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DESCRIPCION
Polimeros a base de ciclodextrina para el suministro de los agentes terapéuticos enlazados covalentemente a ellos.
Antecedentes de la Invencién

El suministro de farmacos de algunos agentes terapéuticos de moléculas pequefias, tales como camptotecina, ha
sido problematico debido a sus pobres perfiles farmacologicos. Estos agentes terapéuticos tienen frecuentemente
una baja solubilidad acuosa, sus formas bioactivas existen en equilibrio con una forma inactiva o las altas
concentraciones sistémicas de los agentes conducen a efectos colaterales, téxicos. Algunos planteamientos para
evitar el problema de su suministro han sido conjugar el agente directamente a un polimero soluble en agua, tal
como metacrilato de hidroxipropilo (HPMA), polietilenglicol y acido poli-L-glutamico. En algunos casos, estos
conjugados han sido exitosos en la solubilizacion o estabilizacién de la forma bioactiva del agente terapéutico o en
obtener una formulacion de liberacion sostenida que evite las complicaciones asociadas con las altas
concentraciones sistémicas del agente.

Otro planteamiento para el problema del suministro de farmacos ha sido formar complejos de inclusion de
hospedante/invitado entre el agente terapéutico y ciclodextrinas o derivados de las mismas. Las ciclodextrinas (a, B,
7) y sus formas oxidadas tienen propiedades fisico-quimicas, Unicas, tales como buena solubilidad en agua, baja
toxicidad y baja respuesta inmune. A la fecha, la mayoria de los estudios para el suministro de farmacos con
ciclodextrinas se han enfocado en su capacidad para formar complejos supra-moleculares, en donde las
ciclodextrinas forman los complejos de inclusion de hospedante/invitado con moléculas terapéuticas y, de esta
manera, alteran las propiedades fisicas, quimicas y/o bioldgicas de estas moléculas invitadas.

La patente norteamericana No. 5,276,088 describe un método para sintetizar polimeros que contienen ciclodextrina
ya sea al hacer reaccionar alcohol polivinilico o celulosa o derivados de los mismos con derivados de ciclodextrina o
mediante la copolimerizacién de un derivado de ciclodextrina con acetato de vinilo o metacrilato de metilo.

La patente norteamericana No, 5,855,900 describe un polimero que contiene ciclodextrina, biodegradable. La
patente describe un montaje polimérico, biodegradable, estructurado de manera supra-molecular que comprende
una pluralidad de a, P, y-ciclodextrinas modificadas por fArmacos y una cadena polimérica, lineal que se enrosca a
través de la cavidad estructural de las ciclodextrinas.

El documento WO 00/01734 describe copolimeros de ciclodextrina lineales que se pueden usar como un vehiculo de
suministro para agentes terapéuticos.

El documento WO 99/67296 describe polimeros para suministrar 6xido nitrico in vivo.

Yano et at (Journal of Controlled Release, 2002, Vol. 79, paginas 103-112), Yano et al (Journal of Pharmaceutical
Sciences, 2001, Vol. 90, No 12, paginas 2103-2112), Hristova-Kazmierski et al (Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 1993, Vol. 3, NO. 5, '‘paginas831-834) y Tanaka et al (The Journal of Antibiotics, 1994, Vol. 47, No. 9,
paginas 1025-1029) describen conjugados que comprenden un resto de ciclodextrina unido covalentemente a un
agente terapéutico.

Kang et al (European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2002, Vo. 15, paginas 163-170) discute la influencia de la
formacion de complejos de la ciclodextrina en la solubilidad, estabilidad y citotoxicidad de camptotecina.

Existe una necesidad actual por nuevos planteamientos para el suministro de agentes terapéuticos, pequefios que
tienen pobres perfiles farmacoldgicos, tales como camptotecina, paclitaxel, doxorrubicina y ciclosporina A.

Sumario de la Invencién

Segun la presente invencién, se proporciona un proceso para producir un polimero que contiene ciclodextrina lineal,
comprendiendo el proceso hacer reaccionar un polimero formado por la unidad repetitiva de formula B:
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donde

&

representa un resto de ciclodextrina; y

o

representa un polietilenglicol;

con un compuesto de férmula C:
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donde el polimero formado por la unidad repetitiva de férmula B y el compuesto de formula C se hacen reaccionar en
presencia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimmida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS).

La presente invencién también proporciona un polimero que contiene ciclodextrina lineal que se puede obtener
mediante dicho proceso.

La presente invencion también proporciona una preparacion farmacéutica que comprende dicho polimero que
contiene ciclodextrina lineal o un éster, sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente
farmacéutico. También se proporcionana los compuestos intermedios Utiles en la sintesis de dicho polimero que
contiene ciclodextrina lineal.

Mas generalmente, la presente descripcidon se refiere a composiciones novedosas de conjugados poliméricos,
definidos como materiales poliméricos acoplados covalentemente a agentes terapéuticos/bioactivos, como
portadores para el suministro de agentes terapéuticos. En un caso, la presente descripcidon proporciona conjugados
poliméricos, biocompatibles, solubles en agua que comprenden un polimero biocompatible, soluble en agua que esta
unido covalentemente a las porciones bioactivas a través de uniones que son escindidas bajo condiciones biolégicas
para liberar las porciones bioactivas. En ciertos tales casos, el polimero comprende porciones ciclicas que alternan
con las porciones conectoras que acoplan las estructuras ciclicas, por ejemplo, en polimeros lineales o ramificados,
preferiblemente polimeros lineales. El polimero puede ser un polication, polianion o un polimero no i6nico. El agente
bioactivo, el cual puede ser un agente terapéutico, un agente de diagndstico o un adyuvante, forma preferiblemente
al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30% o incluso 35% en peso del conjugado. En ciertos casos, la velocidad de
liberacion del farmaco es dependiente principalmente de la velocidad de la hidrdlisis. En otras ciertas modalidades,
la velocidad de liberacion del farmaco es dependiente principalmente de la escision enzimatica.

La presente descripcion proporciona compuestos poliméricos que contienen ciclodextrina para el uso en el
suministro en farmacos de estos agentes terapéuticos. La descripcién también proporciona compuestos para el uso
en el suministro controlado de farmacos que son capaces de liberar un agente terapéutico a una velocidad
establecida como objetivo, predecible y controlada.

Por consiguiente, un caso de la presente descripcion es un conjugado polimérico que comprende restos de
ciclodextrina, un agente terapéutico y un agente opcional de establecimiento de objetivos de ligandos. El polimero
puede ser lineal o ramificado y se puede formar por via de la policondensacion de mondémeros que contienen
ciclodextrina, la copolimerizacion entre uno 0 mas mondémeros que contienen ciclodextrina y uno o mas
comonomeros que no contienen restos de ciclodextrina. Ademas, la presente descripccion también contempla
polimeros que contienen ciclodextrina formados mediante el injerto de restos de ciclodextrina a un polimero ya
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formado. Los restos de ciclodextrina contemplados por la presente descripcion incluyen, pero no estén limitadas a o
By vy ciclodextrinas y formas oxidadas de las mismas. Dependiendo de la relacion deseada de farmaco/polimero, el
agente terapéutico se puede unir a un monémero por via de un conector opcional antes del paso de polimerizacion o
se puede injertar subsecuentemente en el polimero por via de un conector opcional. De igual manera, el ligando de
establecimiento de objetivos puede unirse a un monémero por via de un conector opcional antes del paso de
polimerizacion o se puede injertar subsecuentemente en el polimero por via de un conector opcional o se puede unir
al polimero como un complejo de inclusion o interacciones de hospedante-invitado.

Para ilustrarlo més, un ejemplo de la descripcion es un compuesto polimérico representado por la férmula I:

- (lm)’;
F '—[_LE—HJ)BL] b
|
(L}

en la que
P representa una cadena polimérica lineal o ramificada;
CD representa un resto ciclico tal como un resto de ciclodextrina;

L1, Lo y Ls, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar un
grupo conector;

D, independientemente de cada vez que aparece, representa un agente terapéutico o un profarmaco del mismo;

T, independientemente de cada vez que aparece, representa un ligando de establecimiento de objetivos o un
precursor del mismo;

a, my v, independientemente de cada vez que aparecen, representan nimeros enteros en el intervalo de 1 a 10
(preferiblemente 1 a 8,1 a5, oincluso 1 a 3);

b representa un nimero entero en el intervalo de 1 a aproximadamente 30.000 (preferiblemente <25.000,
<20.000, <15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100, <50, <25, <10 o incluso <5); y

n y w, independientemente de cada vez que aparecen, representan un ndmero entero en el intervalo de 0 a
aproximadamente 30.000 (preferiblemente <25.000, <20.000, <15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100,
<50, <25, <10 o incluso <5)

donde la cadena de polimero comprende restos de ciclodextrina o n es al menos 1.

Otro ejemplo de la presente descripcidén es un compuesto representado por la formula Il
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en donde
P representa una unidad monomeérica de un polimero;

T, independientemente de cada vez que aparece, representa un ligando de establecimiento de objetivos o un
precursor del mismo;

Le, L7, Ls, Lo ¥ L1o, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar
un grupo conector;

CD, independientemente de cada vez que aparece, representa un resto ciclico, tal como un resto de ciclodextrina
o un derivado de la misma;

D, independientemente de cada vez que aparece, representa un agente terapéutico o una forma de profarmaco
del mismo;

m, independientemente de cada vez que aparece, representa un namero entero en el intervalo de 1 a 10
(preferiblemente de 1 a8, 1 a5 oincluso 1 a 3);

0 representa un numero entero en el intervalo de 1 a aproximadamente 30.,000 (preferiblemente <25.000,
<20.000, <15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100, <50, <25, <10, o incluso <5); y

p, Ny g, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de 0 a 10
(preferiblemente de 0 a 8, 0 a 5, 0 a 3 o incluso 0 a aproximadamente 2),

en donde CD y D estan presentes preferiblemente cada uno en al menos 1 ubicacion (preferiblemente al menos 5,
10, 25, 50 o incluso >100 ubicaciones) en el compuesto.

Otro ejemplo de la presente descripcidén es un compuesto representado por la formula lll:
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en donde
CD representa un resto ciclico, tal como un resto de ciclodextrina o un derivado de la misma;

L4, Ls, Le Y L7, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar un
grupo conector;

D y D', independientemente de cada vez que aparecen, representan el mismo o diferente agente terapéutico o
profarmacos del mismo;

T y T, independientemente de cada vez que aparecen, representan el mismo o diferente ligando de
establecimiento de objetivos o un precursor del mismo;

f e y, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de 1y 10
(preferiblemente de 1 a8, 1 a5 oincluso 1 a 3);

g Yy z, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de 0 y 10
(preferiblemente 0 a 8,0 a 5, 0 a 3 0 incluso 0 a aproximadamente 2); y

h representa un ndmero entero en el intervalo de 1 y 30.000 (preferiblemente <25.000, <20.000, <15.000,
<10.000, <5.000, <1.000, <500, <100, <50, <25, <10 o incluso <5),

en donde al menos una aparicion (y preferiblemente al menos 5, 10 o incluso al menos 20, 50 o >100 apariciones)
de g representa un nimero entero mayor que O.

También se describe en la presente memoria un método para preparar los conjugados poliméricos que contienen
ciclodextrina, terapéuticos que se describen en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria una composicion farmacéutica que comprende un compuesto o
polimero descrito anteriormente.

También se describe en la presente memoria una forma de dosificacién farmacéutica que comprende un conjugado
polimérico descrito en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un método para tratar a un sujeto que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de cualquiera de los conjugados poliméricos descritos en este texto.

También se describe en la presente memoria un método para conducir un negocio farmacéutico que comprende
administrar, autorizar o distribuir equipos que contienen o se relacionan con cualquiera de los conjugados
poliméricos descritos en la presente memoria.

En ciertos casos, estos conjugados poliméricos, terapéuticos mejoran la estabilidad y/o solubilidad en el farmaco del
agente terapéutico cuando se utilizan in vivo. Ademas, al seleccionar de una variedad de grupos conectores, los
conjugados poliméricos propocionan métodos para la liberacion controlada de los agentes terapéuticos y/o
bioactivos 0 mejoran la seguridad y/o eficacia terapéutica in vivo del agente terapéutico/bioactivo. En ciertos casos,
los conjugados poliméricos son bioerosionables o biodegradables.
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Breve Descripcion de las Figuras
La figura 1 muestra estrategias para variar los conjugados poliméricos para regular sus caracteristicas.

La figura 2 demuestra el efecto de la longitud de la atadura peptidica sobre la velocidad de liberacion del farmaco
para el polimero de CD cargado en el farmaco.

La figura 3 presenta el efecto que la camptotecina de atadura tiene sobre la estabilidad mejorada de camptotecina,
por ejemplo, inhibiendo la apertura de anillos de lactona.

La figura 4 muestra los estudios de apertura de anillos de lactona en un amortiguador de KH2P04 pH 7,4.
Las figuras 5a y 5b muestran el control de polimerizacion al ajustar el tiempo de polimerizacion.

La figura 6 ilustra la liberacién de CPT de HG6 y HGGS6 a 37°C después de 24 horas en soluciones amortiguadoras
con pHs que varian de 1,1 a 13,1.

La figura 7 exhibe el andlisis de HPLC de la degradacidon del polimero de CD-BisCys-SS-Peg3400.

La figura 8 muestra la curva de crecimiento tumoral como una funcién del tiempo para D5W, CPT, irinotecan,
LGGG10 a sus dosis no toxicas, mas altas sometidas a prueba (18 mg de CPT/kg) y los otros tres conjugados con
un polimero de alto peso molecular (HGGG6, HG6, HGGGIO) en sus MTDs en ratones de xenoinjerto.

La figura 9 presenta las curvas de crecimiento tumoral promedio para HGGG6, HG6 y HGGG10 en ratones de
xenoinjerto.

La figura 10 presenta las curvas de crecimiento tumoral promedio para LGGG10 y HGGG10 cada uno dosificado a 9
mg de CPT/kg en ratones de xenoinjerto.

La figura 11 presenta las pérdidas de peso corporal promedio (MBW, por sus siglas en inglés) como una funcion del
tiempo transcrita en un diagrama para D5W, CPT, irinotecan y los tres conjugados que contienen un polimero de alto
peso molecular en sus MTDs en ratones de xenoinjerto.

La figura 12 muestra la correlacion de la concentracién de CPT (ng/mg de tejido) con. el tamafio del tumor (en mg)
en ratones de xenoinjerto.

Descripcion Detallada de la Invencion
l. Vista general

La presente descripcion se refiere a composiciones novedosas de compuestos poliméricos, terapéuticos que
contienen ciclodextrina disefiados para el suministro en farmacos de agentes terapéuticos. En ciertos casos, estos
polimeros que contienen ciclodextrina mejoran la estabilidad y/o solubilidad del farmaco y/o reduce la toxicidad y/o
mejoran la eficacia de la molécula pequefia, terapéutica cuando se utiliza in vivo. En ciertos casos, los polimeros se
pueden utilizar para el suministro de agentes terapéuticos, tales como camptotecina, taxol, doxorrubicina y
anfotericina. Ademas, al seleccionar de una variedad de grupos conectores y/o ligandos de establecimiento de
objetivos, la velocidad de liberacion de farmacos desde los polimeros puede ser atenuada para el suministro
controlado. La descripcion también se refiere a métodos para tratar sujetos con las composiciones terapéuticas
descritas en este texto. La descripcion ademas se refiere a métodos para conducir un negocio farmacéutico que
comprenden fabricar, autorizar o distribuir equipos que contienen o que se relacionan con los compuestos
poliméricos descritos en este texto.

Mas generalmente, la presente descripcion proporciona conjugados poliméricos, biocompatibles, solubles en agua
que comprenden un polimero biocompatible, soluble en agua que esta unido covalentemente a porciones bioactivas
a través de uniones que son escindidas bajo condiciones bioldgicas para liberar las porciones bioactivas. En ciertos
tales casos, el polimero comprende porciones ciclicas que alternan con porciones conectoras que acoplan las
estructuras ciclicas, por ejemplo, en polimeros lineales o ramificados, preferiblemente polimeros lineales. Las
porciones ciclicas pueden ser cualquier estructura ciclica, adecuada, tal como ciclodextrinas, éteres de corona (por
ejemplo, 18-corona-6, 15-corona-5, 12-corona-4, etcétera), oligopéptidos ciclicos (por ejemplo, que comprenden de 5
a 10 residuos de aminoacidos), criptands o criptatos (por ejemplo, criptand [2.2.2], criptand-2,1,1, y complejos de los
mismos), calixarenos o cavitands o cualquier combinacion de los mismos. Preferiblemente, la estructura ciclica es (o
esta modificada para ser) soluble en agua. En ciertos casos, por ejemplo, donde se desea un polimero lineal, la
estructura ciclica se selecciona de tal manera que bajo condiciones de polimerizacién, exactamente dos porciones
de cada estructura ciclica son reactivas con las porciones conectoras, de tal manera que el polimero resultante
comprende (o consiste esencialmente de) una serie alternante de porciones ciclicas y porciones conectoras, tal
como al menos cuatro de cada tipo de porcion. Las porciones ciclicas, difuncionalizadas, adecuadas incluyen
muchas que son comercialmente disponibles y/o idoneas para la preparacion utilizando protocolos publicados. En
ciertos casos, los conjugados son solubles en agua a una concentracion de al menos 0,1 g/ml, preferiblemente al
menos 0,25 g/ml.
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El polimero puede ser un polication, un polianion o un polimero no iénico. Un polimero policatiénico o polianiénico
tiene al menos un sitio que lleva una carga positiva 0 negativa, respectivamente. En ciertos tales casos, al menos
una porcion conectora y una porcion ciclica comprenden este sitio cargado, de manera que cada aparicion de esa
porcién incluye un sitio cargado.

El agente bioactivo, el cual puede ser un agente terapéutico, un agente de diagndstico o un adyuvante (tal como
radiosensibilizador o un compuesto que carezca de actividad significante administrado solo pero que aumenta la
potencia de la actividad del otro agente terapéutico), preferiblemente forma hasta al menos 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30% o incluso 35% en peso del conjugado. En los casos preferidos, la administracion del polimero a un
paciente da por resultado la liberacién del agente bioactivo durante un periodo de al menos 6 horas, preferiblemente
al menos 12 o 18 horas. Por ejemplo, el agente puede ser liberado durante un periodo de tiempo que varia de 6
horas a un mes, 6 horas a dos semanas, 6 horas a 3 dias, etcétera. En ciertos casos, la velocidad de liberacion del
farmaco es dependiente principalmente de la velocidad de la hidrélisis (lo opuesto a la escision enzimatica), por
ejemplo, la velocidad de liberacién cambia por menos de un factor de 5, preferiblemente menos de un factor de 2, en
presencia de enzimas hidroliticas. En otros casos, la velocidad de liberacion del farmaco puede ser dependiente
principalmente de la velocidad de la escision enzimatica.

Los conjugados poliméricos de la presente descripcion pueden ser Utiles para mejorar la solubilidad y/o estabilidad
de un agente bioactivo/terapéutico, para reducir las interacciones de farmaco-farmaco, para reducir las interacciones
con elementos sanguineos que incluyen proteinas plasmaticas, para reducir o eliminar la inmunogenicidad, para
proteger al agente del metabolismo, para modular la cinética de liberacién de farmaco, para mejorar el tiempo de
circulacion, para mejorar el periodo de vida media del farmaco (por ejemplo, en el suero o en tejidos seleccionados,
tales como tumores), para atenuar la toxicidad, para mejorar la eficacia, para normalizar el metabolismo del farmaco
a través de sujetos de diferentes especies, etnias y/o razas y/o para mejorar el suministro establecido como objetivo
en células o tejidos especificos. Los compuestos pobremente solubles y/o toxicos pueden beneficiarse
particularmente de la incorporacion en los compuestos poliméricos de la descripcion.

1. Definiciones
€) Términos Generales

Un "adyuvante", como se utiliza el término en este texto, es un compuesto que tiene poco o nada de valor
terapéutico por si mismo, pero que incrementa la efectividad de un agente terapéutico. Los adyuvantes ejemplares
incluyen radiosensibilizadores, agentes intensificadores de la transfeccion (tales como cloroquina y analogos de la
misma), agentes quimiotacticos y quimioatrayentes, péptidos que modulan la adhesién celular y/o movilidad celular,
agentes para permeabilizar células, inhibidores de la resistencia a multiples farmacos y/o bombas de descarga,
etcétera.

El término "agonista", utilizado en este texto, se propone para referirse a un agente que imita o sobre-regula (por
ejemplo aumenta la potencia o complementa) la bioactividad de una proteina de interés o un agente que facilita o
promueve (por ejemplo, aumenta la potencia o complementa) una interaccion entre polipéptidos o entre un
polipéptido y otra molécula (por ejemplo,- un esteroide, hormona, acidos nucleicos, moléculas pequefias, etcétera).
Un agonista puede ser una proteina de tipo natural o un derivado de la misma que tiene al menos una bioactividad
de la proteina de tipo natural. Un agonista también puede ser una molécula pequefia que sobre-regule la expresién
de un gen o que incrementa al menos una bioactividad de una proteina. Un agonista también puede ser una proteina
o molécula pequefia que incrementa la interaccion de un péptido de interés con otra molécula, por ejemplo, un
péptido o &cido nucleico objetivo.

