pelo fato de que consiste

essencialmente na seguinte estrutura:

1),

compreendendo uma espinha dorsal formada da alternagdo de porgbes de

ponto de ramificagdo B e polimero em bloco A sollveis em agua, hidrofilicos; tendo cadeias
laterais hidrofébicas C ligadas as porgdes de ponto de ramificagdo, onde cada cadeia lateral
C é independentemente selecionada do grupo consistindo em hidrocarbonetos lineares
substituidos opcionalmente com ‘um ou mais substituintes hidrofilicos, aminoacidos
hidrofébicos, peptidéos e polimeros; onde n varia de 3 a aproximadamente 100; e em que,
em média, 1<p =4.

2. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que, em média, p varia de aproximadamente 2 até 4.

3. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que, em média, 1,5 <p 2.

4. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende ainda um ou mais grupos funcionais reativos X ligados a cada porgao

de ponto de ramificagdo, e consiste essencialmente na seguinte estrutura:

(l‘f)r

B , A

[C]p
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onde, em média, r varia de aproximadamente 1 a aproximadamente 4.

5. Polimero, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-4,
CARACTERIZADO pelo fato de que o polimero em bloco A soluvel em agua é selecionado
do grupo consistindo em poli(etileno glicol), poli(propileno glicol), poli(etileno imina),
poli(alcool vinilico), poli(vinilpirrolidona) e polissacarideos e copolimeros do mesmo.

6. Polimero, de acordo com a reivindicagao 5, CARACTERIZADO pelo fato
de que o polimero em bloco A é selecionado do grupo consistindo em poli(etileno glicol) e
poli(propileno glicol) e copolimeros do mesmo.

7. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 6, CARACTERIZADO pelo fato
de que o polimero em bloco A ¢ poli (etileno glicol).

8. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o polimero em bloco A tem um comprimento médio entre 4 e 700 unidades de
mondémero.

9. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato

de que tem a estrutura

onde m é 4-700, e Y e Y' sdo selecionados independentemente do grupo que
consiste em R, OR, COOR, SR, NHR, NRR’, ONHR, NHOR, NRNH,;, NHNHR, NRNHR', e
NHNRR' , onde R e R’ sdo selecionados independentemente do grupo que consiste nos
hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes
hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

10. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato

de que tem a estrutura
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onde m é 4-700, e Y e Y' sdo selecionados independentemente do grupo que
consiste em R, COR, COOR, CONHR, CONRR' , CONHOR, CONRNH;, CONHNHR,
CONRNHR' e CONHNRR', onde R e R’ sdo selecionados independentemente do grupo que
consiste nos hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou
mais substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

11. Polimero, de acordo com a reivindicagao 4, CARACTERIZADO pelo fato
de que tem a estrutura

CO-Y

T O NOCHCH),

O-Y'
n
onde m é 4-700, e Y e Y' sdo selecionados independentemente do grupo que
consiste em R, OR, COOR, SR, NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH,, NHNHR, NRNHR', e
NHNRR' , onde R e R' sdo selecionados independentemente do grupo que consiste nos
hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes
hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais

substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

12. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO pelo fato

5

e, = ‘
O\[(\N/\\/NE y OCHCHa )y 3

o 1\(,0

v

de que tem a estrutura

onde m é 4-700, e Y e Y' sd0 selecionados independentemente do grupo que
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consiste em R, OR, COOR, SR, NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH;, NHNHR, NRNHR', e
NHNRR' , onde R e R' sdo selecionados independentemente do grupo que consiste nos
hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes
hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofobicos, peptideos e polimeros.

13. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO pelo fato

de que tem a estrutura

OCH,CHy)—

onde m & 4-700, e Y e Y' sdo selecionados independentemente do grupo que
consiste em R, OR, COOR, SR, NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH,, NHNHR, NRNHR', e
NHNRR' , onde R e R' sdo selecionados independentemente do grupo que consiste nos
hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes
hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

14. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO pelo fato

de que tem a estrutura

cada X & independentemente um grupo funcional reativo, p € 0-4, e m é 4-
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700; e onde R e R' sdo selecionados independentemente do grupo que consiste nos
hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes
hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

15. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato

de que tem a estrutura

onde m é 4-700, e R e R’ sdo selecionados independentemente do grupo que

HO O &
: s—)is~([j\cocwzc+fz}m
R R "K]_

$

OH

consiste nos hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou
mais substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

16. Polimero, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato

de que tem a estrutura

onde m é 4-700, L é fenileno, alquileno C,-Cg, ou benzenodimetileno, e R e R'
sdo selecionados independentemente do grupo que consiste nos hidrocarbonetos lineares
substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes hidrofilicos, hidrocarbonetos
policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes hidrofilicos,
aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

17. Composigdo, CARACTERIZADA pelo fato de que é resultante da reagéo



10

15

quimica de polietileno glicol e anidrido maléico, tendo por resultado a esterificagédo
substancialmente completa dos grupos hidroxila terminais de polietileno glicol pelo anidrido
maléico.

18. Composigédo, CARACTERIZADA pelo fato de que é resultante da reagéo
quimica de polipropileno glicol e anidrido maléico, tendo por resultado a esterificagado
substancialmente completa dos grupos hidroxila terminais de polipropileno glicol pelo
anidrido maléico.

19. Composi¢cdo, CARACTERIZADA pelo fato de que é resultante da reagéo
quimica de ditiotreitol com a composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 17.

20. Composi¢do, CARACTERIZADA pelo fato de que é resultante da reagéo
quimica de ditiotreitol com a composigao de acordo com a reivindicagao 18.