"Antagonista”, utilizado en este texto, se propone para referirse a un agente que detiene (por ejemplo, suprime o
inhibe) la bioactividad de una proteina de interés o un agente que inhibe/suprime o reduce (por ejemplo,
desestabiliza o disminuye) la interaccion entre polipéptidos u otras moléculas (por ejemplo, esteroides, hormonas,
acidos nucleicos, etcétera). Un antagonista también puede ser un compuesto que detenga la expresion de un gen de
interés o que reduzca la cantidad de la proteina de tipo natural presente. Un antagonista también puede ser una
proteina o una molécula pequefia que disminuya o inhiba la interaccion de un polipéptido de interés con otra
molécula, por ejemplo un péptido o acido nucleico objetivo.

Los términos "polimero biocompatible” "biocompatibilidad" cuando se utilizan con relacion a polimeros son
reconocidos en el campo. Por ejemplo, los polimeros biocompatibles incluyen polimeros que no son toxicos por si
mismos para el hospedante (por ejemplo, un animal o humano), ni se degradan (si el polimero se degrada) a una
velocidad que produzca subunidades monoméricas u oligoméricas u otros subproductos en concentraciones toxicas
en el hospedante. En ciertos casos de la presente descripcion, la biodegradacion involucra generalmente la
degradacion del polimero en un organismo, por ejemplo, en sus subunidades monomeéricas, que se sabe pueden ser
efectivamente no téxicas. Sin embargo, los productos oligoméricos, intermedios que resultan de esta degradacion
pueden tener diferentes propiedades toxicolégicas o la biodegradacion puede involucrar la oxidacion u otras
reacciones bioquimicas que generan moléculas diferentes de las subunidades monoméricas del polimero.
Consecuentemente, en ciertos casos, la toxicologia de un polimero biodegradable propuesto para el uso in vivo, tal
como el implante o inyeccién en un paciente, se puede determinar después de uno o mas andlisis de toxicidad. No
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es necesario que alguna composicién principal tenga una pureza de 100% para considerarse biocompatible. Por lo
tanto, una composicién principal puede comprender 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%, 75% o incluso
menos de los polimeros biocompatibles, por ejemplo, incluyendo los polimeros y otros materiales y excipientes
descritos en este texto, y aln ser biocompatibles.

Para determinar si un polimero u otro material es biocompatible, puede ser necesario conducir un andlisis de
toxicidad. Estos ensayos son bien conocidos en el campo. Un ejemplo de este ensayo se puede realizar con células
vivas de carcinoma, tal como las células tumorales GT3TKB, de la siguiente manera: la muestra es degradada en
NaOH 1 M a 37°C hasta que se observa la degradacion completa. La solucion entonces se neutraliza con HC1 1 M.
Aproximadamente 200 uL de varias concentraciones de los productos de muestra degradados se colocan en placas
de cultivo de tejido de 96 pocillos y se siembran con células de carcinoma gastrico de humano (GT3TKB) a
104/densidad del pocillo. Los productos de muestra degradados son incubados con las células GT3TKB durante 48
horas. Los resultados del ensayo se pueden transcribir a un diagrama como el % de crecimiento relativo contra la
concentracién de la muestra degradada en el pocillo de cultivo de tejido. Ademas, los polimeros y formulaciones de
la presente descripcion también pueden ser evaluados mediante pruebas in vivo bien conocidas, tales como
implantes subcutaneos en ratas para confirmar que no causan niveles significantes de irritacion e inflamacion en los
sitios de implante subcutaneos.

El término "biodegradable" es reconocido en el campo e incluye polimeros, composiciones y formulaciones, tales
como aquellos descritos en este texto, que se proponen para la degradacion durante el uso. Los polimeros
biodegradables difieren tipicamente de los polimeros no biodegradables en que los primeros pueden ser degradados
durante el uso. En ciertos casos, este uso involucra el uso in vivo, tal como la terapia in vivo y en otros ciertos casos,
este uso involucra el uso in vitro. En general, la degradacion atribuible a la biodegradabilidad involucra la
degradacidon de un polimero biodegradable en sus subunidades componentes, o digestién, por ejemplo, mediante un
procedimiento bioquimico del polimero en subunidades no poliméricas, mas pequefias. En ciertos casos, se pueden
identificar generalmente dos tipos diferentes de biodegradacién. Por ejemplo, un tipo de biodegradacion puede
involucrar la escision de enlaces (ya sea covalente o de otra manera) en la estructura principal del polimero. En esta
biodegradacién resultan tipicamente mondmeros y oligdmeros, y ain mas tipicamente, esta biodegradacién ocurre
mediante la escision de un enlace que conecta una o mas subunidades de un polimero. En contraste, otro tipo de
biodegradacién puede involucrar la escisién de un enlace (ya sea covalente o de otra manera) interno a la cadena
lateral o que conecta una cadena lateral con la estructura principal del polimero. Por ejemplo, un agente terapéutico
u otra porcién quimica unida como una cadena lateral a la estructura principal del polimero se puede liberar
mediante la biodegradacion. En ciertas modalidades, uno o el otro o ambos tipos generales de biodegradacion
pueden ocurrir durante el uso de un polimero.

Como se utiliza en este texto, el término "biodegradacién” incluye ambos tipos generales de biodegradacion. La
velocidad de degradacion de un polimero biodegradable depende frecuentemente en parte de una variedad de
factores, que incluyen la identidad quimica del enlace responsable de cualquier degradacion, el peso molecular,
cristalinidad, bioestabilidad y grado de reticulacién de este polimero, las caracteristicas fisicas (por ejemplo, forma y
tamafio) de un implante y el modo y ubicacion de la administracion. Por ejemplo, mientras mayor sea el peso
molecular, mayor sera el grado de cristalinidad y/o mayor sera la bioestabilidad. La biodegradacion de cualquier
polimero biodegradable es usualmente mas lenta. El término "biodegradable" se propone para cubrir los materiales y
procedimientos también denominados "bioerosionables".

En ciertos casos en donde el polimero biodegradable también tiene un agente terapéutico u otro material asociado
con este, la velocidad de biodegradacion de este polimero puede estar caracterizada por una velocidad de liberacion
de estos materiales. En estas circunstancias, la velocidad de biodegradacién puede depender no Unicamente de la
identidad quimica y las caracteristicas fasicas del polimero, sino también de la identidad del(los) material(es)
incorporado(s) en el mismo. La degradacion de las composiciones principales incluyen no Gnicamente la escision de
los enlaces intramoleculares, por ejemplo, mediante la oxidacién y/o la hidrdlisis, sino también la disrupciéon de
uniones intermoleculares, tal como la disociacion de los complejos de hospedante/invitado por la formacion de
complejos competitivos con hospedantes de inclusién extrafios.

En ciertos casos, las formulaciones poliméricas de la presente descripcidon son biodegradadas dentro de un periodo
que es aceptable en la aplicacion deseada. En ciertos casos, tal como en la terapia in vivo, esta degradacion ocurre
en un periodo usualmente menor que aproximadamente cinco afios, un afio, seis meses, tres meses, un mes, quince
dias, cinco dias, tres dias o ain un dia con la exposicién a una solucion fisiolégica con un pH entre 6 y 8 que tiene
una temperatura de entre 25 y 37°C. En otros casos, el polimero se degrada en un periodo entre aproximadamente
una hora y varias semanas, dependiendo de la aplicacion deseada.

Como se utiliza en este texto, el término "bioerosionable" se refiere a polimeros que suministran cantidades
efectivas, sostenidas de agente terapéutico al tejido objetivo durante los periodos de tiempo extendidos, deseados.
De esta manera, un polimero de acuerdo con la descripcion en el ambiente biolégico del tejido del hospedante y
similares, en un aspecto, se sujeta a enzimas hidroliticas y especies oxidantes bajo, y en proporcion a, la respuesta
inflamatoria del hospedante. Esto da por resultado la liberacion del agente terapéutico por via de la ruptura de las
uniones enlazadas, covalentes. De esta manera, en ciertos casos, los materiales de la descripcion utilizan el proceso
de reparacion de la curacién de heridas del propio mamifero para ser degradados con lo cual, como se describiera



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2417324713

anteriormente en este texto.

Los polimeros bhiodegradables acido polilactico, acido poliglicélico y copolimero de acido polilactico-glicélico (PLGA),
han sido investigados extensivamente para la formulacién de nanoparticulas. Estos polimeros son poliésteres que,
con el implante en el cuerpo, se someten a la hidrolisis simple. Los productos de esta hidrdlisis son porciones
biolégicamente compatibles y metabolizables (por ejemplo, acido lactico y &acido glicolico), las cuales son removidas
eventualmente del cuerpo por el ciclo de acido citrico. Los productos poliméricos de la biodegradacién se forman a
una velocidad muy lenta y, por lo tanto, no afectan la funcién celular normal. Varios estudios de implantes con estos
polimeros han probado ser seguros en las aplicaciones de suministro de farmacos, utilizados en forma de matrices,
microesferas, materiales para el implante de huesos, suturas quirirgicas y también en aplicaciones anticonceptivas
por sus efectos a largo plazo. Estos polimeros también se utilizan como materiales de injerto para 6rganos artificiales
y recientemente como membranas de base en las investigaciones de ingenieria de tejidos. Nature Med. 824-826
(1996). De esta manera, estos polimeros han sido sometidos a prueba en cuanto al tiempo en varias aplicaciones y
han probado ser seguros para el uso en humanos. Mas importantemente, estos polimeros son aprobados por la FDA
para el uso en humanos.

Cuando se utilizan polimeros para el suministro de agentes farmacol6gicamente activos in vivo, es esencial que los
polimeros mismos no sean toxicos y que se degraden en productos de degradacion no toxicos a medida que el
polimero es erosionado por los fluidos corporales. Sin embargo, muchos polimeros biodegradables, sintéticos
producen oligbmeros y mondémeros con la erosién in vivo que interactian de manera adversa con el tejido
circundante. D. F. Williams, J. Mater. Sci. 1233 (1982). Para minimizar la toxicidad del portador polimérico, intacto y
sus productos de degradacion, los polimeros han sido disefiados en base a metabolitos de origen natural.
Preferiblemente, los ejemplos mas extensivamente estudiados de estos polimeros son los poliésteres derivados de
acido lactico o glicdlico y poliamidas derivadas de amino&cidos.

Se conoce una variedad de polimeros bioerosionables o biodegradables y se utilizan para la liberacion controlada de
agentes farmacéuticos. Estos polimeros se describen en, por ejemplo, la patente norteamericana No. 4,291,013; la
patente norteamericana No. 4,347,234; la patente norteamericana No. 4,525,495; la patente norteamericana No.
4,570,629; la patente norteamericana No. 4,572,832; la patente norteamericana No. 4,58 7,268; la patente
norteamericana No. 4,638,045; la patente norteamericana No. 4,675,381; la patente norteamericana No. 4,745,160;
y la patente norteamericana No. 5,219,980.

Una unién biohidrolizable (por ejemplo, éster, amida, carbonato, carbamatos o imida) se refiere a una unién que es
escindida (por ejemplo, un éster es escindido para forma un hidroxilo y un acido carboxilico) bajo condiciones
fisiolégicas. Las condiciones fisiolégicas incluyen ambientes &cidos y bésicos del tracto digestivo (por ejemplo,
estomago, intestinos, etcétera), el ambiente &cido de un tumor, la escision enzimatica, metabolismo y otros
procedimientos biologicos y se refiere preferiblemente a condiciones fisiolégicas en un animal vertebrado, tal como
un mamifero.

Como se utiliza en este texto, los términos "precursor de comonomero A", "conector”, "grupo conector" y "porcion
conectora" se refieren a cualquier compuesto simétrico o asimétrico de cadena recta o ramificada, el cual con la
reaccion con un precursor monomérico de ciclodextrina u otra porcion ciclica, adecuada enlaza dos de estas
porciones conjuntamente. En ciertos casos, un precursor de comondmero A es un compuesto que contiene al menos
dos grupos funcionales a través de los cuales se puede lograr la reaccién y de esta manera el enlace de los
monomeros de ciclodextrina. Los ejemplos de grupos funcionales, los cuales pueden ser los mismos o diferentes,
terminales e internos, de cada precursor de comonémero A incluyen, pero no estan limitados a, los grupos amino,
acido, imidazol, hidroxilo, tio, haluro de acilo, -C=C- o -C=C- y derivados de los mismos. En los casos preferidos, los
dos grupos funcionales son los mismos y estan localizados en las terminaciones del comondémero. En ciertos casos,
un precursor de comonoémero A contiene uno o mas grupos pendientes con al menos un grupo funcional a través del
cual se puede lograr la reaccién y de esta manera el enlace del agente terapéutico o ligando de establecimiento de
objetivos o se puede lograr la polimerizacion ramificada. Los ejemplos de grupos funcionales, los cuales pueden ser
los mismos o diferentes, terminales o internos, de cada grupo pendiente del precursor de comondmero A incluyen,
pero no estén limitados a, grupos amino, acido, imidazol, hidroxilo, tiol, haluro de acilo, etileno y etino y derivados de
los mismos. En ciertos casos, el grupo pendiente es un grupo alquilo de 1 a 10 atomos de carbono (preferiblemente
de 1 a 6 atomos de carbono) de cadena ramificada, ciclica o recta, (no)sustituido, o arilalquilo que contiene
opcionalmente uno o mas heteroatomos, por ejemplo N, O, S, dentro de la cadena o el anillo.

Con la copolimerizacion de un precursor de comonomero A con un precursor de monémero de ciclodextrina, dos
mondmeros de ciclodextrina se pueden enlazar conjuntamente mediante la unién del lado de hidroxilo primario de un
mondmero de ciclodextrina con el lado de hidroxilo primario de otro monémero de ciclodextrina, al unir el lado de
hidroxilo secundario de un monémero de ciclodextrina con el lado de hidroxilo secundario de otro monémero de
ciclodextrina o al unir el lado de hidroxilo primario de un mondmero de ciclodextrina con el lado de hidroxilo
secundario de otro monédmero de ciclodextrina. Por consiguiente, las combinaciones de estos enlaces pueden existir
en el copolimero final. Tanto el precursor de comonoémero A como el comonémero A del copolimero final pueden ser
neutros, catiénicos (por ejemplo, al contener grupos protonados tales como, por ejemplo, grupos amonio cuaternario)
0 anionicos (por ejemplo, al contener grupos desprotonados tales como, por ejemplo, sulfato, fosfato, borinato o
carboxilato) . La carga del comonémero A del copolimero se puede ajustar al ajustar las condiciones de pH. Los
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ejemplos de precursores de comonémero A adecuados incluyen, pero no estan limitados a, succinimida (por
ejemplo, ditiobis(propionato de succinimidilo) DSP y suberato de dis-succinimidilo (DSS)), glutamatos y aspartatos).

Los polimeros que contienen ciclodextrina de la presente descripcion pueden, ser lineales, ramificados o injertados.
Como se utiliza en este texto, el término "polimero que contiene ciclodextrina, lineal" se refiere a un polimero que
comprende moléculas de (a, B 0 y) ciclodextrina o derivados de los mismos que son insertados dentro de una
cadena polimérica. Como se utiliza en este texto, el término "polimero que contiene ciclodextrina, injertado” se
refiere a un polimero que comprende moléculas de (o, B 0 y) ciclodextrina o derivados de mismas que estan
pendientes de la cadena polimérica. El término "polimero de injerto" utilizado en este texto se refiere a una molécula
polimérica que tiene porciones adicionales unidas como grupos pendientes junto con una estructura principal del
polimero. El término "polimerizaciéon de injerto" representa una polimerizacion en la cual una cadena lateral es
injertada en una cadena polimérica, la cadena lateral que consiste de uno o varios de otros monémeros. Las
propiedades del copolimero de injerto obtenidas tales como, por ejemplo solubilidad, punto de fusién, absorcion de
agua, humectabilidad, propiedades mecanicas, comportamiento de adsorcién, etcétera, se desvian mas o menos
pronunciadamente de aquellas del polimero inicial como una funcion del tipo y la cantidad de los mondémeros
injertados. El término "relacion de injerto", utilizado en este texto, significa el porcentaje en peso de la cantidad de los
monomeros injertados en base al peso del polimero. Como se utiliza en este texto, un polimero que contiene
ciclodextrina, n injertado se refiere a una estructura principal del polimero con una pluralidad de puntos de
ramificacion, en donde cada punto de ramificaciéon es un punto de inicio de aun otra cadena de la estructura principal
del polimero y cada seccién de la estructura principal del polimero puede tener una pluralidad de moléculas de (a, B
0 v) ciclodextrina, o derivados de las mismas, insertadas o injertadas en la cadena.

La expresion "resto de ciclodextrina” se refiere a moléculas de (o, B 0 y) ciclodextrina o derivados de las mismas, las
cuales pueden estar en sus formas oxidadas o reducidas. Los restos de ciclodextrina pueden comprender
conectores opcionales. Los agentes terapéuticos, opcionales y/o ligandos de establecimiento de objetivos pueden
ser enlazados adicionalmente a esas porciones por via de un conector opcional. El enlace puede ser covalente
(opcionalmente por via de enlaces biohidrolizables, por ejemplo, esteres, amidas, carbamatos y carbonatos) o puede
ser un complejo de hospedante-invitado entre el derivado de ciclodextrina y el agente terapéutico y/o ligando de
establecimiento de objetivos o los conectores opcionales de cada uno. Los restos de ciclodextrina pueden incluir
ademas una o0 méas porciones de carbohidratos, preferiblemente porciones de carbohidratos simples, tales como
galactosa, unidas al nucleo ciclico, ya sea directamente (es decir, por via de un enlace de carbohidrato) o a través
de un grupo conector.

El término "EDsg" significa la dosis de un farmaco que produce 50% de su respuesta o efecto maximo.

Una "cantidad efectiva” de un compuesto principal, con respecto al método de tratamiento principal, se refiere a una
cantidad del agente terapéutico en una preparacion que, cuando se aplica como parte de un régimen de dosificacion
deseado, proporciona un beneficio de acuerdo con estandares clinicamente aceptables para el tratamiento o
profilaxis de un trastorno particular.

La expresion "proveedores de atencion sanitaria" se refiere a individuos u organizaciones que proporcionan servicios
de atencion sanitaria a una persona, comunidad, etcétera. Los ejemplos de "proveedores de atencidon sanitaria"
incluyen doctores, hospitales, comunidades de jubilacion de cuidado continuo, instalaciones de enfermeria calificada,
instalaciones de cuidado subagudo, clinicas, clinicas de multiples especialidades, centros ambulatorios autoestables,
agencias de salud domiciliarias y Organizaciones para el mantenimiento de la salud (HMO's, por sus siglas en
inglés).

La(s) "instruccion(es)" utilizada (s) en este texto significan documentos que describen materiales o metodologias
relevantes que pertenecen a un equipo. Estos materiales pueden incluir cualquier combinacion de los siguientes:
informacién de antecedentes, lista de componentes y su informacién de disponibilidad (informacion de adquisicion,
etcétera), protocolos breves o detallados para el uso del equipo, medicién de dificultades, referencias, soporte
técnico y cualquier otro documento relacionado. Las instrucciones pueden suministrarse con el equipo o como un
componente de miembros separados, ya sea como una forma de papel o una forma electrénica que puede
suministrarse en un dispositivo de memoria leible por computadora o puede ser descargado de un sitio Web de
Internet 0 como una presentacion registrada. Las instrucciones pueden comprender uno o multiples documentos y se
propone que incluya actualizaciones futuras.

El "equipo” utilizado en este texto significa una coleccion de al menos dos componentes que constituyen el equipo.
Conjuntamente, los componentes constituyen una unidad funcional para un propdésito dado. Los componentes de
miembros individuales pueden ser empacados fisicamente en conjunto o por separado. Por ejemplo, un equipo que
comprende una instruccion para el uso del equipo puede o no incluir fisicamente la instruccién con otros
componentes de miembros individuales. En cambio, la instrucciéon puede suministrarse como un componente de
medios separados, ya sea en forma de papel o en forma electronica que puede suministrarse en un dispositivo de
memoria leible por computadora o puede ser descargado de un sitio Web de Internet o como una presentacion
registrada.

El término "LDsg" significa la dosis de un farmaco que es letal en 50% de los sujetos de prueba.
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Un "paciente" o "sujeto” a ser tratado por el método principal puede significar un sujeto ya sea humano o no humano.

Las "polimerizaciones" de la presente descripcién incluyen mecanismos radicales, anidnicos y catiénicos, asi como
también reacciones de moléculas biofuncionales (analogas a la formacién de nilén, por ejemplo la reaccién de
moléculas cada una de las cuales lleva dos o mas porciones reactivas diferentes que reaccionan entre si (pero,
preferiblemente, son desfavorecidas de la reaccion intramolecularmente por restricciones estéricas,
conformacionales u otras restricciones), o la reaccion de dos o mas compuestos diferentes, cada compuesto que
lleva dos 0 mas porciones reactivas que reaccionan solamente con las porciones reactivas de diferentes compuestos
(es decir, intermolecularmente)), asi como también polimerizaciones catalizadas por metales, tales como metatesis
de olefinas y otras reacciones de polimerizacién conocidas para aquellas personas expertas en el campo.

El término tratamiento "profilactico o terapéutico” es reconocido en el campo e incluye la administracién al
hospedante de una o mas de las composiciones principales. Si se administra antes de la manifestacion clinica de la
condicién indeseada (por ejemplo una enfermedad u otro estado indeseado del animal hospedante) entonces el
tratamiento es profilactico, es decir, protege al hospedante contra el desarrollo de la condiciéon indeseada, mientras
gue si se administra después de la manifestacion de la condicién indeseada, el tratamiento es terapéutico (es decir,
se propone para disminuir, mejorar o estabilizar la condicion indeseada, existente o los efectos colaterales de la
misma).

El término "prevenir" es reconocido en el campo y cuando se utiliza con relacién a una condicién, tal como una
recurrencia local (por ejemplo, dolor), una enfermedad tal como el cancer, un complejo de sindromes tales como
insuficiencia cardiaca o cualquier otra condicién médica, es bien entendido el campo e incluye la administracion de
una composicion que reduce la frecuencia de, o retarda el comienzo de, sintomas de una condicion médica en un
sujeto con relacion a un sujeto que no recibe la composicién. De esta manera, la prevencion del cancer incluye, por
ejemplo, la reduccion del nimero de crecimientos cancerosos, detectables en una poblacién de pacientes que
reciben un tratamiento profilactico con una relacién a una poblaciéon de control no tratada y/o el retardo de la
aparicion de los crecimientos cancerosos, detectables en una poblacion tratada contra una poblacién de control no
tratada, por ejemplo, mediante una cantidad estadistica y/o clinicamente significante. La prevencion de una infeccion
incluye, por ejemplo, la reduccién del nimero de diagndsticos de la infeccion en una poblacion tratada contra una
poblacién de control no tratada y/o el retardo del comienzo de los sintomas de la infeccidon en una poblacion tratada
contra una poblacién de control no tratada. La prevencion del dolor incluye, por ejemplo, la reduccién de la
frecuencia de, o alternativamente el retardo de, sensaciones de dolor experimentadas por sujetos en una poblacion
tratada contra una poblacién de control no tratada.

Como se utiliza en este texto, la expresion "agente terapéutico" incluye cualquier compuesto 0 composicion
biolbgicamente activo de origen sintético o natural de material que, cuando se administra a un organismo (animal
humano o no humano), induce un efecto farmacoldgico, inmunogénico y/o fisiolégico deseado mediante la accion
local y/o sistémica. Por lo tanto, el término incluye aquellos compuestos o productos quimicos considerados
tradicionalmente como farmacos, vacunas y agentes biofarmacéuticos que incluyen moléculas, tales como proteinas,
péptidos, hormonas, acidos nucleicos, construcciones génicas y similares. Mas particularmente, el término "agente
terapéutico” incluye compuestos o composiciones para el uso en todas las areas terapéuticas, principales que
incluyen, pero no estan limitados a, adyuvantes; agentes antiinfecciosos tales como antibidticos y agentes
antivirales; analgésicos y combinaciones analgésicas, anoréxicos, agentes anti-inflamatorios, anti-epilépticos,
anestésicos locales y generales, hipndticos, sedantes, agentes antipsicoticos, agentes neurolépticos, antidepresivos,
ansioliticos, antagonistas, agentes de bloqueo de neuronas, agentes anticolinérgicos y colinomiméticos, agentes
antimuscarinicos y muscarinicos, antiadrenérgicos, antiarritmicos, agentes antihipertensos, hormonas y nutrientes,
antiartriticos, agentes antiasmaticos, anticonvulsivos, antihistaminas, antinauseosos, antineoplasicos, antipruriticos,
antipiréticos; antiespasmadicos, preparaciones cardiovasculares (que incluyen bloqueadores de canales de calcio,
beta-bloqueadores, beta-agonistas y antiarritmicos), antihipertensos, diuréticos, vasodilatores; estimuladores del
sistema nervioso central; preparaciones para la tos y el resfriado; descongestionantes; agentes de diagnéstico;
hormonas; estimuladores del crecimiento 6seo e inhibidores de resorcion Osea; imunosupresores; relajantes
musculares; psicoestimulantes; sedantes; tranquilizantes; proteinas, péptidos y fragmentos de los mismos (ya sea de
origen natural, sintetizados quimicamente o producidos de manera recombinante); y moléculas de acido nucleico
(formas poliméricas de dos o mas nucledtidos, ya sea ribonucleétidos (ARN) o deoxirribonucleétidos (ADN) que
incluyen moléculas tanto de cadena doble como individual, construcciones génicas, vectores de expresion,,
moléculas antisentido y similares), moléculas pequefias (por ejemplo, doxorrubicina) y otras mocromoléculas
biolégicamente activas tales como, por ejemplo, proteinas y enzimas. El agente puede ser un agente biolégicamente
activo utilizado en aplicaciones médicas, inclusive veterinarias, y en la agricultura, tal como con plantas, asi como
también otras areas. El término agente terapéutico también incluye sin limitacion, medicamentos; vitaminas,
complementos minerales; sustancias utilizadas para el tratamiento, prevencion, diagnosis, curacion o mitigacién de
una enfermedad o malignidad; o sustancias que afectan la estructura o funcién del cuerpo; o pro-farmacos, los
cuales se vuelven biolégicamente activos o mas activos después de que han sido colocados en un ambiente
fisiologico, predeterminado.

Como se utiliza en este texto, la expresion "baja solubilidad acuosa” se refiere a compuestos insolubles en agua que
tienen pobre solubilidad en agua, esto es <5 mg/ml en un pH fisiolégico (6,5-7,4). Preferiblemente, su solubilidad en
agua es <1 mg/ml, mas preferiblemente <0,1 mg/ml. Es deseable que el farmaco sea estable en el agua como una
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dispersién; de otra manera, puede ser deseable una forma sélida liofilizada o secada por aspersion.

Los ejemplos de algunos farmacos insolubles en agua, preferidos incluyen agentes inmunosupresivos, tales como
ciclosporinas que incluyen ciclosporina (ciclosporina A), agentes inmunoactivos, agentes antivirales y antifungales,
agentes antineoplasicos, analgésicos y agentes anti-inflamatorios, antibiéticos, anti-epilépticos, anestésicos,
hipnoticos, sedantes, agentes antipsicoticos, agentes neurolépticos, antidepresivos, ansioliticos, agentes
anticonvulsivos, antagonistas, agentes bloqueadores de neuronas, anticolinérgicos y agentes colinomiméticos,
agentes antimuscarinicos y muscarinicos, antiadrenérgicos y antiarritmicos, agentes antihipertensos, hormonas y
nutrientes. Una descripcién detallada de estos y otros farmacos adecuados se puede encontrar en Remington' s
Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion, 1990, Mack Publishing Co. Filadelfia, Pa.

La expresion "indice terapéutico" se refiere al indice terapéutico de un farmaco definido como. LDso/EDso.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" de un compuesto, con respecto a un método de tratamiento, se refiere a
una cantidad del(los) compuesto(s) en una preparaciéon que, cuando se administra como parte de un régimen de
dosificacion deseado (a un mamifero, preferiblemente un humano) alivia un sintoma, mejora una condicién o
disminuye la velocidad del comienzo de las condiciones de enfermedad de acuerdo con estandares clinicamente
aceptables para el trastorno o condicién que es tratado o el propdsito cosmético, por ejemplo, en una relacién
razonable de beneficio/riesgo aplicable a cualquier tratamiento médico.

Una "dosificacion diaria terapéuticamente efectiva" de un compuesto, con respecto a un método de tratamiento, se
refiere a una cantidad del(los) compuesto(s) en una preparaciéon que, cuando se administra como parte de un
régimen de dosificacion diario, deseado (a un mamifero, preferiblemente un humano) alivia un sintoma, mejora una
condicion o disminuye la velocidad del comienzo de las condiciones de enfermedad de acuerdo con estandares
clinicamente aceptables para el trastorno o condicidn que es tratado o el propésito cosmético, por ejemplo, en una
relacion razonable de beneficio/riesgo que es aplicable a cualquier tratamiento médico.

(b) Términos Quimicos

Una cadena alifatica comprende las clases de alquilo, alquenilo y alquinilo definidas posteriormente. Una cadena
alifatica, recta esta limitada a radicales de cadena de carbono no ramificada. Como se utiliza en este texto, el
término "grupo alifatico” se refiere a un grupo de hidrocarburo alifatico, de cadena recta, cadena ramificada o ciclica
e incluye grupos alifaticos, saturados e insaturados, tales como un grupo alquilo, un grupo alquenilo y un grupo
alquinilo.

Alquilo se refiere a un radical de cadena de carbono ramificada o no ramificada, completamente saturada que tiene
el numero de &tomos de carbono especificado, o hasta 30 atomos de carbono si no se hace una especificacion. Por
ejemplo, alquilo de 1 a 8 atomos de carbono se refiere a radicales tales como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo,
hexilo, heptilo y octilo y aquellos radicales que son isémeros posicionales de esos radicales. Alquilo de 10 a 30
atomos de carbono incluye decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo,
octadecilo, nonadecilo, eicosilo, heneicosilo, docosilo, tricosilo y tetracosilo. En las modalidades preferidas, un grupo
alquilo de cadena recta o cadena ramificada tiene 30 o menos atomos de carbono en su estructura principal (por
ejemplo, de 1 a 30 4&tomos de carbono para las cadenas rectas, de 3 a 30 atomos de carbono para las cadenas
ramificadas) y mas preferiblemente 20 o menos. De igual manera, los grupos cicloalquilo preferidos tienen de 3 a 10
atomos de carbono en su estructura de anillo y mas preferiblemente tienen 5, 6 o 7 atomos de carbono en la
estructura de anillo.

Ademas, el término "alquilo" (o "alquilo inferior") utilizando por toda la especificacion, los ejemplos y las
reivindicaciones se propone para incluir "grupos alquilo no sustituidos" y "grupos alquilo sustituidos", los ultimos de
los cuales se refieren a porciones de alquilo que tienen sustituyentes que reemplazan un atomo de hidrégeno en uno
0 mas atomos de carbono de la estructura principal del hidrocarburo. Estos sustituyentes pueden incluir, por ejemplo,
un halégeno, hidroxilo, carbonilo (tal como carboxilo, alcoxicarbonilo, formilo o acilo), tiocarbonilo (tal como tioéster,
tioacetato o tioformiato), alcoxi, fosforilo, fosfato, fosfonato, fosfinato, amino, amido, amidina, ciano, nitro, sulfhidrilo,
alquiltio, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo o una porciéon aromatica o
heteroaroméatica. Se entendera por aquellas personas expertas en el campo que las porciones sustituidas en la
cadena de hidrocarburo pueden ser sustituidas por si mismas, si es apropiado. Por ejemplo, los sustituyentes de un
grupo alquilo sustituido pueden incluir formas sustituidas y no sustituidas de amino, azido, imino, amido, fosforilo
(que incluye fosfonato y fosfinato), sulfonilo (que incluye sulfato, sulfonamido, sulfamoilo y sulfonato) y grupos sililo,
asi como también éteres, alquiltios, carbonilos (que incluyen cetonas, aldehidos, carboxilatos y esteres), -CFs, -CN y
similares. Los grupos alquilo sustituidos, ejemplares se describen posteriormente. Los grupos cicloalquilo pueden ser
sustituidos adicionalmente por alquilos, alquenilos, alcoxilos, alquiltios, aminoalquilos, alquilos sustituidos por
carbonilo, -CFs, -CN y similares.

A menos que el niumero de atomos de carbono se especifique de. otra manera, "alquilo inferior", como se utiliza en
este texto, significa un grupo alquilo, como se definiera anteriormente, pero que tiene de uno a diez atomos de
carbono, mas preferiblemente de uno a seis atomos de carbono en su estructura principal, tal como metilo, etilo, n-
propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, y terc-butilo. De igual manera, "alquenilo inferior" y "alquinilo inferior"
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tienen longitudes de cadena similares. Por toda la solicitud, los grupos alquilo preferidos son grupos alquilo
inferiores. En los casos preferidos, un sustituyente designado en este texto como alquilo es alquilo inferior.

El término "alquiltio" se refiere a un grupo alquilo, como se definiera anteriormente, que tiene un radical de azufre
unido al mismo. En los casos preferidos, la porcion "alquiltio” es representada por uno de -(S)-alquilo, -(S)-alquenilo,
-(S)-alquinilo y -(S)-(CH2)m-R1, en donde m y R1 son definidos posteriormente. Los grupos alquiltio representativos
incluyen metiltio, etiltio y similares.

Alquenilo se refiere a cualquier radical de cadena de carbono saturada, ramificada o no ramificada que tiene el
numero de atomos de carbono especificado, o hasta 26 atomos de carbono si no se especifica una limitacién en el
numero de atomos de carbono; y que tiene 1 0 mas enlaces dobles en el radical. Alquenilo de 6 a 26 atomos de
carbono es ejemplificado por hexenilo, heptenilo, octenilo, nonenilo, decenilo, undecenilo, dodenilo, tridecenilo,
tetradecenilo, pentadecenilo, hexadecenilo, heptadecenilo, octadecenilo, nonadecenilo, eicosenilo, heneicosoenilo,
docosenilo, tricosenilo y tetracosenilo, en sus diversas formas isoméricas, donde la(s) unién(es) insaturada(s) se
puede localizar en cualquier parte en el radical y puede tener la configuracién ya sea (Z) o (E) alrededor de la(s)
unién(es) doble (s) .

Alquinilo se refiere a radicales de hidrocarbilo del dominio de alquenilo, pero que tienen 1 0 méas uniones triples en el
radical.

Los términos "alcoxilo" o "alcoxi" utilizados en este texto se refieren a un grupo alquilo, como se define
posteriormente, que tiene un radical de oxigeno unido al mismo. Los grupos alcoxilo representativos incluyen metoxi,
etoxi, propoxi, terc-butoxi y similares. Un "éter" es dos hidrocarburos enlazados covalentemente por un atomo de
oxigeno. Por consiguiente, el sustituyente de un grupo alquilo que vuelve ese grupo alquilo un éter es o se asemeja
a un grupo alcoxilo, tal como se puede representar por uno de -O-alquilo, -O-alquenilo, -O-alquinilo, -O-(CH2)m-R1,
donde m y R1 se describen posteriormente.

Los términos "amina" y "amino" son reconocidos en el campo y se refieren a aminas tanto sustituidas como no
sustituidas, por ejemplo, una porcién que puede ser representada por las férmulas generales:

R e
—N_ g NRs
R, Rs

en las que R3, R5 y R6 representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo,
alguenilo, -(CH2)m-R1 0 R3 y R5 tomados junto con el atomo de N al cual estdn unidos completan un heterociclo que
tiene de 4 a 8 atomos en la estructura de anillo; R1 representa un grupo alquenilo, arilo, cicloalquilo, cicloalquenilo,
heterociclilo o policiclilo; y m es cero o un nimero entero en el intervalo de 1 a 8. En los casos preferidos, solo uno
de R3 o R5 puede ser un grupo carbonilo, por ejemplo, R3, R5 y el &tomo de nitrdgeno juntos no forman una imida.
En los casos aun mas preferidas, R3 y R5 (y opcionalmente R6) representan cada uno independientemente un
atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, alquenilo, o -(CH2)m-R1. De esta manera, el término "alquilamina” utilizado en
este texto significa un grupo amina, como se definiera anteriormente, que tiene un grupo alquilo sustituido o no
sustituido unido al mismo, es decir, al menos uno de R3 y R5 es un grupo alquilo. En ciertos casos, un grupo amino
0 una alquilamina es basica, lo que significa que tiene un pKa > 7,00. Las formas protonadas de estos grupos
funcionales tienen pKas con relacién al agua superiores a 7,00.

El término "carbonilo" es reconocido en el campo e incluye estas porciones como se puede representar por la
férmula general:

O 0

1-,1‘/“\ R7 0 ¢ X)J\

Re

en las que X es un enlace o representa un atomo de oxigeno o azufre y R7 representa un atomo de hidrégeno, un
grupo alquilo, alquenilo, -(CH2)m-R1 o una sal farmacéuticamente aceptable, R8 representa un a&tomo de hidrégeno,
un grupo alquilo, alquenilo o -(CH2)m-R1, donde m y R1 son como se definiera anteriormente. Donde X es un &tomo
de oxigeno y R7 o0 R8 no es hidrégeno, la férmula representa un "éster". Donde X es un atomo de oxigeno, y R7 es
como se definiera anteriormente, la porcion es referida en este texto como un grupo carboxilo y particularmente
cuando R7 es un atomo de hidrogeno, la formula representa un "acido carboxilico”. Donde X es un atomo de
oxigeno, y R8 es un atomo hidrégeno, la férmula representa un "formiato”. En general, donde el atomo de oxigeno
de la férmula anterior es reemplazado por azufre, la formula representa un grupo "tiocarbonilo”. Donde X es un
atomo de azufre y R7 0 R8 no es hidrégeno, la férmula representa un grupo "tioéster". Donde X es un atomo de
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azufre y R7 es hidrégeno, la férmula representa un grupo de "acido tiocarboxilico”. Donde X es un atomo de azufre y
R8 es hidrégeno, la férmula representa un grupo "tioformiato”. Por otra parte, donde X es un enlace y R7 no es
hidrégeno, la férmula anterior representa un grupo "cetona”. Donde X es un enlace, y R7 es hidrégeno, la formula
anterior representa un grupo "aldehido”.

El término "derivatizado" se refiere a moléculas quimicamente modificadoras. Las modificaciones quimicas pueden
ser artificiales, tales como la formaciéon de farmacos, naturales, tales como la formacién de metabolitos. El artifice
experto reconocerla facilmente la variedad de maneras en que se pueden modificar las moléculas, tales como
oxidaciones, reducciones, sustituciones electrofilicas/nucleofilicas, alquilaciones, formaciones de éster/amida y
similares. Por ejemplo, las ciclodextrinas de la presente descripcion pueden ser modificadas quimicamente por
medio de la aminacion, tosilacién o yodacién antes de unirlas covalentemente a la matriz polimérica. De igual
manera, los agentes terapéuticos pueden ser modificados quimicamente mediante la preparacién de profarmacos
(por ejemplo, glicina-camptotecina).

Los términos "grupo heterociclilo" o "grupo heterociclico" se refieren a estructuras de anillo de 3 a 10 miembros, mas
preferiblemente anillos de 3 a 7 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen de uno a cuatro heteroatomos. Los
heterociclos también pueden ser policiclos. Los grupos heterociclilo incluyen, por ejemplo, tiofeno, tiantreno, furano,
pirano, isobenzofurano, cromeno, xanteno, fenoxatiina, porrol, imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina,
pirimidina, piridazina, indolizina, isoindol, indol, indazol, purina, quinolizina, isoquinolina, quinolina, ftalazina,
naftiridina, quinoxalina, quinazolina, cinnolina, pteridina, carbazol, carbolina, fenantridina, acridina, pirimidina,
fenantrolina, fenazina, fenarsazina, fenotiazina, furazan, fenoxazina, pirrolidina, oxolano, tiolano, oxazol, piperidina,
piperazina, morfolina, lactonas, lactamas tales como azetidinonas y pirrolidinonas, sultamas, sultonas y similares. El
anillo heterociclico puede ser sustituido en una 0 mas porciones por estos sustituyentes como se describiera
anteriormente, por ejemplo, halégeno, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, amino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, fosfato, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, sililo, sulfamoilo, sulfinilo, éter, alquiltio,
sulfonilo, cetona, aldehido, éster, heterociclilo, una porciéon aromética o heteroaromética, -CF3, -GK o similares.

Como se utiliza en este texto, el término "sustituido" se contempla para incluir todos los sustituyentes permisibles de
compuestos organicos. En un aspecto amplio, los sustituyentes permisibles incluyen sustituyentes aciclicos y
ciclicos, ramificados y no ramificados, carbociclicos y hetociclicos, aromaticos y no aromaticos de compuestos
organicos. Los sustituyentes ilustrativos incluyen, por ejemplo, aquellos descritos en este texto anteriormente. Los
sustituyentes permisibles pueden ser uno o méas y los mismos o diferentes para los compuestos organicos
apropiados. Para los propdsitos de esta descripcion, los heteroatomos, tales como nitrdgeno, pueden tener
sustituyentes ce hidrégeno y/o cualquier sustituyente permisible de compuestos organicos descritos en este texto
gue satisfaga las valencias de los heteroatomos. Esta descripcién no se propone que sea limitada de ninguna
manera por los sustituyentes permisibles de compuestos organicos.

El termino "hidrocarbilo” se refiere a un radical de hidrocarburo monovalente comprendido de cadenas de carbono o
anillos de hasta 26 4tomos de carbono a los cuales se unen atomos de hicrogeno. El término incluye grupos alquilo,
cicloalquilo, alquenilo, alquinilo y arilo, grupos que tienen una mezcla de uniones saturadas e insaturadas, anillos
carbociclicos e incluye combinaciones de estos grupos. Se puede referir a estructuras ciclicas, de cadena
ramificada, de cadena recta o combinaciones de las mismas.

El término "hidrocarbileno" se refiere a un radical hidrocarbilo divalente. Los ejemplos representativos incluyen
alquileno, fenileno o ciclohexileno. Preferiblemente, la cadena de hidrocarbileno esta completamente saturada y/o
tiene una cadena de 1 a 10 atomos de carbono.

Como se utiliza en este texto, el término "nitro” significa -NO2; el término "halégeno” indica -F, -Cl, -Br o -I; el término
"sulfhidrico” significa -SH; el término "hidroxilo" significa -OH; y el término "sulfonilo" significa -SO2-.

Se entendera que "sustitucion" o "sustituido por" incluye la condicién implicita que esta sustitucion esta de acuerdo
con la valencia permitida del &tomo sustituido y el sustituyente y que la sustitucion da por resultado un compuesto
estable, por ejemplo, que no se somete espontaneamente a la transformacion tal como mediante el reordenarniento,
ciclizacién, eliminacién, etcétera.