21. Polimero, CARACTERIZADO pelo fato de que tem a estrutura

(OCH;CHy)py

onde m é 4 a aproximadamente 700 e n é 3 a aproximadamente 100, e onde,
em cada ocorréncia da unidade de monémero tendo a estrutura mostrada, Y e Y' sdo
selecionados independentemente do grupo que consiste em OH, COOH, SH, NH,, NHR,
ONH;, NHOH, NHNH,, e NRNH,, onde R ¢ selecionado do grupo que consiste em C, a Cs
alquila C4-Cs e (CH2) Y, onde k é de 2 a 5.

22. P.olimer"o, CARACTERIZADO pelo fato de que tem a estrutura
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onde m é 4 a aproximadamente 700 e n é 3 a aproximadamente 100, e onde,
em cada ocorréncia da unidade de monémero tendo a estrutura mostrada, Y e Y' sdo
selecionados independentemente do grupo que consiste em OH, COOH, SH, NH,, NHR,
ONH,;, NHOH, NHNH,, e NRNH;, onde R é selecionado do grupo que consiste em alquila
Ci-Cse (CH2) Y, onde k é de 2 a 5; W e W’ sdo independentemente O ou H,, e onde, em
cada ocorréncia da unidade de monémero, Z e Z’ sdo selecionados independentemente do
grupo que consiste em hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou
mais substituintes hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com
um ou mais substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros.

23. Polimero, CARACTERIZADO peio fato de que tem a estrutura

onde m é 4-700 e Y e Y’ sdo selecionados independentemente do grupo que
consiste em R, OR, COOR, SR, NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH,, NHNHR, NRNHR’, e
NHNRR’, onde R e R' sdo selecionados independente do grupo que consiste em
hidrocarbonetos lineares substituidos opcionalmente com um ou mais substituintes
hidrofilicos, hidrocarbonetos policiclicos substituidos opcionalmente com um ou mais
substituintes hidrofilicos, aminoacidos hidrofébicos, peptideos e polimeros; e onde, em cada
ocorréncia da unidade de mondémero, W e W' sdo selecionados independentemente do
grupo consistindo em H, -COCH=CH,, -COC(CH3)=CH,, COCH=CHCO,H, e -COC(CH,)
=CHCO,H.

24. Composi¢cdo farmacéutica, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende um polimero conforme definido em qualquer uma das reivindicagées 1-9, e
compreendendo ainda uma quantidade eficaz de um agente farmacologicamente ativo.

25. Método para aumentar a solubilidade de uma substancia em um solvente
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aquoso, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende contactar a substancia com um
polimero conforme definido na reivindicagdo 1 ou 2 de modo a formar um complexo solavel
em agua da substancia e polimero.

26. Método para aumentar a solubilidade de uma substancia em um solvente
ndo aquoso, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende contactar a substancia com
um polimero conforme definido na reivindicagdo 1 ou 2 de modo a formar um complexo da
substancia e do polimero que ¢ soluvel no solvente ndo aquoso.

27. Método, de acordo com a reivindicagao 25 ou 26, CARACTERIZADO pelo
fato de que a substancia é selecionada do grupo que consiste em vitaminas, nutrientes,
drogas, tinturas, complexos de acido nucléico e agentes de imagem.

28. Método, de acordo com a reivindicagéo‘ 27, CARACTERIZADO pelo fato
de que a substéncia € uma droga.

29. Método de induzir afinidade de aglutinagdo para um alvo biolégico em um
polimero, conforme definido na reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende a etapa de unir uma porgao alvo a um ou mais dos grupos X funcionais reativos
presentes no polimero.

30. Método, de acordo com a reivindicagdo 29, CARACTERIZADO pelo fato
de que o alvo bioldégico é a superficie de uma célula ou virus.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato
dé que a porgédo alvo é selecionada do grupo que consiste em ligantes receptor-especificos,
anticorpos, fragmentos de anticorpo, peptideos compreendendo uma seqliéncia de
aminoacido RGD, peptideos compreendendo um motivo YISRG, fatores de crescimento,
como derivados de 4&cido sialicico, derivados de acido N—acetilneuraminico; folato,
metotrexato, acido pteréico, estradiol, estratriol, testosterona, mannose-6-fosfato, aglcares,
vitaminas, triptofano, aminoalquiladamantanos, Fuzeon™, PRO-542, BMS-488043, acido
sialicico, acido 2-deoxi-2,3-didehidro-N-acetilneuraminico, 4-guanidino-Neu5Ac2en
(zanamivir), oseltamivir, e RWJ-270201.

32. Método, de acordo com a reivindicagdo 31, CARACTERIZADO pelo fato

de que a por¢éo alvo é um anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo.
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RESUMO

“SOLUBILIZACAO E DISTRIBUICAO DIRECIONADA DE DROGAS COM.
POLIMEROS ANFIFILICOS DE AUTOMONTAGEM"

Sao fornecidos copolimeros blodegradavels anfifilicos compreendendo uma
espmha dorsal hidrofilica com grupos alifaticos pendentes como o componente hldroféblco
Os .pqllmeros formam agregados moleculares nanoescalares nos ambientes aquosos, quev‘
tém os interiores hidrofétgicoé que sdo capazes ‘dé solubi!izaf compostos‘ org.énicosv
insolﬂveié tais como drogas. vitaminas, tinturas, e agentes de imagem. Os polimeros
caracterizam opciona!me_nte‘ 0S grupos fun_cion’aié reativos que fornecem po'ntosl de
Eanexac;éb para anticorpos, ligantes, e outras porgi‘;és alvo uteis para a entrega direcionada”

das drogas e dos agentes de imagem. . .
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