Las sustituciones analogas se pueden hacer a grupos alquenilo y alquinilo para producir, por ejemplo,
aminoalquenilos, aminoalquinilos, amidoalquenilos, amidoalquinilos, iminoalquenilos, iminoalquinilos, tioalquenilos,
tioalquinilos, alquenilos sustituidos por carbonilo o alquinilos.

Como se utiliza en en este texto, la definicion de cada expresion, por ejemplo, alquilo, m, n, etcétera, cuando ocurre
mas de una vez en cualquier estructura, se propone que sea independiente de su definicion en otra parte en la
misma estructura.,

Los términos trifllo, tosilo mesilo y nonaflilo son reconocidos en el campo y se refieren a grupos
trifluorometanosulfonilo, p-toluensulfonilo, metanosulfonilo y nonafluorobutanosulfonilo, respectivamente. Los
términos triflato, tosilato, mesilato y nonaflato son reconocidos en el campo y se refieren a grupos funcionales de
éster de trifluorometanosulfonato, éster de p-toluensulfonato, éster de metanosulfonato y éster de
nonafluorobutanosulfonato y moléculas que contienen los grupos, respectivamente.
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Las abreviaciones Me, Et, Ph, Ms representan metilo, etilo, fenilo y metanosulfonilo, respectivamente. Una lista mas
completa de las abreviaciones utilizadas por quimicos organicos de experiencia ordinaria en el campo aparece en el
primer articulo de cada volumen de the Journal of Organic Chemistry; esta lista es presentada tipicamente en una
tabla titulada Standard List of Abbreviations. Las abreviaciones contenidas en la lista y todas las abreviaciones
utilizadas por quimicos organicos de experiencia ordinaria en el campo, se incorporan por este acto a manera de
referencia.

Ciertos compuestos de la presente descripcion pueden existir en formas geométricas o estereoisoméricas
particulares. La presente descripcién contempla todos estos compuestos, que incluyen cis- y trans-isémeros, (R)- y
(S)-enantiomeros, diasteredmeros, (d)-isémeros, (I)-isémeros, las mezclas racémicas de los mismos y otras mezclas
de los mismos, que se encuentran dentro del alcance de la descripcion. Los atomos de carbono asimétricos,
adicionales pueden estar presentes en un sustituyente, tal como un grupo alquilo. Todos estos isdmeros, asi como
también mezclas de los mismos, se propone que estén incluidos en esta descripcion.

Si, por ejemplo, se desea un enantiomero particular de un compuesto de la presente descripcion, se puede preparar
mediante la sintesis asimétrica 0 mediante la derivatizacion con un auxiliar quiral, donde la mezcla diastereomérica,
resultante es separada y el grupo auxiliar es escindido para proporcionar los enantiémero deseados, puros.
Alternativamente, donde la molécula contiene un grupo funcional, basico, tal como amino, o un grupo funcional
acido, tal como hidroxilo, las sales diastereoméricas pueden formarse con un acido 6pticamente activo, apropiado o
una base, seguido por la resolucion de los diastereémeros formados de esta manera mediante-la cristalizacion
fraccional o por medios cromatograficos bien conocidos en el campo y la recuperacion subsecuente de los
enantiomeros puros.

Los equivalentes contemplados de los compuestos descritos anteriormente incluyen compuestos que corresponden
de otra manera a los mismos y que tienen las mismas propiedades generales de los mismos, en donde se hacen
una o mas variaciones simples de los sustituyentes que no afectan adversamente la eficacia del compuesto. En
general, los compuestos de la presente descripcion se pueden preparar mediante los métodos ilustrados en los
esquemas de reaccion generales, por ejemplo, como se describe posteriormente, o0 mediante modificaciones de los
mismos, utilizando materiales de inicio facilmente disponibles, reactivos y procedimiento de sintesis convencionales.
En estas reacciones, también es posible hacer uso de variantes mismas que son conocidas, pero no se mencionan
en este texto.

Para propésitos de esta descripcion, los elementos quimicos se definen de acuerdo con la tabla periddica de los
elementos, version CAS, Handbook of Chemistry and Physics, 67-Edicion, 1986-87, cubierta interior. También para
propositos de esta descripcidn, el término "hidrocarburo” se contempla para incluir todos los compuestos permisibles
gue tienen al menos un atomo de hidrégeno y un atomo de carbono. En un aspecto amplio, los hidrocarburos
permisibles incluyen compuestos ciclicos y aciclicos, ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos,
aromaticos y no aromaticos, organicos los cuales pueden ser sustituidos o0 no sustituidos.

Ill. Aplicaciones Ejemplares del Método y las Composiciones
(a) Composiciones Ejemplares

La presente descripcion incluye conjugados poliméricos, tales como conjugados poliméricos que contienen
ciclodextrina, en donde uno o mas agentes terapéuticos/bioactivos estan unidos covalentemente. En ciertos casos,
el agente terapéutico es una molécula pequefia, macromolécula, anticuerpo, péptido, proteina, enzima, acido
nucleico o un polimero que tenga una funcidn terapéutica. Los polimeros incluyen polimeros que contienen
ciclodextrina, lineales o ramificados y polimeros injertados con ciclodextrina. Los polimeros que contienen
ciclodextrina, ejemplares que pueden ser modificados como se describe en este texto se ensefian en la patente
norteamericana No. 6,509,323, solicitud de patente norteamericana publicada No. 2002/151523 y solicitud de
patente norteamericana nimero de serie 10/372723 (publicacada como US2004/0087024). Estos polimeros son
Utiles como portadores para el suministro terapéutico de moléculas pequefias y pueden mejorar la estabilidad y
solubilidad del farmaco cuando se utilizan in vivo.

Por consiguiente, un caso de la presente descripcién es un compuesto polimérico representado por la formula I:
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en la que
P representa una cadena polimérica lineal o ramificada;
CD representa un resto ciclico, tal como un resto de ciclodextrina;

L1, Lo y Ls, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar un
grupo conector;

D, independientemente de cada vez que aparece, representa un agente terapéutico o un profarmaco del mismo;

T, independientemente de cada vez que aparece, representa un ligando de establecimiento de objetivos o un
precursor del mismo;

a, m, y v, independientemente de cada vez que aparecen, representan numeros enteros en el intervalo de 1 a 10
(preferiblemente de 1 a8, 1 a5 oincluso 1 a 3);

n y w, independientemente de cada vez que aparecen, representan un namero entero en el intervalo de 0 a
aproximadamente 30.000 (preferiblemente <25.000, <20.000, <15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100,
<50, <25, <10, o incluso <5); y

b representa un numero entero en el intervalo de 1 a aproximadamente 30.000 (preferiblemente <25.000,
<20.000, <15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100, <50, <25, <10, o incluso <5),

en donde cualquier P comprende restos de ciclodextrina o N es al menos 1.

En ciertos casos, P contiene una pluralidad de restos de ciclodextrina dentro de la cadena polimérica lo que es
opuesto a los restos de ciclodextrina que son injertadas en grupos pendientes fuera de la cadena polimérica. De esta
manera, en ciertos casos, la cadena polimérica de la formula | ademas comprende n' unidades de U, en donde n'
representa un nimero entero en el intervalo de 1 a aproximadamente 30.000 (preferiblemente <25.000, <20.000,
<15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100, <50, <25, <10, o incluso <5); y U es representado por la formula
general:
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en la que
CD representa un resto ciclico tal como un resto de ciclodextrina, o un derivado de la misma;

L4, Ls, Le ¥ L7, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar un
grupo conector;

D y D', independientemente de cada vez que aparecen, representan el mismo o diferente agente terapéutico o
formas de profarmaco del mismo;

T y T, independientemente de cada vez que aparecen, representan el mismo o diferente ligando de
establecimiento de objetivos o un precursor del mismo;

f e y, independientemente de cada vez que aparecen, representan un niumero entero en el intervalo de 1y 10; y
gy z, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de O y 10.
En los casos preferidos, L4 y L7 representan grupos conectores.

En ciertos casos, el polimero se puede seleccionar de polisacaridos y otros polimeros biocompatibles no proteinicos
y combinaciones de los mismos, que contienen al menos un grupo hidroxilo terminal, tal como polivinilpirrolidona,
poli(oxietilen)glicol (PEG), anhidrido polisuccinico, acido polisebasico, PEG-fosfato, poliglutamato, polietilenimina,
diviniléter de anhidrido maleico (DIVMA), celulosa, pululanos, inulina, alcohol polivinilico (PVA), N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida (HPMA), dextrano y almidén de hidroxietilo (HES) y tienen grupos pendientes, opcionales
para el injerto de agentes terapéuticos, ligandos de establecimiento de objetivos y/o restos de ciclodextrina. En
ciertos casos, el polimero puede ser biodegradable, tal como acido poli(lactico), acido poli(glicélico), poli(alquil-2-
cianoacrilatos), polianhidridos y poliortoésteres o puede ser bioerosionable, tal como copolimeros de polilactida-
glicolido y derivados de los mismos, poliaminoacidos no peptidicos, poliiminocarbonatos, acidos poli-alfa-
aminoécidos, polialquil-ciano-acrilato, polifosfazenos o poliaspartato de aciloximetilo y copolimeros de poliglutamato
y mezclas de los mismos.

También se describen en la presente memoria un compuesto polimérico representado por la formula II:
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en la que
P representa una unidad monomérica de un polimero;

T, independientemente de cada vez que aparece, representa un ligando de establecimiento de objetivos o un
precursor del mismo;

Ls, L7, Ls, Lo y L1o, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar
un grupo conector;

CD, independientemente de cada vez que aparece, representa un resto de ciclodextrina o un derivado de la
misma,;

D, independientemente de cada vez que aparece, representa un agente terapéutico o una forma de profarmaco
del mismo;

m, independientemente de cada vez que aparece, representa un namero entero en el intervalo de 1 a 10
(preferiblemente de 1 a8, 1 a5 oincluso 1 a 3);

0 representa un ndmero entero en el intervalo de 1 a aproximadamente 30.000 (preferiblemente <25.000,
<20.000, <15.000, <10.000, <5.000, <1.000, <500, <100, <50, <25, <10, o incluso <5) ; y

p, Ny g, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de 0 a 10
(preferiblemente de 0 a8, 0 a5, 0a 3 oincluso 0 a aproximadamente 2);

en donde CD y D estan presentes preferiblemente cada uno en al menos 1 ubicacion (preferiblemente al menos 5,
10, 25 o incluso 50 o 100 ubicaciones) en el compuesto.

También se describe en la presente memoria un compuesto representado por la formula (I11)
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en la que
CD representa un resto ciclico, tal como un resto de ciclodextrina o un derivado de la misma;

L4, Ls, Le ¥ L7, independientemente de cada vez que aparecen, pueden estar ausentes o pueden representar un
grupo conector;

D y D', independientemente de cada vez que aparecen, representan el mismo o diferente agente terapéutico o
profdrmacos del mismo;

T y T, independientemente de cada vez que aparecen, representan el mismo o diferente ligando de
establecimiento de objetivos o precursor del mismo;

f e y, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de 1y 10
(preferiblemente 1 a 8,1 a5 oincluso 1 a 3);

g y z, independientemente de cada vez que aparecen, representan un nimero entero en el intervalo de 0 y 10
(preferiblemente 0 a 8,0 a 5, 0 a 3 0 incluso 0 a aproximadamente 2); y

h representa un ndmero entero en el intervalo de 1 y 30.000 (preferiblemente <25.000, <20.000, <15.000,
<10.000, <5.000, <1,000, <500, <100, <50, <25, <10 o incluso <5),

en donde al menos una aparicion (y preferiblemente al menos 5, 10 o incluso al menos 20, 50 o 100 apariciones) de
g representa un nimero entero mayor que 0.

En los casos preferidos, L4 y L7 representan grupos conectores.

En ciertos casos, los polimeros subyacentes son polimeros que contienen ciclodextrina, lineales, por ejemplo, la
estructura principal del polimero incluye restos de ciclodextrina. Por- ejemplo, el polimero puede ser un polimero de
ciclodextrina, lineal, soluble en agua que es producido al proporcionar al menos un derivado de ciclodextrina
modificado para llevar un sitio reactivo en cada una de las exactamente dos posiciones y hacer reaccionar el
derivado de ciclodextrina con un conector que tenga exactamente dos porciones reactivas capaces de formar un
enlace covalente con los sitios reactivos bajo condiciones de polimerizacion que promueven la reaccién de los sitios
reactivos con las porciones reactivas para formar enlaces covalentes entre el conector y el derivado de ciclodextrina,
con lo cual se produce un polimero lineal que comprende unidades alternantes de derivados de ciclodextrina y
conectores. Alternativamente, el polimero puede ser un polimero de ciclodextrina, lineal, soluble en agua que tiene
una estructura principal del polimero, lineal, el polimero que comprende una pluralidad de restos de ciclodextrina
sustituida o no sustituida y porciones conectoras en la estructura principal del polimero, lineal, en donde cada uno de
los restos de ciclodextrina, diferente de un resto de ciclodextrina en la terminaciéon de una cadena polimérica, esta
unida a dos de las porciones conectoras, cada porcidn conectora enlaza covalentemente dos restos de ciclodextrina.
En aun otro caso mas, el polimero es un polimero de ciclodextrina, lineal, soluble en agua que comprende una
pluralidad de restos de ciclodextrina enlazados covalentemente por una pluralidad de porciones conectoras, en
donde cada resto de ciclodextrina, diferente de un resto de ciclodextrina en la terminacion de una cadena polimérica,
esta unida a dos porciones conectoras para formar un polimero de ciclodextrina lineal.
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El (los) grupo(s) conector(es) puede(n) ser una cadena de alquileno, una cadena de polietilenglicol (PEG), anhidrido
polisuccinico, acido poli-L-glutamico, poli(etilenimina), oligosacarido, cadena de aminoacidos o cualquier otro enlace
adecuado. En ciertos casos, el grupo conector mismo puede ser estable bajo condiciones fisioldgicas, tal como una
cadena de alquileno, o puede ser escindible bajo condiciones fisiolégicas, tal como por una enzima (por ejemplo el
enlace contiene una secuencia de péptidos que es un substrato para una peptidasa), o mediante la hidrélisis (por
ejemplo, el enlace contiene un grupo hidrolizable, tal como un éster o tioéster). Los grupos conectores pueden ser
biolégicamente inactivos, tal como un PEG, acido poliglicélico o cadena de &cido polilactico o pueden ser
biolégicamente activos, tal como un oligo- o polipéptido que, cuando es escindido de las porciones, se une a un
receptor, desactiva una enzima, etcétera. Varios grupos conectores, oligoméricos que son biolégicamente
compatibles y/o bioerosionables son conocidos en el campo y la seleccion del enlace puede influir en las
propiedades finales del material, tal como si es durable cuando se implanta, si se deforma gradualmente o se
encoge después del implante o si se degrada gradualmente y es absorbido por el cuerpo. El grupo conector puede
ser unido a las porciones por cualquier unién adecuada o grupo funcional, que incluyen uniones de carbono-carbono,
esteres, éteres, amidas, aminas, carbonatos, carbamatos, sulfonamidas, etcétera.

En ciertos casos, el(los) grupo(s) conector (es) de la presente descripcion representa (n) un grupo hidrocarbileno en
donde uno o mas grupos metileno son reemplazados opcionalmente por un grupo Y (con la condicién que ninguno
de los grupos Y sea adyacente entre si), en donde cada Y, independientemente de cada vez que aparece, se
selecciona de arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo o -O-, C(=X) (en donde X es
NR;, O 0 S), -OC(0)-, -C(=0)O, -NR31-, NR;CO-, -C(O)NR3-, -S(O)s- (en donde n es 0, 1 0 2), -OC(0)-NR1, -NR;-
C(0)-NR1-, -NR1-C(NR1)-NR1- y -B(OR31)-; y R, independientemente de cada vez que aparece, representa H o un
grupo alquilo inferior.

En ciertos casos, el grupo conector representa un aminoacido derivatizado o no derivatizado. En ciertos casos, los
grupos conectores con uno 0 mas grupos carboxilo terminales pueden ser conjugados al polimero. En ciertos casos,
uno o mas de estos grupos carboxilo terminales pueden ser terminados al unirlos covalentemente a un agente
terapéutico, resto de establecimiento de objetivos o resto de ciclodextrina por via de una union de (tio)éster o amida.
En todavia otras modalidades, los grupos conectores con uno o mas grupos hidroxilo, tiol o amino terminales pueden
ser incorporados en el polimero. En los casos preferidos, uno o méas de estos grupos hidroxilo terminales pueden ser
terminados al unirlos covalentemente a un agente terapéutico, una resto de establecimiento de objetivos 0 un resto
de ciclodextrina por via de una unién de (tio)éster, amida, carbonato, carbamato, tiocarbonato o tiocarbamato. En
ciertos casos, estos enlaces de (tio)éster, amida, (tio)carbonato o (tio)carbamatos-pueden ser biohidrolizables, es
decir, capaces de ser hidrolizados bajo condiciones biolégicas.

En ciertos casos, los polimeros descritos anteriormente tienen polidispersidades menores que aproximadamente 3 o
aun menores que aproximadamente 2.

En ciertos casos, el agente terapéutico es una molécula pequefia, péptido, proteina o polimero que tiene una funcion
terapéutica. En ciertos casos, el agente es un agente terapéutico anti-cancer (tal como camptotecina o derivados
relacionados), anti-fungal, anti-bacteriano, anti-micético o anti-viral. En ciertos casos, el agente es un agonista de
receptores. En ciertos casos, el agente es un antagonista de receptores. En ciertos casos, el agente terapéutico es
un inhibidor de proteasa. Ademas, un polimero de la presente descripcidn puede contener una clase de agente
terapéutico o puede contener mas de una clase de agente terapéutico. Por ejemplo, dos o mas farmacos diferentes
para el cancer o un farmaco para el cancer y un inmunosupresivo o un antibiético y un agente anti-inflamatorio
pueden ser injertados en el polimero por via de conectores opcionales. Al seleccionar diferentes conectores para
diferentes farmacos, la liberacion de cada farmaco puede ser atenuada para lograr la dosificacion y la eficacia
maximas.

Un caso de la presente descripcidbn proporciona un suministro mejorado de ciertos agentes terapéuticos de
moléculas pequefias, hidréfobos al conjugarlos covalentemente a polimeros que contienen ciclodextrina. Esta
conjugacién mejora la solubilidad acuosa y, por lo tanto, la biodisponibilidad de los agentes terapéuticos. Por
consiguiente, en un caso de la descripcion, el agente terapéutico es un compuesto hidréfobo con un logaritmo P
>0,4, >0,6, >0,8, >1, >2, >3, >4 o incluso >5. En otros casos, un agente terapéutico, hidréfobo, tal como la
camptotecina, se puede conjugar con otro compuesto, tal como un -aminoacido, antes de unir covalentemente el
conjugado al polimero. Los ejemplos de moléculas de camptotecina derivadas de aminoacido se ilustran en el
esquemaV.

Los conjugados poliméricos de la presente descripcion tienen preferiblemente pesos moleculares en el intervalo de
10.000 a 500.000; 30.000 a 200.000; o incluso 70.000 a 150.000 uma.

En ciertos casos, los restos de ciclodextrina forman al menos aproximadamente 2%, 5% o0 10% en peso, hasta 20%,
30%, 50% o incluso 80% en peso del polimero modificado por ciclodextrina. En ciertos casos, los agentes
terapéuticos, o ligandos de establecimiento de objetivos forman al menos aproximadamente 1%, 5%, 10% o 15%,
20%, 25%, 30% o incluso 35% en peso del polimero modificado por ciclodextrina. El peso molecular promedio en
ndamero (M,) también puede variar ampliamente, pero se encuentra generalmente en el intervalo de
aproximadamente 1.000 a aproximadamente 500.000 daltons, preferiblemente de aproximadamente 5000 a
aproximadamente 200.000 daltons y, ain mas preferiblemente, de aproximadamente 10.000 a aproximadamente
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100.000. Mucho mas preferiblemente, el M, varia entre aproximadamente 12.000 y 65.000 daltons. En otros ciertos
casos, el M, varia entre aproximadamente 3.000 y 150.000 daltons. Dentro de una muestra dada de un polimero
principal, puede estar presente un amplio intervalo de pesos moleculares. Por ejemplo, las moléculas dentro de la
muestra pueden tener pesos moleculares que difieren por un factor de 2, 5, 10, 20, 50, 100 o mas, o que difieren del
peso molecular promedio por un factor de 2, 5, 10, 20, 50, 100 o mas. Los restos de ciclodextrina ejemplares
incluyen estructuras ciclicas que consisten esencialmente de 7 a 9 porciones de sacaridos, tales como ciclodextrina
y ciclodextrina oxidada. Un resto de ciclodextrina comprende opcionalmente una porcién conectora que forma un
enlace covalente entre la estructura ciclica y la estructura principal del .polimero, que tiene preferiblemente de 1 a 20
atomos en la cadena, tal como cadenas de alquilo, que incluyen derivados de acido dicarboxilico" (tales como
derivados de &cido glutarico, derivados de acido succinico y similares) y cadenas de heteroalquilo, tales como
cadenas de oligoetilenglicol.

Las ciclodextrinas son polisacéaridos ciclicos que contienen unidades de D-(+)-glucopiranosa de origen natural en un
enlace a-(1,4). Las ciclodextrinas mas comunes son alfa ((a)-ciclodextrinas, beta ((B)-ciclodextrinas y gamma (y)-
ciclodextrinas que contienen, respectivamente, seis, siete u ocho unidades de glucopiranosa. Estructuralmente, la
naturaleza ciclica de una ciclodextrina desarrolla una forma de bocel o dona que tiene una cavidad apolar o
hidréfoba, interior, los grupos hidroxilo secundarios situados en un lado del bocel de ciclodextrina y los grupos
hidroxilo primarios en el otro. De esta manera, utilizando la (B-ciclodextrina como un ejemplo, con frecuencia una
ciclodextrina es representada esquematicamente como sigue.

HO 0,

o on°HO OH
o}
HO OH
HO
HO P
O
HO
OH o _—
OH s
@ hidroxilo primario
OH
HO OH
2 HO ol
HO
O
OH

O HO
OH OH
O

hidroxilo secundario

El lado en el cual los grupos hidroxilo secundarios estén localizados tiene un diametro més amplio que el lado en el
cual estan localizados los grupos hidroxilo primarios. La presente descripcion contempla enlaces covalentes a los
restos de ciclodextrina en los grupos hidroxilo primarios y/o secundarios. La naturaleza hidréfoba de la cavidad
interior de ciclodextrina permite los complejos de inclusion de hospedante-invitado de una variedad de compuestos,
por ejemplo, adamantano. (Comprehensive Supramolecular Chemistry, Volumen 3, J. L. Atwood y colaboradores,
eds., Pergamon Press (1996); T. Cserhati, Analytical Biochemistry, 225:328-332 (1995); Husain y colaboradores,
Applied Spectroscopy, 46:652-658 (1992); FR 2 665 169). Los métodos adicionales para modificar los polimeros se
describen en Suh, J. y Noh, Y., Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1327-1330.

En ciertos casos, la presente descripcion contempla un polimero que contiene ciclodextrina, soluble en agua, lineal,
en donde una pluralidad de porciones bioactivas son unidas covalentemente al polimero a través de uniones que son
escindidas bajo condiciones bioldgicas para liberar las porciones bioactivas, en donde la administracion del polimero
a un paciente da por resultado la liberacion del agente bioactivo durante un periodo de al menos 2, 3, 5, 6, 8, 10, 15,
20, 24, 36, 48 o incluso 72 horas.

En ciertos casos, la presente descripcién contempla la atenuacion de la velocidad de liberacion del agente
terapéutico al introducir varios grupos de enlace entre el agente terapéutico y/o ligando de establecimiento de
objetivos y el polimero. De esta manera, en ciertos casos, los agentes terapéuticos, poliméricos de la presente
descripcién son composiciones para el suministro controlado de agentes terapéuticos. Una persona experta en el
campo también reconoceria que al etiquetar el agente terapéutico y/o ligandos de establecimiento de objetivos con
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radionlcleos o al formar complejos de nucleos activos de RMN, por ejemplo, tecnetio, gadolinio o disprosio, los
polimeros de la presente descripcidn pueden lograr una utilidad doble de diagndstico/terapéutica.

En otros casos, los compuestos poliméricos estabilizan la forma bioactiva de un agente terapéutico que existe en
equilibrio entre una forma activa e inactiva. Por ejemplo, la conjugacion del agente terapéutico a los polimeros de la
presente descripcion puede cambiar el equilibrio entre dos formas tautoméricas del agente al tautdémero bioactivo.
En otro caso, los compuestos poliméricos pueden atenuar el equilibrio entre formas lacénicas y acidas de un agente
terapéutico.

Un método para determinar el peso molecular es mediante la cromatografia de permeaciéon de gel ("CPG", por sus
siglas en, inglés), por ejemplo, columnas de lecho mezclado, disolvente de CH,Cl,, detector de dispersién de luz y
dn/dc fuera de linea. Otros métodos son conocidos en el campo.

En otros casos, el conjugado polimérico de la descripcién puede ser un material flexible o fluido. Cuando el polimero
utilizado es fluido por si mismo, la composicion polimérica de la descripcién, ain cuando sea viscosa, Nno necesita
incluir un disolvente biocompatible para ser fluido, aunque aun pueden estar presentes pequefias cantidades o
cantidades residuales de disolventes biocompatibles.

Mientras que es posible que el polimero biodegradable o el agente biol6gicamente activo pueda ser disuelto en una
pequefia cantidad de un disolvente que no sea toxico para producir mas eficientemente una distribucion monolitica,
amorfa o una dispersion fina del agente bioldgicamente activo en la composicion flexible o fluida, es una ventaja de
la descripcion que, en un caso preferido, no es necesario un disolvente para formar- una composicion fluida.
Ademas, el uso de disolventes es evitado preferiblemente debido a que, una vez que una composicion polimérica
que contiene disolvente es colocada total o parcialmente dentro del cuerpo, el disolvente se disipa o difunde lejos del
polimero y debe ser procesado y eliminado por el cuerpo, colocando una carga extra en la capacidad de eliminacién
del cuerpo en un momento cuando la enfermedad (y/u otros tratamientos para la enfermedad) ya la puede haber
afectado perniciosamente.

Sin embargo, cuando se utiliza un disolvente para facilitar la mezcla o para mantener la fluidez del conjugado
polimérico de la descripcion, no debe ser toxico, de otra manera biocompatible, y se debe utilizar en cantidades
relativamente pequefias. Los disolventes que son toxicos no se deben utilizar en ningln material que sea colocado
aun parcialmente dentro de un cuerpo viviente. Este disolvente tampoco debe causar una irritacion sustancial en el
tejido o necrosis en el sitio de la administracion.

Los ejemplos de disolventes biocompatibles, adecuados, cuando se utilizan, incluyen N-metil-2-pirrolidona, 2-
pirrolidona, etanol, propilenglicol, acetona, acetato de metilo, acetato de etilo, metil-etil-cetona, dimetilformamida,
sulféxido de dimetilo, tetrahidrofurano, caprolactama, acido oleico o 1-dodecilazacilcoheptanona. Los disolventes
preferidos incluyen N-metilpirrolidona, 2-pirrolidona, sulféxido de dimetilo y acetona debido a su capacidad de
disolucién y su biocompatibilidad.

En ciertos casos; los conjugados poliméricos, principales son solubles en uno o mas disolventes organicos, comunes
por la facilidad de fabricacion y procesamiento. Los disolventes organicos, comunes incluyen disolventes tales como
cloroformo, diclorometano, dicloroetano, 2-butanona, acetato de butilo, butirato de etilo, acetona, acetato de etilo,
dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, dimetilformamida y sulféxido de dimetilo.

Un aspecto de la presente descripcién contempla la unién de un agente terapéutico, hidréfobo, tal como (S)-20-
camptotecina a polimeros que contienen ciclodextrina, lineales o ramificados para un mejor suministro del farmaco.
La (S)-20-camptotecina (CPT), un alcaloide aislado de Camptitheca accuminata a finales de la década de 1950, se
descubrio que exhibe actividad anticancerigena al inhibir la accidn de la topoisomerasa | durante la fase S del ciclo
celular. Su aplicacién en el tratamiento del cancer en humanos, sin embargo, esta limitada debido a varios factores,
especialmente sus interacciones indeseables con albumina de suero humano, inestabilidad de la forma de lactona
bioactiva y pobre solubilidad acuosa. A fin de evitar este problema, se han desarrollado muchos anélogos de CPT
para mejorar la estabilidad y la solubilidad acuosa de la lactona. El topotecan y el irinotecan son analogos de CPT
que ya han sido aprobados por la FDA para el tratamiento del cancer en humanos. También se describen en esta
memoria varios tipos de polimeros que contienen ciclodextrina, lineales, ramificados o injertados en donde la (S)-20-
camptotecina es unida covalentemente al polimero. En ciertos casos, el farmaco es enlazado covalentemente por
via de una unién biohidrolizable seleccionada de un éster, amida, carbamatos o carbonato.

Un esquema de sintesis ejemplar para la unién de manera covalente de una CD derivatizada a la 20 (S)-
camptotecina se muestra en el esquema |.

Esquema |
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Sin la intencién de limitar el alcance de la descripcidon, una estrategia general para sintetizar polimeros que
contienen ciclodextrina, lineales, ramificados o injertados (polimero de CD) para cargar un agente terapéutico tal
como camptotecina y un ligando de establecimiento de objetivos opcional se muestra en el esquema Il.

Esquema |l

Mondmeros ejemplares de
ciclodextrina para polimeros
de ciclodextrina lineales,
ramificados o de injerto

.y H MNHa
9 [:[ D Agente terapéutico (D)
©) ; NH;

con conector opcional {L)
(o} 8:0

D
Tl
n
i Toay) NH; "
Polimero de DC ———— Polimero de DC
Monomeros ( T/L' )
polimerizables m
multifuncionales
Ligando de establecr
miento de objetivos

opcional (T), con
conector opcional (LY

Para ilustracion adicional, sin la intencidn de ser limitante, los precursores de comondmero A, restos de ciclodextrina,
agentes terapéuticos y/o ligandos de establecimiento de objetivos pueden ser ensamblados como se muestra en los
esquemas de reaccion lla-1lb. Se debe observar que en los esquemas de reaccion lla-b, en cualquier reaccion dada
puede haber mas de un precursor de comondmero A, resto de ciclodextrina, agente terapéutico o ligando de
establecimiento de objetivos que sea del mismo tipo o diferente. Ademas, antes de la polimerizacion, uno o mas del
precursor de comondmero A, resto de ciclodextrina, agente terapéutico o ligando de establecimiento de objetivos
pueden ser enlazados covalentemente entre si en uno 0 mas pasos separados.

Esquema lla: Esquema general para polimeros de injerto. El precursor de comondmero A, el resto de ciclodextrina,
el agente terapéutico y el ligando para establecimiento de objetivos son como se definiera anteriormente. Ademas,
una persona experta en el campo puede seleccionar de una variedad de grupos reactivos, por ejemplo, hidroxilos,
carboxilos, haluros/ aminas y etenos activados, etilenos o grupos aromaticos a fin de lograr la polimerizacién. Los
ejemplos adicionales de grupos reactivos se describen en Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms,
and Structure, .52 Edicion, 2000.
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Esquema lIb: Esquema general para preparar polimeros que contienen ciclodextrina, lineales. Una persona experta
en el campo reconocerla que al seleccionar un precursor de comonémero A que tenga multiples grupos reactivos

se puede lograr la ramificacion del polimero.
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R R
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1 ),

En donde R 25 un agente terapéutico yio .
ligando de establecimients da objetlvos
que pueda sstar prasentz 0 ausante

Los ejemplos de diferentes formas para sintetizar los polimeros de ciclodextrina-CPT lineales se muestran en los

esquemas llI-VIII.
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Esquema Il
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Esquema IV
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Q hl): W representa un grupo de enlace opcional
Esquema V
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Esquema VII
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Esquema VI
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5 Los ejemplos para injertar ciclodextrinas en las cadenas laterales de subunidades de polimeros que contienen CPT
se muestran en los esquemas de reaccion IX-XIl. Cada subunidad se puede repetir cualquier nimero de veces y una
subunidad puede presentarse con sustancialmente la misma frecuencia, méas frecuentemente o menos
frecuentemente que otra subunidad, de tal manera que ambas subunidades pueden presentarse en
aproximadamente la misma cantidad o en cantidades diferentes, las cuales pueden diferir ligeramente o se pueden

10 disparar altamente, por ejemplo, una subunidad esta presente cerca de la exclusion de la otra.

En ciertos casos, los polimeros son copolimeros aleatorios, en los cuales las diferentes subunidades y/u otras
unidades monomeéricas son distribuidas aleatoriamente por toda la cadena polimérica. De esta manera, donde
aparece la féormula Xm-Yn-Zo, en donde X, Y y Z son subunidades poliméricas, estas subunidades pueden ser
interpuestas aleatoriamente por toda la estructura principal del polimero. En parte, el término "aleatorio” se propone
15 para referirse a la situacion en la cual la distribuciéon o incorporacion particular de unidades monoméricas en un
polimero que tiene mas de un tipo de unidades monoméricas no es dirigida o controlada directamente por el

29



10

ES 2417324713

protocolo sintético, sino que en cambio resulta de las caracteristicas inherentes para el sistema polimérico, tal como
la reactividad, cantidades de subunidades y otras caracteristicas de la reaccion sintética u otros métodos de
preparacién, procesamiento o tratamiento.

Esquema IX
L .0
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o
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Esquema XII
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La presente descripcién ademas contempla polimeros de CD sintetizados utilizando un monémero de CD-biscisteina
y un éster de Di-NHS, tal como PEG-DiSPA o PEG-BTC como se muestra en los esquemas de reaccion XIII-XIV.

Esquema Xl
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Esquema XIV
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Unioén de enlace de ester degradable

También se definen en la memoria varias estrategias para incrementar la carga de farmaco como se muestra en la
figura 1.

(B) Ligando de establecimiento de Objetivos

Como se mencionara anteriormente, un aspecto de la presente descripcion contempla unir un agente terapéutico a
los conjugados poliméricos descritos en este texto.

En ciertos casos, el conjugado polimérico ademéas comprende un ligando de establecimiento de objetivos. De esta
manera, en ciertos casos, un ligando de establecimiento de objetivos de receptores, células y/o tejidos, o un
precursor del mismo se acopla a un conjugado polimérico. Como se utiliza en este texto, el término "ligando de
establecimiento de objetivos” se refiere a cualquier material o sustancia que pueda promover el establecimiento de
objetivos de receptores, células y/o tejidos in vivo o in vitro con las composiciones de la presente descripcion. El
ligando de establecimiento de objetivos puede ser sintético, semisintético o de origen natural. Los materiales o
sustancias que pueden servir como ligandos de establecimiento de objetivos incluyen, por ejemplo, proteinas, que
incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, hormonas, analogos de hormonas, glicoproteinas y lectinas,
péptidos, polipétidos, aminoacidos, azucares, sacaridos, que incluyen monosacéridos y polisacéaridos, carbohidratos,
moléculas pequefias, vitaminas, esteroides, analogos de esteroides, hormonas, cofactores, agentes bioactivos y
material genética, que incluye nucledsidos, nucleétidos, construcciones de acido nucleétido y polinucledtidos. Como
se utiliza en este texto, el término "precursor” para un ligando de establecimiento de objetivos se refiere a cualquier
material 0 sustancia que pueda convertirse en un ligando de establecimiento de objetivos, Esta conversion puede
involucrar, por ejemplo, fijar un precursor a un ligando de establecimiento de objetivos. Las porciones precursoras de
establecimiento de objetivos ejemplares incluyen grupos maleimida, grupos disulfuro, tales como disulfuro de orto-
piridilo, grupos vinilsulfona, grupos azida y grupos a-yodo-acetilo. La uniéon del ligando de establecimiento de
objetivos o un precursor del mismo al polimero se puede realizar de varias maneras que incluyen, pero no estan
limitadas a, la formacion de quelatos, uniéon covalente o formacion de complejos de hospedante-invitado. En ciertos
casos, un grupo conector, opcional puede estar presente entre el ligando de establecimiento de objetivos o un
precursor del mismo y el polimero, en donde el grupo conector es unido al polimero por via de la formacion de
guelatos, unién covalente o formacién de complejos de hospedante-invitado. Por ejemplo, el extremo terminal de un
grupo conector puede unirse al ligando de establecimiento de objetivos mientras que el otro puede unirse a un grupo
adamantano, u otra de estas porciones hidréfobas, que forma un complejo de hospedante-invitado con un resto de
ciclodextrina. De esta manera, el ligando de establecimiento de objetivos puede unirse a un resto de ciclodextrina
injertada, a un resto de ciclodextrina dentro de la cadena polimérica o a la cadena polimérica misma. El nimero de
ligandos de establecimiento de objetivos por cadena polimérica puede variar de acuerdo con varios factores que
incluyen, pero no estan limitados a, la identidad del agente terapéutico, la naturaleza de la enfermedad, el tipo de
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cadena polimérica. Las estructuras de los posibles grupos conectores son las mismas como los grupos conectores
definidos en otra parte en esta solicitud.

(c) Composiciones Farmacéuticas, Formulaciones y Dosificaciones

En parte, una composiciéon polimérica, biocompatible de la presente descripcién incluye un polimero biocompatible y
opcionalmente biodegradable, tal como uno que tiene las unidades monomeéricas, recurrentes mostradas en una de
las féormulas anteriores, que incluye opcionalmente cualquiera de otros polimeros biocompatibles y opcionalmente
biodegradables que se mencionan anteriormente o son conocidos en la técnica. En ciertos casos, las composiciones
no son pirogénicas, por ejemplo, no desencadenan la elevaciéon de la temperatura corporal de un paciente por mas
de una cantidad clinicamente aceptable.

Las composiciones principales pueden contener un “farmaco", "agente terapéutico”, "medicamento” o "sustancia
bioactiva", los cuales son sustancias bioldgicas, fisiolégica o farmacoldgicamente activas que actian local o
sistémicamente en el cuerpo humano o animal. Por ejemplo, una composicién principal puede incluir cualquiera de
los otros compuestos descritos anteriormente.

Se pueden utilizar varias formas de los medicamentos o materiales biolégicamente activos que sean capaces de
liberarse de la matriz polimérica en tejidos o fluidos adyacentes. Pueden ser moléculas hidréfobas, moléculas
neutras, moléculas polares o complejos moleculares que hacen posible la uniéon de hidrégeno. Pueden estar en la
forma de éteres, esteres, amidas y similares, inclusive profarmacos que son activados biolégicamente cuando se
inyectan en el cuerpo humano o animal, por ejemplo, mediante la escisiébn de un éster o amida. Un agente
terapéutico en una composicién principal puede variar ampliamente con el propdsito para la composicion.

Los plastificantes y agentes estabilizadores conocidos en el campo se pueden incorporar en los polimeros de la
presente descripcién. En ciertos casos, los aditivos tales como plastificantes y agentes de estabilizacion se
seleccionan por su biocompatibilidad. En ciertos casos, los aditivos son tensioactivos pulmonares, tales como 1,2-
dipalmitoilfosfatidicolina (DPPC) y L-a-fosfatidilcolina (PC).

Una composicién de esta descripcion puede contener ademas una o mas sustancias adyuvantes, tales como
materiales de relleno, agentes espesadores o similares. En otros casos, los materiales que sirven como adyuvantes
pueden estar asociados con la matriz polimérica. Estos materiales adicionales pueden afectar las caracteristicas de
la matriz polimérica que resulta.

Por ejemplo, los materiales de relleno, tales como albdmina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) o
albumina de suero de ratén (MSA; por sus siglas en inglés), pueden estar asociados con la matriz polimérica. En
ciertos casos, la cantidad del material de relleno puede variar de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50% en
peso o mas de la matriz polimérica o aproximadamente 2,5, 5, 10, 25, o 40 por ciento. La incorporacion de estos
materiales de relleno puede afectar la biodegradacién del material polimérico y/o la velocidad de liberacion sostenida
de cualquier sustancia encapsulada. Otros materiales de relleno conocidos para aquellas personas expertas en el
campo, tales como carbohidratos, azucares, almidones, sacéridos, celulosas y polisacaridos, que incluyen manitosa
y sacarosa, se pueden utilizar en ciertos casos de la presente descripcion.

En otros casos, los intensificadores de la esferonizacion facilitan la producciéon de las matrices poliméricas,
principales que son generalmente de forma esférica. Las sustancias tales como zeina, celulosa microcristalina o
celulosa microcristalina co-procesada con carboximetilcelulosa de sodio pueden conferir plasticidad a las
composiciones principales asi como también, resistencia e integridad del implante. En los casos particulares, durante
la esferonizacion, las piezas extruidas que son rigidas, pero no plasticas, dan por resultado la formacién de
implantes en forma de pesas de gimnasia y/o una alta proporcién de finos y piezas extruidas que son plasticas, pero
no rigidas, tienden a aglomerarse y formar implantes excesivamente grandes. En tales casos, es deseable un
balance entre rigidez y plasticidad. El porcentaje del intensificador de la esferonizacién en una formulacion varia
tipicamente de 10 a 90% (p/p).

En ciertos casos, una composicion principal incluye un excipiente. Un excipiente particular se puede seleccionar en
base a su punto de fusién, solubilidad en un disolvente seleccionado (por ejemplo, un disolvente que disuelve el
polimero y/o el agente terapéutico), y las caracteristicas resultantes de las microparticulas.

Los excipientes pueden comprender un cierto porcentaje, aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%,
50%, o un porcentaje superior de las composiciones principales.

Los amortiguadores, acidos y bases se pueden incorporar en las composiciones principales para ajustar su pH. Los
agentes para incrementar la distancia de difusion de los agentes liberados de la matriz polimérica también se pueden
incluir.

Los desintegrantes son sustancias que, en presencia de un liquido, promueven la disrupciéon de las composiciones
principales. Los desintegrantes se utilizan més frecuentemente en implantes, en los cuales la funcién del
desintegrante es contrarrestar o neutralizar el efecto de cualquier material de unién utilizado en la formulacion
principal. En general, el mecanismo de desintegracion involucra la absorcion de humedad e hinchamiento por un
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material insoluole.

Los ejemplos de desintegrantes incluyen croscarmelosa de sodio y crospovidona, las cuales, en ciertos casos, se
pueden incorporar en las matrices poliméricas en el intervalo de aproximadamente 1-20% del peso total de la matriz.
En otros casos, los materiales de relleno solubles, tales como azucares (manitol y lactosa), también se pueden
adicionar para facilitar la desintegracion de los implantes.

Se pueden utilizar otros materiales para favorecer o controlar la velocidad de liberacion deseada de un agente
terapéutico para un protocolo de tratamiento particular. Por ejemplo, si la liberacion sostenida es muy lenta para una
aplicacion particular, se puede adicionar un agente de formacién de poros para generar poros adicionales en la
matriz. Cualquier material soluble en agua, biocompatible se puede utilizar como el agente de formacién de poros.
Estos pueden hacer posible la disolucion, difusién o dispersion fuera del sistema polimérico formado después de lo
cual se generan poros y canales microporosos en el sistema. La cantidad de agente de formacion de poros (y el
tamafio de las particulas dispersadas de este agente de formaciéon de poros, si es apropiado) dentro de la
composicion debe afectar el tamafio y el niUmero de los poros en el sistema polimérico.

Los agentes de formacion de poros incluyen cualquier sustancia organica o inorganica, farmacéuticamente aceptable
que sea miscible sustancialmente en agua y los fluidos corporales y se disipara desde la formacion y la matriz
formada en un medio acuoso o fluidos corporales o sustancias inmiscibles en agua que degradan rapidamente a las
sustancias solubles en agua.

Los agentes de formacion de poros, adecuados incluyen, por ejemplo, azucares tales como sacarosa y dextrosa,
sales tales como cloruro de sodio y carbonato de sodio y polimeros tales como hidroxilpropilcelulosa,
carboximetilcelulosa, polietilenglicol y PVP. El tamafio y grado de los poros puede variarse sobre un amplio intervalo
al cambiar el peso molecular y porcentaje del agente de formacion de poros incorporado en el sistema polimérico.

La carga, lipofilicidad o hidrofilicidad de cualquier matriz polimérica, principal se puede modificar al unir en alguna
forma un compuesto apropiado a la superficie de la matriz. Por ejemplo, se pueden utilizar tensioactivos para
aumentar la humectabilidad de composiciones pobremente solubles o hidréfobas. Los ejemplos de tensioactivos
adecuados incluyen dextrano, polisorbatos y laurel-sulfato de sodio. En general, los tensioactivos se utilizan en bajas
concentraciones, generalmente menos de aproximadamente 5%.

Las sustancias aglutinantes son materiales adhesivos que se pueden incorporar en formulaciones poliméricas para
unir y mantener la integridad de la matriz. Las sustancias aglutinantes se pueden adicionar como un polvo seco o
como una solucion. Los azucares y polimeros naturales y sintéticos pueden actuar como sustancias aglutinantes.

Los materiales adicionados especificamente como sustancias aglutinantes se incluyen generalmente en el intervalo
de aproximadamente 0,5%-15% p/p de la formulacién de la matriz. Ciertos materiales, tales como celulosa
microcristalina, también utilizados como intensificadores de la esferonizacion, también tienen propiedades de unién
adicionales.

Se pueden aplicar varios revestimientos para modificar las propiedades de las matrices.

Tres tipos ejemplares de revestimientos son revestimientos de sello, satinado y entéricos. Otros tipos de
revestimientos que tienen varias propiedades de disolucibn o erosion se pueden utilizar para modificar
adicionalmente el comportamiento de las matrices principales y estos revestimientos son facilmente conocidos para
una persona experta en el campo.

Un revestimiento de sello puede prevenir la captacion en exceso de humedad por las matrices durante la aplicacion
de revestimientos entéricos a base de agua. El revestimiento de satinado mejora generalmente la manipulacion de
las matrices terminadas. Los materiales solubles en agua, tales como hidroxipropilcelulosa, se pueden utilizar para
implantes con revestimiento de sello y revestimiento de satinado. El revestimiento de sello y el revestimiento de
satinado son pulverizados generalmente sobre las matrices hasta que se ha obtenido un incremento en peso entre
aproximadamente 0,5% y aproximadamente 5%, frecuentemente de aproximadamente 1% para un revestimiento de
sello y aproximadamente 3% para un revestimiento de satinado.

Los revestimientos entéricos consisten de polimeros que son insolubles en el pH bajo (menor que 3,0) del estc')ma%o,
pero son solubles en el pH elevado (mayor que 4,0) del intestino delgado. Los polimeros tales como EUDRAGIT R
RohmTech, Inc., Malden, Mass., y AQUATERICMR, FMC Corp., Filadelfia, Penn., se pueden utilizar y son
estratificados como membranas delgadas sobre implantes de solucién o suspension acuosa o por medio de un
método de secado por aspersion. El revestimiento entérico es pulverizado generalmente a un incremento en peso de
aproximadamente 1% a aproximadamente 30%, de preferencia de aproximadamente 10 a aproximadamente 15% y
puede contener adyuvantes de revestimiento, tales como plastificantes, tensioactivos, agentes de separacion que
reducen la pegajosidad de los implantes durante el revestimiento y ajustadores de permeabilidad del revestimiento.

Las presentes composiciones pueden contener adicionalmente uno o mas aditivos adicionales, tales como un
refuerzo fibroso, colorantes, perfumes, modificadores de caucho, agentes modificadores, etcétera. En la practica,
cada uno de estos aditivos opcionales debe ser compatible con el polimero resultante y su uso propuesto. Los
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ejemplos del refuerzo fibroso adecuado incluyen microfibrillas de PGA, microfibrillas de colageno, microfibrillas de
celulosa y microfibrillas de olefina. La cantidad de cada uno de estos aditivos opcionales empleados en la
composicion es una cantidad necesaria para lograr el efecto deseado.

Los conjugados poliméricos, terapéuticos descritos en este texto se pueden administrar en varias formulaciones
farmacéuticas dependiendo del trastorno a ser tratado y la edad, condiciéon y peso corporal del paciente, como es
bien sabido en el campo. Por ejemplo, donde los compuestos deben ser administrados oralmente, estos se pueden
formular como tabletas, capsulas, granulos, polvos o jarabes; o para la administracion parenteral, se pueden
formular como inyecciones (intravenosas, intramusculares o subcutaneas), preparaciones de infusion de gotas o
supositorios. Para la aplicacion mediante la ruta de la membrana mucosa oftalmica, se pueden formular como gotas
para los ojos o unguientos para los ojos. Estas formulaciones se pueden preparar por medios convencionales, y, si
se desea, el ingrediente activo se puede mezclar con cualquier aditivo convencional, tal como un excipiente, una
sustancia aglutinante, agente desintegrante, lubricante, correctivo, agente de solubilizacion, auxiliar de suspension,
agente emulsionante o agente de revestimiento. Aunque la dosificacion variara dependiendo de los sintomas, la
edad y el peso corporal del paciente, la naturaleza y gravedad del trastorno que es tratado o prevenido, la ruta de
administracion y la forma del farmaco, en general, se recomienda una dosificacion diaria de 0,01 a 2000 mg del
agente terapéutico para un paciente humano adulto y esto se puede administrar en una sola dosis 6 en dosis
divididas.

El tiempo preciso de administracion y/o cantidad de conjugado polimérico, terapéutico que producira los resultados
mas efectivos en términos de eficacia de tratamiento en un paciente dado dependera de la actividad, farmacocinética
y biodisponibilidad de un compuesto particular, condicion fisioldgica del paciente (que incluye edad, sexo, tipo y
etapa de la enfermedad, condicién fisica general, respuesta a una dosificacién dada y tipo de medicacion), ruta de
administracion, etcétera. Sin embargo, las guias anteriores se pueden utilizar como la base para una regulacion fina
del tratamiento, por ejemplo, para determinar el tiempo éptimo y/o cantidad de administracion, que requerird no mas
gue la experimentacion de rutina que consiste en supervisar al sujeto y ajustar la dosificacion y/o sincronizacion.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se emplea en este texto para referirse a aquellos conjugados poliméricos,
terapéuticos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son, dentro del alcance del juicio exacto del
médico, adecuados para el uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva,
irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacion, en proporcion con una relacion razonable de
beneficio/riesgo.

La frase "portador farmacéuticamente aceptable" utilizada en este texto significa un material, composicién o vehiculo
farmacéuticamente aceptable, tal como un material de relleno, diluyente, excipiente, disolvente o material de
encapsulamiento liquido o sdlido, involucrado en llevar o transportar el" agente quimico, principal de un 6rgano, o
porcién del cuerpo, a otro érgano, o porcion del cuerpo. Cada portador debe ser "aceptable" en el sentido de ser
compatible con los otros ingredientes de la formulacién y no perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de
materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como
lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de papa; (3) celulosa, y sus
derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, celulosa de etilo y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo;
(5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; (9) aceites,
tales como aceite de cacahuate, aceite de semilla de algoddn, aceite de girasol, aceite de ajonjoli, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de semilla de soya; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina,
sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) esteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes
amortiguadores, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) &cido alginico; (16) agua libre de
pirégenos; (17) solucion salina, isotonica; (18) solucién de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones
amortiguadoras de fosfato; y (21) otras sustancias compatibles, no tdxicas que se emplean en las formulaciones
farmacéuticas.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales de adicidon de acido organicas e inorganicas,
relativamente no téxicas de los conjugados poliméricos, terapéuticos. Estas sales se pueden preparar in situ durante
el aislamiento final y la purificacién de los conjugados poliméricos, terapéuticos o al hacer reaccionar por separado
un polimero purificado en su forma de base libre con un acido organico o inorganico adecuado y aislar la sal formada
de esta manera. Las sales representativas incluyen las sales de bromhidrato, clorhidrato, sulfato, bisulfato, fosfato,
nitrato, acetato, valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato,
fumarato, succinato, tartrato, naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato y laurilsulfonato y similares. (Véase,
por ejemplo, Berge y colaboradores, (1977) "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. SCI. 66:1-19).

En otros casos, los conjugados poliméricos, terapéuticos que son Utiles en los métodos de la presente descripcion
pueden contener uno o mas grupos funcionales, acidos y, de esta manera, son capaces de formar sales
farmacéuticamente aceptables con bases farmacéuticamente aceptables. El término "sales farmacéuticamente
aceptables"” en estos casos se refiere a las sales de adicion de bases, organicas e inorganicas, relativamente no
toxicas del(los) polimero(s). Estas sales se pueden preparar de igual manera in situ durante el aislamiento final y la
purificacion del(los) polimero(s), o mediante la reaccién por separado del (los) polimero(s) purificado(s) en su forma
de Acido libre con una base adecuada, tal como hidréxido, carbonato o bicarbonato de un catién de metal
farmacéuticamente aceptable, con amoniaco, 0 con una amina primaria, secundaria o terciaria, organica,
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farmacéuticamente aceptable. Las sales alcalinas o alcalinotérreas representativas incluyen las sales de litio, sodio,
potasio, calcio, magnesio y aluminio y similares. Las aminas organicas, representativas que son Utiles para la
formacién de sales de adicion de base incluyen etilamina, dietilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina,
piperazina y similares (véase, por ejemplo, Berge y colaboradores, supra).

Los agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como lauril-sulfato de sodio y estearato de magnesio,
asi como también agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de revestimiento, agentes dulcificantes,
saborizantes y aromatizantes, conservadores y antioxidantes también pueden estar presentes en las composiciones.

Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua, tales
como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares;
(2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y (3) agentes formadores de quelatos de metal,
tales como acido citrico, acido etilendiamina-tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Las formulaciones utiles en los métodos de la presente descripcion incluyen aquellas adecuadas para la
administracion oral, nasal, topica (que incluye oftadlmica, 6tica, bucal y sublingual), rectal, vaginal, aerosol y/o
parenteral. Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en formas de dosificacion unitaria y se pueden
preparar por cualquier método bien conocido en el campo de la farmacia. La cantidad de ingrediente activo que se
puede combinar con un material portador para producir una forma de dosificacion individual variara dependiendo del
hospedante que es tratado, el modo particular de administracion. La cantidad de ingrediente activo que se puede
combinar con un material portador para producir una forma de dosificacion individual sera generalmente aquella
cantidad del compuesto que produzca un efecto terapéutico. Generalmente, fuera de cien por ciento, esta cantidad
variarq de aproximadamente 1 por ciento a aproximadamente noventa y nueve por ciento del ingrediente activo,
preferiblemente de aproximadamente 5 por ciento a aproximadamente 70 por ciento, mas preferiblemente de
aproximadamente 10 por ciento a aproximadamente 30 por ciento.

Los métodos para preparar estas formulaciones o composiciones incluyen el paso que consiste en poner en
asociacion un(unos) conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s) con el portador y, opcionalmente, uno o mas
ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan al poner en asociacion uniforme e intimamente
un conjugado polimérico, terapéutico con portadores liquidos, o portadores sélidos finamente divididos, o ambos, y
luego, si es necesario, dar forma al producto.

Las formulaciones adecuadas para la administracion oral pueden estar en la forma de capsulas, sellos, pildoras,
tabletas, gomas, pastillas rombéticas (utilizando una base saborizada, usualmente sacarosa y goma acacia o
tragacanto), polvos, granulos o0 como una soluciéon o suspension en un liquido acuoso o no acuoso 0 como una
emulsion liquida de aceite en agua o agua en aceite o0 como un elixir o jarabe o como pastillas (utilizando una base
inerte, tal como gelatina y glicerina 0 sacarosa y goma acacia) y/o como enjuagues bucales y similares, cada uno
gue contiene una cantidad predeterminada de un(unos) conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s) como un
ingrediente activo. Un compuesto también se puede administrar como un bolo, electuario o pasta.

Una tableta se puede hacer mediante la compresion o moldeo, opcionalmente con uno 0 mas ingredientes
accesorios. Las tabletas comprimidas se pueden preparar utilizando sustancia aglutinante (por ejemplo, gelatina o
hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservador, desintegrante (por ejemplo, glicolato de almidon
sédico o carboximetilcelulosa de sodio reticulada), agente tensoactivo o de dispersiéon. Las tabletas moldeadas se
pueden hacer al moldear en una maquina adecuada una mezcla del péptido en polvo o peptidomimético humedecido
con un diluyente liquido, inerte.

Las tabletas, y otras formas de" dosificacion sélidas, tales como grageas, capsulas, pildoras y granulos, se pueden
grabar opcionalmente o se pueden preparar con revestimientos y cubiertas, tales como revestimientos entéricos y
otros revestimientos bien conocidos en el campo de la formulacion farmacéutica. Estas también se pueden formular
para proporcionar una liberacion lenta o controlada del ingrediente activo en las mismas utilizando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variantes para proporcionar el perfil de liberacion deseado, otras matrices
poliméricas, liposomas y/o microesferas. Estas se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante la filtracién a través de
un filtro de retencion de bacterias 0 mediante la incorporacion de agentes esterilizantes en la forma de
composiciones sélidas, estériles, las cuales se pueden disolver en agua estéril o algin otro medio inyectable, estéril
inmediatamente antes del uso. Esas composiciones también pueden contener opcionalmente agentes opacificadores
y pueden ser de una composicion que liberen el(los) ingrediente(s) activo(s) Unicamente, o preferentemente, en una
cierta porcion del tracto gastrointestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones
de incrustamiento que se pueden utilizar incluyen sustancias poliméricas y ceras. El ingrediente activo también
puede estar en una forma microencapsulada, si es apropiado, con uno o0 mas de los excipientes descritos
anteriormente.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas de
dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados cominmente en el campo, tales como, por
ejemplo, agua u otros disolventes, agentes de solubilizacién y emulsionantes, tales como alcohol etilico alcohol
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isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuate, maiz, germen, olivo, ricino y ajonjoli),
glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y esteres de acidos grasos de sorbitan y mezclas de los mismos.

Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes, tales como agentes
humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes dulcificantes, saborizantes, colorantes,
aromatizantes y conservadores.

Las suspensiones, ademas de los conjugados poliméricos, terapéuticos, activos, pueden contener agentes de
suspension como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilen-sorbitol y esteres de sorbitan,
celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto y mezclas de las mismos.

Las formulaciones para la administracion rectal o vaginal se pueden presentar como un supositorio, el cual se puede
preparar al mezclar uno o mas conjugados poliméricos, terapéuticos con uno o mas excipientes no irritantes,
adecuados o portadores que comprenden por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera para supositorio
o un salicilato, y el cual es sélido a temperatura ambiente, pero liquido a temperatura corporal y, por lo tanto, se
fundira en la cavidad rectal o vaginal y liberara el agente activo.

Las formulaciones que son adecuadas para la administracion vaginal también incluyen pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas y formulaciones de pulverizacion que contienen estos portadores que en el campo se sabe
gue son apropiados,

Las formas de dosificacion para la administracion topica o transdérmica de un(unos) conjugado(s) polimérico(s),
terapéutico(s) incluyen polvos, pulverizaciones, ungiientos, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e
inhalantes. El componente activo se puede mezclar bajo condiciones estériles con un portador farmacéuticamente
aceptable, y con cualquier conservador, amortiguador o impelente que se pueda requerir.

Los unglientos, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas del(los) ligando(s), excipientes, tales como grasas
animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidon, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles,
siliconas, bentonitas, &acido silicico, talco y 6xido de zinc, o mezclas de los mismos.

Los polvos y pulverizaciones pueden contener, ademas de un(nos) conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s),
excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o
mezclas de estas sustancias. Las pulverizaciones pueden contener adicionalmente impelentes acostumbrados, tales
como clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos no sustituidos, volatiles, tales como butano y propano.

El(los) conjugado{s} polimérico(s), terapéutico(s) se puede(n) administrar alternativamente mediante el aerosol. Esto
se realiza al preparar un aerosol acuoso, preparacion liposémica o particulas sélidas que contienen el compuesto.
Se podria utilizar una suspensidn no acuosa (por ejemplo, impelente de fluorocarburo). Los nebulizadores sénicos se
prefieren debido a que minimizan la exposicién del agente al esfuerzo cortante, lo cual puede dar por resultado la
degradacion del compuesto.

Ordinariamente, un aerosol acuoso se hace al formular una solucién o suspension acuosa, del agente junto con
portadores y estabilizadores farmacéuticamente aceptables, convencionales. Los portadores y estabilizadores varian
con los requerimientos del compuesto particular, pero incluyen tipicamente tensioactivos no iénicos (Tweens,
Pluronics o polietilenglicol), proteinas inocuas como albumina de suero, esteres de sorbitan, &cido oleico, lecitina,
aminoacidos tales como glicina, amortiguadores, sales, azucares o alcoholes de azlcar. Los aerosoles se preparan
generalmente a partir de soluciones isoténicas.

Los parches transdérraicos tienen la ventaja adicional de proporcionar un suministro controlado de un(unos)
conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s) al cuerpo. Estas formas de dosificacion se pueden hacer al disolver o
dispersar el agente en el medio apropiado. Los intensificadores de la absorcion también se pueden utilizar para
incrementar el flujo del ligando a través de la piel. La velocidad de este flujo se puede controlar ya sea al
proporcionar una membrana para el control de la velocidad o al dispersar el agente peptidomimético en una matriz
polimérica o gel.

Las formulaciones oftalmicas, ungiientos para los ojos, polvos, soluciones y similares también estan contemplados
como que estan dentro del alcance de esta descripcion.

Las composiciones farmacéuticas de esta descripcion que son adecuadas para la administracion parenteral
comprenden uno o mas conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s) en combinacién con una o mas soluciones,
dispersiones, suspensiones o0 emulsiones acuosas 0 nho acuosas, isoténicas, estériles, farmacéuticamente
aceptables, o polvos estériles que pueden ser reconstituidos en soluciones inyectables, estériles o dispersiones justo
antes del uso, los cuales pueden contener antioxidantes, amortiguadores, bacteriostatos, solutos los cuales vuelven
la formulacién isoténica con la sangre del receptor propuesto 0 agentes de suspension o espesamiento.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos, adecuados que se pueden emplear en las composiciones
farmacéuticas de la descripcion incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y
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similares) y mezclas adecuada de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de olivo y esteres organicos,
inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de revestimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservadores, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes de dispersion. La prevencion de la accién de microorganismos se puede asegurar
por la inclusién de varios agentes antibacterianos y antifungales, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenol-
sérbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isotdnicos, tales como azucares, cloruro de sodio y
similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica, inyectable se puede
llevar aproximadamente por la inclusién de agentes que retardan la absorcion, tales como monostearato de aluminio
y gelatina.

En algunos casos, a fin de prolongar el efecto de un farmaco, es deseable disminuir la velocidad de la absorcién del
farmaco de la inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto se puede realizar mediante el uso de una suspension
liquida de material cristalino o amorfo que tiene pobre solubilidad en agua. La velocidad de absorcion del farmaco
entonces depende de su velocidad de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y la forma
cristalina. Alternativamente, la absorcién retardada de una forma de farmaco administrada parenteralmente se
realiza al disolver o suspender el farmaco en un vehiculo oleoso.

Las formas de deposito inyectables se hacen al formar matrices microencapsuladas de conjugado(s) polimérico(s),
terapéutico(s) en polimeros biodegradables, tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la relacion del
farmaco con el polimero, y la naturaleza del polimero particular que se emplea, la velocidad de liberacién del
farmaco se puede controlar. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y
poli(anhidridos). Las formas inyectables de depésito también se preparan al atrapar el farmaco en liposomas o
microemulsiones que son compatibles con el tejido corporal.

Cuando el(los) conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s) de la presente descripcion son administrados como
agentes farmacéuticos, a humanos y animales, se pueden proporciones per se 0 COmO una COmMpPOSIcion
farmacéutica que contiene, por ejemplo, 0,1 a 99,5% (mas preferiblemente, 0,5 a 90%) de ingrediente activo en
combinacion con un portador farmacéuticamente aceptable.

Las preparaciones de agentes se pueden proporcionar por via oral, parenteral, topica o rectal. Estas se proporcionan
por supuesto, mediante formas adecuadas para cada ruta de administracion. Por ejemplo, se administran en forma
de tabletas o capsulas mediante la inyeccidn, inhalacién, locién para los ojos, ungiento, supositorio, infusién; por via
tépica mediante locién o ungiiento; y por via rectal mediante supositorios. Se prefiere la administracion oral.

Las frases "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente” utilizadas en este texto significan modos de
administracion diferentes de la administracion entérica y tdpica, usualmente mediante la inyeccion, e incluyen, sin
limitacion, intravenoso, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaco, intradérmico,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutaneo, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoideo, inyeccion
intraespinal e intraesternal e infusién.

Las frases "administracion sistémica”, "administrado sistémicamente”, "administracion periférica" y "administrado
periféricamente” utilizadas en este texto significan la administracion de un conjugado polimérico, terapéutico,
farmaco u otro material diferente de directamente en el sistema nervioso central, de tal manera que entre al sistema
del paciente y, de esta manera, esté sujeto al metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo, la administracion
subcutanea.

Este(estos) conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s) se puede(n) administrar a humanos y otros animales para la
terapia mediante cualquier ruta de administracion adecuada, que incluye mediante la ruta oral, nasal, como
mediante, por ejemplo, una pulverizacion, rectal, intravaginal, parenteral, intracisternal y topica, como mediante
polvos, ungiientos o ¢ gotas, inclusive bucal y sublingual.

Sin importar la ruta de administracidn seleccionada, el(los) conjugado(s) polimérico(s), terapéutico(s), que se pueden
utilizar en una forma hidratada, adecuada y/o las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion, se
formulan en formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables por medio de métodos convencionales que son
conocidos para aquellas personas expertas en el campo.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de esta
descripcion pueden variarse para mantener una cantidad del ingrediente activo que sea efectiva para lograr la
respuesta terapéutica, deseada para un paciente particular, composicion y modo de administracion, sin ser toxica
para el paciente.

(c) Estructuras Fisicas de las Composiciones Principales
Los polimeros principales se pueden generar en una variedad de formas. Por ejemplo, en ciertos casos, las matrices

poliméricas, principales se pueden presentar en la forma de microparticulas o nanoparticulas. Las microesferas
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comprenden tipicamente una matriz polimérica biodegradable que incorpora un farmaco. Las microesferas se
pueden formar por medio de una amplia variedad de técnicas conocidas para aquellas persones expertas en el
campo. Los ejemplos de técnicas de formaciéon de microesferas incluyen, pero no estan limitados a, (a) separacion
de fases mediante la emulsificacion y evaporacion subsecuente de disolventes organicos (que incluyen métodos de
emulsion de complejos, tales como emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua en aceite y emulsiones de
agua-aceite-agua; (b) separacion de coacervacion de fases; (c) dispersion por fusién; . (d) deposicién interfacial; (€)
polimerizacion in situ; (f) secado por aspersion y congelacion por aspersion; (g) revestimiento de suspension aéreo; y
(h) revestimiento en cacerola y pulverizacién. Estos métodos, asi como también las propiedades y caracteristicas de
las microesferas se describen en, por ejemplo, la patente norteamericana No. 4,652,441; la patente norteamericana
No. 5,100,669; la patente norteamericana No. 4,526,938; WO 93/24150; EPA 0258780 A2; la patente
norteamericana No. 4,438,253; y la patente norteamericana No. 5,330,768.

Para preparar microesferas de la presente descripcion, se pueden emplear varios métodos dependiendo de la
aplicaciéon deseada de los vehiculos de suministro. Los métodos adecuados incluyen, pero no estan limitados a,
secado por aspersion, liofilizacién, secado por aire, secado al vacio, secado en lecho fluidizado, molienda, co-
precipitacion y extraccion critica de fluido. En el caso del secado por aspersion, liofilizacion, secado con aire, secado
al vacio, secado en lecho fluidizado, y extraccién critica de fluido; los componentes (poliol estabilizador, material
bioactivo, amortiguadores, etcétera) se disuelven o suspenden primero en condiciones acuosas. En el caso de la
molienda, los componentes se mezclan en la forma seca y se muelen por medio de cualquier método conocido en el
campo. En el caso de la co-precipitacion, los componentes se mezclan en condiciones orgéanicas y se procesan
como se describe posteriormente. El secado por pulverizacién se puede utilizar para cargar el poliol estabilizador
con el material bioactivo. Los componentes se mezclan bajo condiciones acuosas y se secan utilizando boquillas de
precision para producir gotitas extremadamente uniformes en una camara * de secado. Las maquinas para el secado
por aspersion adecuadas incluyen, pero no estan limitadas a, los secadores por aspersion Buchi, NIRO, fIPV y Lab-
plant utilizados de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La forma de microparticulas y nanoparticulas se puede terminar mediante la microscopia electrénica de barrido. Las
nanoparticulas de forma esférica se utilizan en ciertas modalidades, para la circulacion a través del torrente
sanguineo. Si se desea, las particulas se pueden fabricar utilizando técnicas conocidas en otras formas que son mas
Utiles para una aplicacién especifica.

Ademas del suministro intracelular de un agente terapéutico, también es posible que las particulas de las
composiciones principales, tales como microparticulas o nanoparticulas, se puedan someter a la endocitosis, para
obtener con lo cual acceso a la célula. La frecuencia de este proceso de endocitosis dependera probablemente del
tamafio de cualquier particula.

En ciertos casos, se pueden utilizar articulos solidos que son Utiles en la definicion de la forma y para proporcionar
rigidez y resistencia estructural a las matrices poliméricas. Por ejemplo, se puede formar un polimero en una malla u
otro tejido para el implante. Dn polimero también se puede fabricar como un dispositivo stent o como una derivacion,
adaptado para mantener areas abiertas dentro de los tejidos corporales o para drenar fluido desde una cavidad
corporal o lumen corporal en otro. Ademas, un polimero se puede fabricar como un dren o un tubo adecuado para
remover fluido de un sitio post-operativo y en algunos casos adaptable para el uso con sistemas de drenaje de
seccion cerrada, tales como drenajes Jackson-Pratt y similares que son familiares en el campo.

Las propiedades mecanicas del polimero pueden ser importantes para la procesabilidad de la fabricacion de
articulos moldeados o comprimidos para el implante. Por ejemplo, la temperatura de transicion del estado vitreo
puede variar ampliamente pero debe ser suficientemente méas baja que la temperatura de descomposicién para dar
lugar a técnicas de fabricacion convencionales, tales como el moldeo por compresion, extrusion y moldeo por
inyeccion.

(d) Biodegrabilidad y Caracteristicas de Liberacion

En ciertos casos, los polimeros y mezclas de la presente descripcion, con el contacto con fluidos corporales, se
someten a la degradacién gradual. La vida de un polimero biodegradable in vivo depende de, entre otras cosas, su
peso molecular, cristalinidad, bioestabilidad y el grado de reticulacion. En general, mientras mayor sea el peso
molecular, mayor sea el grado de cristalinidad y mayor sea la bioestabilidad, mas lenta sera la degradacion.

Si se formula una compaosicién principal con un agente terapéutico u otro material, resulta generalmente la liberacién
de este agente u otro material durante un periodo sostenido y extendido en comparacién con la liberacion de una
solucién salina, isoténica. Este perfil de liberacién puede dar por resultado un suministro prolongado (digamos sobre
1 a aproximadamente 2.000 horas, o alternativamente de aproximadamente 2 a aproximadamente 800 horas) de
cantidades efectivas (por ejemplo, aproximadamente 0,0001 mg/kg/hora a aproximadamente 1,0 mg/kg/hora) del
agente o cualquier otro material asociado con el polimero.

Una variedad de factores puede afectar la velocidad deseada de hidrdlisis de los polimeros de la descripcion, la
suavidad deseada y la flexibilidad de la matriz sélida, resultante, la velocidad y grado de liberacién del material
biodegradable. Algunos de estos factores incluyen la seleccion/identidad de varias subunidades, la pureza
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enantiomérica o diastereomérica de las subunidades monoméricas, homogeneidades de subunidades encontradas
en el polimero y la longitud del polimero. Por ejemplo, la presente descripcion contempla heterbpolimeros con
enlaces variantes y/o la inclusién de otros elementos monoméricos en el polimero, a fin de controlar, por ejemplo, la
velocidad de biodegradacion de la matriz.

Para ilustracion adicional, se puede obtener un amplio intervalo de velocidades de degradacion al ajustar las
hidrofobicidades de las estructuras principales o cadenas laterales de los polimeros mientras que aln se mantiene
una biodegradabilidad suficiente para el uso propuesto de cualquiera de estos polimeros. Este resultado se puede
lograr al variar los diversos grupos funcionales del polimero. Por ejemplo, la combinacion de una estructura principal,
hidréfoba y un enlace hidréfilo produce la degradacién heterogénea debido a que se favorece la escision mientras
que se impide la penetracién del agua.

Un protocolo aceptado generalmente en el campo que se puede utilizar para determinar la velocidad de liberacion de
cualquier agente terapéutico u otro material cargado en las matrices poliméricas de la presente descripcién involucra
la degradacion de cualquiera de estas matrices en una solucion de PBS 0,1 M (pH 7,4) a 37°C, un ensayo conocido
en el campo. Para propositos de la presente descripcion, el término "protocolo de PBS" se utiliza en este texto para
referirse a este protocolo.

En ciertos casos, las velocidades de liberacion de diferentes sistemas poliméricos de la presente descripcion se
pueden comparar al sujetarlos a este protocolo. En ciertos casos, puede ser necesario procesar sistemas
poliméricos en la misma forma para permitir que se hagan las comparaciones directas y relativamente precisas de
diferentes sistemas. Por ejemplo, la presente descripcién ensefia varios medios diferentes para formular las matrices
poliméricas de la presente descripcion. Estas comparaciones pueden indicar que cualquier sistema polimérico libera
material incorporado a una velocidad de aproximadamente 2 o menos a aproximadamente 1000 o mas veces mas
rapido que otro sistema polimérico.

Alternativamente, una comparacion puede revelar una diferencia de velocidad de aproximadamente 3, 5, 7, 10, 25,
50, 100, 250, 500 o 750 veces. Las diferencias de velocidad aun mas altas estan contempladas por la presente
descripcion y los protocolos de velocidad de liberacién.

En ciertos casos, cuando se formulan de cierta manera, la velocidad de liberacion de los sistemas poliméricos de la
presente descripcion puede presentarse como mono- o bi-fasica.

La liberacién de cualquier material incorporado en la matriz polimérica, que se proporciona frecuentemente .como
una microesfera, se puede caracterizar en ciertos casos por una velocidad de liberacion incrementada, inicial, que
puede liberar de aproximadamente 5 a aproximadamente 50% o mas de cualquier material incorporado, o
alternativamente de aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30 o 40%, seguido por una velocidad de liberacién de menor
magnitud.

La velocidad de liberacion de cualquier material incorporado también se puede caracterizar por la cantidad de este
material liberado al dia por mg de matriz polimérica. Por ejemplo, en ciertos casos, la velocidad de liberacion puede
variar de aproximadamente 1 ng o menos de cualquier material incorporado al dia por mg de sistema polimérico a
aproximadamente 500 o mas ng/dia/mg. Alternativamente, la velocidad de liberacidon puede ser de aproximadamente
0,05, 0,5, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 ng/dia/mg. En todavia otros
casos, la velocidad de liberacion de cualquier material incorporado puede ser de 10,000 ng/dia/mg, o incluso
superior. En ciertos casos, los materiales incorporados y caracterizados por estos protocolos de velocidad de
liberacion pueden incluir agentes terapéuticos, materiales de relleno y otras sustancias.

En otro aspecto, la velocidad de liberacién de cualquier material desde cualquier matriz polimérica de la presente
descripcion se puede presentar como el periodo de vida media de este material en la matriz.

Ademas del aspecto que involucra protocolos para la determinacion in vitro de las velocidades de liberacion, los
protocolos in vivo, con lo cual en ciertos casos las velocidades de liberacion para los sistemas poliméricos se pueden
determinar in vivo, también estan contemplados por la presente descripcion. Otros ensayos Utiles para determinar la
liberacion de cualquier- material de los polimeros del presente sistema son conocidos en el campo.

(e) Implantes y Sistemas de Suministro

En su forma mas simple, un sistema de suministro biodegradable para un agente terapéutico consiste de una
dispersion de este agente terapéutico en una matriz polimérica. En otros casos, un articulo se usa para el implante,
inyeccion o de otra manera se coloca total o parcialmente dentro del cuerpo, el articulo comprende las
composiciones principales. Es particularmente importante que este articulo de por resultado una irritacién de tejido
minima cuando se implanta o inyecta en el tejido vasculado.

Los sistemas de suministro biodegradables, y articulos de los mismos, se pueden preparar de una variedad de
formas conocidas en el campo. En polimero principal puede ser procesado por fusién utilizando técnicas de moldeo
por extrusién o inyeccién convencionales o esos productos se pueden preparar mediante la -disolucién en un
disolvente apropiado, seguido por la formacion del dispositivo y la remocion subsecuente del disolvente mediante la
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evaporacion o extraccion.

Una vez que un sistema o articulo de implante esta en su lugar, debe permanecer en contacto al menos parcial con
un fluido biolégico, tal como la sangre, secreciones de drganos internos, membranas mucosas, fluido cerebroespinal
y similares para permitir la liberacion sostenida de cualquier agente terapéutico, encapsulado.

) Métodos de Preparacion

Generalmente, los compuestos de la presente descripcion se pueden preparar en una de dos maneras: los
mondémeros que llevan agentes terapéuticos, ligandos de establecimiento de objetivos, y/o restos de ciclodextrina se
pueden copolimerizar, o las estructuras principales del polimero se pueden derivatizar con agentes terapéuticos,
ligandos de establecimiento de objetivos y/o restos de ciclodextrina.

De esta manera, en un caso, la presente descripcién contempla la sintesis de compuestos de la descripcién al hacer
reaccionar monémeros M-L-CD y M-L-D (y, opcionalmente, M-L-T), en donde

CD representa un resto ciclico, tal como una molécula de ciclodextrina, o un derivado de la misma;
L, independientemente de cada vez que aparece, puede estar ausente o representa un grupo conector;

D, independientemente de cada vez que aparece, representa el mismo o diferente agente terapéutico o
profdrmacos del mismo;

T, independientemente de cada vez que aparece, representa el mismo o diferente ligando de establecimiento de
objetivos o un precursor del mismo; y

M, representa una subunidad monomérica que lleva una o mas porciones reactivas que pueden someterse a una
reaccion de polimerizacién con uno o mas de otros M en los mondmeros en la mezcla de reaccién, bajo
condiciones que causan que tome lugar la polimerizacion de los monémeros.

En ciertos casos, la mezcla de reaccién pude comprender ademas monodmeros que no llevan porciones CD, T o D,
por ejemplo, para separar las unidades monoméricas, derivadas por todo el polimero.

En un caso alternativo, la descripcion contempla sintetizar un compuesto de la presente descripcién mediante la
reaccion de un polimero P (el polimero que lleva una pluralidad de grupos reactivos tales como &cidos carboxilicos,
alcoholes, tioles, aminas, epdxidos, etcétera) con agentes de injerto X-L-CD e Y-L-D (y, opcionalmente, Z-L-T), en
donde

CD representa un resto ciclico, tal como una molécula de ciclodextrina, o un derivado de la misma;
L, independientemente de cada vez que aparece, puede estar ausente o0 representa un grupo conector;

D, independientemente de cada vez que aparece, representa el mismo o diferente agente terapéutico o
profdrmacos del mismo;

T, independientemente de cada vez que aparece, representa el mismo o diferente ligando de establecimiento de
objetivos o precursor del mismo;

X, independientemente de cada vez que aparece, representa un grupo reactivo, tal como éacidos carboxilicos,
alcoholes, tioles, aminas, epéxidos, etcétera, capaz de formar un enlace covalente con un grupo reactivo del
polimero; y

Y y Z, independientemente de cada vez que aparecen, representan hospedantes de inclusion o grupos reactivos,
tales como acidos carboxilicos, alcoholes, tioles, aminas, epoxidos, etcétera, capaces de formar un enlace
covalente con un grupo reactivo del polimero o complejos de inclusion con porciones CD injertadas al polimero,
bajo condiciones que causan que los agentes de injerto formen enlaces covalentes y/o complejos de inclusion,
como sea apropiado, con el polimero o porciones injertadas al polimero.

Por ejemplo, si el polimero incluye alcoholes, tioles 0 aminas como grupos reactivos, los agentes de injerto pueden
incluir grupos reactivos que reaccionan con ellos, tales como isocianatos, isotiocianatos, cloruros acidos, anhidridos
acidos, epoxidos, cetonas, cloruros de sulfonilo, acidos carboxilicos activados (por ejemplo, acidos carboxilicos
tratados con un agente activador tal como PyBrOP, carbonildiimidazol u otro reactivo que reaccione con un acido
carboxilico para formar una porcion susceptible al ataque nucleofilico), u otras porciones electrofilicas conocidas
para aquellas personas expertas en el campo. En ciertos casos, puede ser necesario que un catalizador cause que
la reaccion tome lugar (por ejemplo, un &cido Lewis, un catalizador de metal de transicién, una base de amina,
etcétera) como sera entendido por aquellas personas expertas en el campo.

En ciertos casos, los diferentes agentes de injerto se hacen reaccionar con el polimero simultaneamente o en
realidad simultaneamente (por ejemplo, en una reaccién en una vasija), 0 se hacen reaccionar secuencialmente con
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el polimero (opcionalmente con un paso de purificacion y/o lavado entre las reacciones).

También se describe en esta memoria un método para fabricar los polimeros que contienen ciclodextrina, lineales o
ramificados que son representados por las férmulas I-Ill. Mientras que la descripcion posterior se enfoca en la
preparacién de moléculas de ciclodextrina lineal, una persona experta en el campo reconocerla faciimente que los
métodos descritos se pueden adaptar para producir polimeros ramificados al seleccionar un precursor de
comonomero A apropiado.

Por consiguiente, un caso de la descripcién es un método para preparar un copolimero de ciclodextrina lineal. De
acuerdo con la descripcion, un copolimero de ciclodextrina lineal de la descripcién se puede preparar al
copolimerizar un precursor de irtonémero de ciclodextrina disustituido por un grupo saliente,, apropiado con un
precursor de comondmero A capaz de desplazar los grupos salientes. El grupo saliente, el cual puede ser el mismo
o diferente, puede ser cualquier grupo saliente conocido en el campo que pueda ser desplazado con la
copolimerizacién con un precursor de comonémero A. En un caso preferido, un copolimero de ciclodextrina lineal se
puede preparar mediante la yodaciéon de un precursor de monémero de ciclodextrina para formar un precursor de
monomero de ciclodextrina diyodado y copolimerizar el precursor de monémero de ciclodextrina diyodado con un
precursor de comondémero A para formar un copolimero de ciclodextrina lineal que tiene una unidad de repeticiéon de
la formula Il o Ill, o0 una combinacion de los mismos, cada uno como se describiera anteriormente. Mientras que los
ejemplos presentados a continuacion describen restos de ciclodextrina yodados, una persona experta en el campo
reconocerla facilmente que la presente descripcion contempla e incluye los restos de ciclodextrina en donde otros
grupos salientes, tales como alquilo o arilsulfonato pueden estar presentes en lugar grupos yodo. En un caso
preferido, un método para preparar un copolimero de ciclodextrina lineal de la descripcién al yodar un precursor de
mondémero de ciclodextrina como se describiera anteriormente para formar un precursor de mondémero de
ciclodextrina diyodado de las formulas IVa, IVb, IVc o una mezcla de las mismas:

IVa Vb

Ve

La ciclodextrina diyodada se puede preparar por cualquier medio conocido en el campo (Tabushi y colaboradores, J.
Am. Chem. 106, 5267-5270 (1984); Tabushi y colaboradores, J. Am. Chem. 106, 4580-4584 (1984)). Por ejemplo, la
B-ciclodextrina se puede hacer reaccionar con cloruro de bifenil-4,4'-disulfonilo en presencia de piridina anhidra para
formar una p-ciclodextrina cuyo extremo es cloruro de bifenil-4,4'-disulfonilo, la cual entonces se puede hacer
reaccionar con yoduro de potasio para proporcionar la diyodo-B-ciclodextrina. El precursor de monémero de
ciclodextrina es yodado en solo dos posiciones. Mediante la copolimerizacion, el precursor de monémero de
ciclodextrina diyodado con un precursor de comonomero A, como se muestra anteriormente, se puede preparar un
polimero de ciclodextrina lineal que tiene una unidad de repeticion de las férmulas la, Ib o una combinacion de las
mismas, también como se describiera anteriormente. Si es apropiado, los grupos yodo pueden ser reemplazados por
otros grupos salientes, conocidos.

También de acuerdo con la descripcién, los grupos yodo u otro grupo saliente, apropiado se puede desplazar por un
grupo que permita la reaccion con un precursor de comonémero A, como se describiera anteriormente. Por ejemplo,
un precursor de monémero de ciclodextrina diyodado de las formulas 1Va, IVb, IVc o0 una mezcla de las mismas se
puede aminar para formar un precursor de monoémero de ciclodextrina diaminado de las formulas Va, Vb, Vc o una
mezcla de las mismas:

42



10

15

20

ES 2417324713

Va Vb
NH, NH,

Ve
NHZ

El precursor de monémero de ciclodextrina diaminado se puede preparar por cualquier medio conocido en el campo.
(Tabushi y colaboradores, Tetrahedron Lett. 18:11527-1530 (1977); Mungall y colaboradores, J. Org. Chem. 1659-
1662 (1975)). Por ejemplo, una diyodo-B-ciclodextrina se puede hacer reaccionar con azida de sodio y entonces se
puede reducir para formar una diamino-B-ciclodextrina). El precursor de monémero de ciclodextrina es aminado en
solo dos posiciones. El precursor de monémero de ciclodextrina diaminado entonces puede ser copolimerizado con
un precursor de comondémero A, como se describiera anteriormente, para producir un copolimero de ciclodextrina
lineal que tiene una unidad de repeticion de las formulas II-Ill 0 una combinacion de las mismas, también como se
describiera anteriormente. Sin embargo, la funcionalidad de amino de un precursor de monémero de ciclodextrina
diaminado no necesita ser unida directamente al resto de ciclodextrina. Alternativamente, la funcionalidad de amino
u otra funcionalidad nucleofilica se puede introducir mediante el desplazamiento del grupo yodo u otro grupo
saliente, apropiado de un precursor de monémero de ciclodextrina con un grupo amino que contiene porciones tales
como, por ejemplo, HSCH2CH:NH;, (0 una molécula di-nucleofilica representada méas generalmente por HW-
(CR1R2)s-WH en donde W, independientemente de cada vez que aparece, representa O, S 0 NRi; R1 v Ry,
independientemente de cada vez que aparecen, representan H, alquilo (no)sustituido, arilo (no)sustituido,
heteroalquilo (no)sustituido, heteroarilo (no)sustituido) con una base apropiada, tal como hidruro de metal, carbonato
de Alcali o alcalino o amina terciaria para formar un precursor de monémero de ciclodextrina diaminado de las
férmulas Vd, Ve, Vf o una mezcla de las mismas:

vd Ve vf

NH, HoN NH,

[7]

NH, HN

HaN
Un copolimero que contiene ciclodextrina, oxidado, lineal de la descripcion también se puede preparar mediante la
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oxidacion de un copolimero que contiene ciclodextrina, lineal, reducido de la descripciobn como se describe
posteriormente. Este método se puede llevar a- cabo siempre y cuando el comondmero A no contenga una porcién o
grupo sensible a la oxidacion, tal como, por ejemplo, un tiol.

De acuerdo con la descripcion, un copolimero de ciclodextrina lineal de la descripcion se puede oxidar para
introducir al menos un monémero de ciclodextrina oxidado en el copolimero de tal manera que el monémero de
ciclodextrina oxidado sea una parte integral de la estructura principal del polimero. Un copolimero de ciclodextrina
lineal que contiene al menos un monémero de ciclodextrina oxidado se define como un copolimero de ciclodextrina
oxidado, lineal o un polimero que contiene ciclodextrina oxidado, lineal. El mondmero de ciclodextrina puede ser
oxidado en el lado de hidroxilo ya sea secundario o primario del resto de ciclodextrina. Si esta presente mas de un
mondémero de ciclodextrina oxidado en un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal de la descripcién, pueden estar
presentes los mismos o diferentes monémeros de ciclodextrina oxidados en ya sea el lado de hidroxilo primario, el
lado de hidroxilo secundario 0 ambos. Para propositos de ilustracion, un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal
con grupos hidroxilo secundarios, oxidados tiene, por ejemplo, al menos una unidad de las formulas Vla o Vib:

.5
o

En las formulas Via y VIb, C es un monémero de ciclodextrina oxidado, sustituido o no sustituido y Aes un
comonomero unido, es decir, unido covalente, a la ciclodextrina oxidada C. También en las formulas Vla y VIB, la
oxidacion de los grupos hidroxilo secundarios conduce a la apertura de anillos del resto de ciclodextrina y la
formacion de grupos aldehido.

Un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal se puede preparar mediante la oxidacién de un copolimero de
ciclodextrina lineal como se describiera anteriormente. La oxidacién de un copolimero de ciclodextrina lineal de la
descripcion se puede realizar mediante técnicas de oxidacion conocidas en él campo. (Hisamatsu y colaboradores,
Starch 44:188-191 (1992)). Preferiblemente, se utiliza un oxidante, tal como, por ejemplo, peryodato de sodio. Una
persona experta en el campo entenderla que bajo condiciones de oxidacidn estandar el grado de oxidacién puede
variar o puede ser variado por el copolimero. De esta manera, en un caso de la descripcion, un copolimero oxidado,
lineal de la descripcion puede contener un monémero de ciclodextrina, oxidado. En otro caso, sustancialmente todos
los mondmeros de ciclodextrina del copolimero se oxidarian.

Otro método para preparar un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal de la descripcién involucra la oxidacion de
un precursor de monémero de ciclodextrina diyodado o diaminado, como se describiera anteriormente, para formar
un precursor de monémero de ciclodextrina diyodado o diaminado, oxidado y la copolimerizacion -del precursor de
mondémero de ciclodextrina diyodado o diaminado, oxidado con un precursor de comonémero A. En un caso
preferido, un precursor de mondémero de ciclodextrina, diyodado, oxidado de las férmulas Vlla, Vllb, Vlic o una
mezcla de las mismas:
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se puede preparar mediante la oxidacion de un precursor de monémero de ciclodextrina diyodado de las férmulas
IVa, IVb, IVc o una mezcla de las mismas, como se describiera anteriormente. En otro caso preferido, un precursor
de monémero de ciclodextrina diaminado, oxidado de las férmulas Vllla, Vlllb, Vilic o una mezcla.de las mismas:

T
|

VIlc

li:) ci
Villa Q O NHp
(.
Vilc
Villb NH,
HzN / \ NH;
o o

se puede preparar mediante la aminacién de un precursor de monémero de ciclodextrina diyodado, oxidado de las
féormulas Vlla, Vb, Vllc o una mezcla de las mismas, como se describiera anteriormente. En todavia otra modalidad
preferida, un precursor de monémero de ciclodextrina diaminado, oxidado de las férmulas IXa, IXb, IXc 0 una mezcla
de las mismas:
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se puede preparar mediante el desplazamiento del grupo yodo u otros grupos salientes, apropiados de un precursor
de mondémero de ciclodextrina, oxidado que es disustituido por un grupo de yodo u otro grupo saliente, apropiado
con el grupo amino u otro grupo nucleofilico que contiene una porcién tal como, por ejemplo, HSCH2CH2NH; (0 una
molécula -di-nucleofilica representada mas generalmente por HW-(CR1R2),-WH en donde W, independientemente
de cada vez que aparece, representa O, S o NRj3; R1 y Ry, independientemente de cada vez que aparecen,
representan H, alquilo (no)sustituido, arilo (no)sustituido, heteroalquilo (no)sustituido, heteroarilo (no)sustituido) con
una base apropiada, tal como hidruro de metal, carbonato de alcali o alcalino o amina terciaria.

Alternativamente, un precursor de monémero de ciclodextrina diyodado o diaminado, oxidado, como se describiera
anteriormente, se puede preparar al oxidar un precursor de monémero de ciclodextrina para formar un precursor de
mondmero de ciclodextrina oxidado y entonces diyodar y/o diaminar el monémero de ciclodextrina oxidado, como se
describiera anteriormente. Como se describiera anteriormente, el resto de ciclodextrina se puede modificar con otros
grupos salientes diferentes de los grupos yodo y otro grupo amino que contiene funcionalidades. El precursor de
monomero de ciclodextrina diyodado o diaminado, oxidado entonces se puede copolimerizar con un precursor de
comonomero A, como se describiera anteriormente, para formar un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal de la
descripcion.

Un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal también se puede modificar adicionalmente mediante la unién de al
menos un ligando al copolimero. El ligando es como se describiera anteriormente.

De acuerdo con la descripcion, un copolimero de ciclodextrina lineal o un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal
se puede unir a o se puede injertar en un substrato. El substrato puede ser cualquier substrato reconocido por
aquellas personas de experiencia ordinaria en el campo. En otro caso preferido de la descripcion, un copolimero de
ciclodextrina lineal o un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal puede ser reticulado a un polimero para formar,
respectivamente, un copolimero de ciclodextrina reticulado o un copolimero de ciclodextrina oxidado, reticulado. El
polimero puede ser cualquier polimero que hace posible la reticulacion con un copolimero de ciclodextrina lineal u
oxidado, lineal de la descripcion (por ejemplo, polimero de polietilenglicol (PEG), polimero de polietileno). El polimero
también puede ser el mismo o diferente copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de ciclodextrina oxidado,
lineal. De esta manera, por ejemplo, un copolimero de ciclodextrina lineal puede ser reticulado a cualquier polimero
que incluye, pero no esta limitado a, el mismo, otro copolimero de ciclodextrina lineal y un copolimero de
ciclodextrina oxidado, lineal. Un copolimero de ciclodextrina lineal, reticulado de la descripcién se puede preparar
mediante la reaccién de un copolimero de ciclodextrina lineal con un polimero en presencia de un agente de
reticulaciéon. Un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal, reticulado de la descripcion se puede preparar mediante
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la reaccion de un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal con un polimero en presencia de un agente de
reticulacién apropiado. El agente de reticulacién puede ser cualquier agente de reticulacién conocido en el campo.
Los ejemplos de agentes de reticulacion incluyen dihidrazidas y disulfuros. En un caso preferido, el agente de
reticulacion es un grupo labil de tal manera que un copolimero reticulado pueda ser desrreticulado si se desea.

Un copolimero de ciclodextrina lineal y un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal de la descripcion puede ser
caracterizado por cualquier medio conocido en el campo. Estos métodos o técnicas de caracterizacion incluyen, pero
no estan limitados a, la cromatografia de permeacion de gel (GPC), espectrometria de masas de ionizacion por
desorcion de rayos laser asistida por una matriz en tiempo de vuelo (espectrometria de masas MALDI-TOF), RMN
'Hy ¢, dispersion de luz v titulacion.

La descripcion también proporciona una composicién de ciclodextrina que contiene al menos un copolimero de
ciclodextrina lineal y al menos un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal de la descripcion como se describiera
anteriormente. Por consiguiente, cualquiera o ambos del copolimero de ciclodextrina lineal y el copolimero de
ciclodextrina oxidado, lineal se pueden reticular a otro polimero y/o unir a un ligando como se describiera
anteriormente. Las composiciones terapéuticas de acuerdo con la descripcion contienen un agente terapéutico y un
copolimero de ciclodextrina lineal o un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal, que incluye copolimeros
reticulados, de la descripcion. Un copolimero de ciclodextrina lineal, un copolimero de ciclodextrina oxidado, lineal y
sus derivados reticulados son como describiera anteriormente. El agente terapéutico puede ser cualquier agente
terapéutico, biolégicamente activo, de origen sintético o natural que incluye aquellos conocidos en el campo. Los
ejemplos de agentes terapéuticos, adecuados incluyen, pero no estan limitados a, antibidticos, esteroides,
polinucledtidos (por ejemplo, ADN gendmico, ADNc, ARNm, ARN de doble cadena y oligonucledtidos antisentido),
plasmidos, péptidos, fragmentos de péptidos, moléculas pequefias (por ejemplo, doxorrubicina) y otras
macromoléculas biolégicamente activas, tales como, por ejemplo, proteinas y enzimas.

()  Métodos de Negocio

También se describen en esta memoria ciertos métodos para hacer negocio. En particular, la practica de los
métodos de la descripcién puede hacer posible composiciones terapéuticas, novedosas y formulaciones mejoradas
de las mismas. Este paso técnico, cuando se combina con uno o mas pasos adicionales, proporciona nuevos
planteamientos para conducir un negocio farmacéutico, o preferiblemente un negocio de ciencias biolégicas. Por
ejemplo, este agente terapéutico preparado por medio del método de la descripcion se puede someter a prueba por
su eficacia como agente terapéutico en una variedad de modelos de enfermedad, las composiciones terapéuticas,
potenciales entonces se someten a prueba por su toxicidad y otro perfilado de seguridad antes de formular, empacar
y subsecuentemente comercializar la formulacion resultante para el tratamiento de una enfermedad.
Alternativamente, los derechos para desarrollar y comercializar estas formulaciones o para conducir estos pasos
pueden ser autorizados a una tercera parte por consideracion. Por consiguiente, en ciertos casos, la presente
descripcion proporciona un método para conducir un negocio farmacéutico, que comprende:

a. preparar una formulacién o equipo que incluya una composicion farmacéutica de cualquiera de los
compuestos de las férmulas | a lll; y

b. comercializar a los profesionales del servicio sanitario los beneficios del uso de la formulacion o equipo en el
tratamiento de una enfermedad o trastorno.

En otros casos, la presente descripcion incluye un método para conducir un negocio farmacéutico, que comprende:

a. proporcionar una red de distribucién para vender una composicién farmacéutica de cualquiera de los
compuestos de las formulas 1 a lll; y

b. proporcionar material de instruccion a pacientes y médicos para el uso de la preparacion en el tratamiento de
una enfermedad o trastorno.

En ciertos casos, la presente descripcién proporciona un método para conducir un negocio farmacéutico, que
comprende:

a. determinar una formulacion y dosificacion apropiadas de una composicion farmacéutica de cualquiera de los
compuestos de las férmulas | a lll;

b. conducir un perfilado terapéutico de las formulaciones identificadas en el paso (a), por. su eficacia y toxicidad
en animales; y

c. proporcionar una red de distribucién para vender una preparacion o preparaciones identificadas en el paso (b)
como que tienen un perfil terapéutico, aceptable.

Un paso adicional comprende proporcionar grupos de venta para comercializar la preparacion a los profesionales del
servicio sanitario.

En todavia otros casos, la presente descripcién proporciona un-método para conducir un negocio farmacéutico,
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comprende:

a. determinar una formulacion y dosificacion apropiadas de una composicion farmacéutica de cualquiera de los
compuestos de las formulas | a lll; y

b. autorizar, a una tercera parte, los derechos para el desarrollo adicional y venta de la formulacion.
Ejemplificacion

Materiales. La B-ciclodextrina, "B-CD" (Cerestar USA, Inc. of Hammond, IN) se sec6 in vacuo (<0,1 mTorr) a 120°C
durante 12 horas antes del uso.

CIH

CH
HO™

Hn'

“51

p-CD | B-CD

Todos los disolventes anhidros, disolventes de grado de HPLC y otros disolventes organicos, comunes se
adquirieron de proveedores comerciales y se utilizaron sin purificacion adicional. El cloruro de bifenil-4,4'-disulfonilo
(Aldrich Chemical Company, Inc. of Milwaukee, WI) se recristalizé de cloroformo/hexanos. El yoduro de potasio se
pulverizé con un mortero y pistilo y se sec6 en un horno a 200°C. La dipropanoicsuccinimida de polietilenglicol (PEG-
DiSPA, Peso Molecular 3400), la dibutanoicsuccinimida de polietilenglicol (PEG-DiSBA, Peso Molecular 3400) y el
dibenzotrizolcarbonato de polietilenglicol (PEG-DIBTC, Peso Molecular 3400) se adquirieron de Nektar (Huntsville,
AL) . El di-p-nitrofenolcarbonato de polietilenglicol. (PEG-DINPC, Peso Molecular 3400) se adquirié de Sigma (St.
Louis, MO). La CPT se adquiri6 de Boehringer Ingelheira (Ingelheim, Alemania). El plasma de humano se adquirié
de Sigma y se reconstruyé con agua DI. El plasma de raton se prepard6 mediante la remocién con centrn‘uga de
células sangumeas de muestras de sangre recientes colectadas de ratonas BALB/C (Charles River). La 6”,6°-
diyodo- 6" 6°-didesoxi- -B-ciclodextrina (CDDI, esquema 2) se sintetizd de acuerdo con el procedimiento reportado
previamente por Hwang y colaboradores, (Bioconjugate Chem. 12, 280-290). El agua desionizada (18-MQ-cm) se
obtuvo al pasar agua desionizada, local a través de un sistema de purificacion Barnstead E-pure. Los espectros de
RMN se registraron en un espectrometro Bruker AMX 500 MHz o un espectrometro Varian 300 MHz. El analisis de
espectros de masas (EM) se realiz6 utilizando ya sea un espectrometro de masas de electropulverizacion equipado
con una trampa de iones LCQ (Thermo Finnigan) y equipado con una fuente de ionizacién de electropulverizacion o
un espectrometro de masas MALDI-TOF (Voyager DE- PRO, Applied Biosystems). Los pesos moleculares de las
muestras poliméricas se analizaron en un sistema GPC equipado con una bomba inteligente Hitachi L-6200, un
detector Anspec Rl (ERC-7512, Erma, Inc.), un detector Precisién Detectors DLS (PD 2020), y columnas de
permeacion de gel dobles (PL-Aquagel-OH-40 8 um, 300 mm x 7,5 mm, Polymer Laboratory) calibradas utilizando
un estandar de polietilenglicol y eluidas utilizando PBS (1x) a una concentracion de 20-50 mg/ml y a una velocidad
de flujo de 0,7 ml/minuto a temperatura ambiente. Los derivados de CD se analizaron con una columna de fase
inversa 0-18 en un sistema de HPLC equipado con un detector de radiacion UV (System Gold 168 Detector,
Beckman Coulter) y un detector de dispersion de luz evaporativo (ELS) (Sedex 75, Sedere, Francia). La CPT, los
derivados de CPT y los conjugados de polimero-CPT se analizaron en sistemas de HPLC con una columna de fase
inversa C-18 (HIRPB-4438, 4,6 x 150 mm, Richard Scientific) equipada con un detector fluorescente (FD-500,
GTI/Spectro Vision, Groton Technology, Inc.) utilizando un gradiente de amortiguador de fosfato de potasio (pH 4,1)
y acetonitrilo. Las longitudes de onda de excitacion y emision del detector de fluorescencia se ajustaron a 370 nm y
440 nm, respectivamente..

Ejemplo de referencia 1: B-Ciclodextrina cuyo extremo es Bifenil-4,4'-Disulfonil-A,D, 1 (Tabushi y colaboradores J.
Am. Chem, Soc. 106, 5267-5270 (1984))
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Esquema XV
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Un matraz de fondo redondo de 500 ml equipado con una barra agitadora, magnética, un adaptador Schlenk y un
septo se carg6 con 7,92 g (6,98 mmol) de B-ciclodextrina seca y 250 ml de piridina anhidra (Aldrich Chemical
Company, Inc.). La solucién resultante se agitd6 a 50°C bajo nitrdgeno mientras que se adicionaban 2.204 g (6,28
mmol) de cloruro de bifenil-4,4"-disulfonilo en cuatro porciones iguales en intervalos de 15 minutos. Después de la
agitacion a 50°C durante 3 horas adicionales, el disolvente se removié in vacuo y el residuo se sujeté a la
cromatografia en columna de fase inversa utilizando una elusiéon de gradiente de acetonitrilo al 0-40% en agua. Las
fracciones se analizaron mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) y las fracciones apropiadas se
combinaron. Después de la remocion del volumen de acetonitrilo en un evaporador giratorio, la suspensién acuosa,
resultante se liofilizé a sequedad. Esto proporcioné 3,39 g (38%) del compuesto 1 como un sélido incoloro.

Ejemplo de referencia 2: 6",6°-Diyodo-6",6°-Didesoxi-B-Ciclodextrina, 2 (Tabushi y colaboradores J. Am. Chem. 106,
4580-4584 (1984))

Esquema XVI
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Un tubo de centrifuga de 40 ml equipado con una barra agitadora, magnética, un adaptador Schlenk y un septo se
carg6 con 1,02 g (7,2 mmol) del compuesto 1, 3,54-g (21,3 mmol) de yoduro de potasio en polvo, seco (Aldrich) y 15
ml de N,N-dimetilformamida anhidra (DMF) (Aldrich). La suspension resultante se agitdé a 80°C bajo nitr6geno
durante 2 horas. Después del enfriamiento a temperatura ambiente, los sélidos se separaron mediante la filtracion y
el sobrenadante se colect6. El precipitado soélido se lavdé con una segunda porciéon de DMF anhidro y los
sobrenadantes se combinaron y se concentraron in vacuo. El residuo luego se disolvié en 14 ml de agua y se enfrié
en un bafio de hielo antes de que se adicionaran 0,75 ml (7,3 mmol) de tetracloroetileno (Aldrich) con agitacion
rapida. El producto precipitado se filtr6 en una frita de vidrio intermedia y se lavé con una pequefia porcion de
acetona antes de que se secara bajo vacio sobre P.0s durante 14 horas. Esto proporcioné 0,90 g (92%) del
compuesto 2 como un sélido de color blanco.

Ejemplo de referencia 3: 6",6°-Bis- (2-Aminoetiltio)-6”,6°-Didesoxi-p-Ciclodextrina, 3 (Tabushi, I: Shimokawa, K;
Fugita, K. Tetrahedron Lett. 1977, 1527-1530)

Esquema XVII
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Un matraz Schlenk de 25 ml equipado con una barra agitadora, magnética y un septo se cargé con 0,91 ml (7,37
mtnol) de una solucién de 2-aminoetiltiolato de sodio 0,81 M en etanol. (Fieser, L.F.; Fieser, M. Reagents for Organic
Synthesis; Wiley: Nueva York, 1967; Volumen 3, paginas 265-266). La solucion se evaporé a sequedad y el sélido se
disolvié nuevamente en 5 ml de DMF anhidro (Aldrich). Se adicion6 6”,6°-diyodo-6*,6°-didesoxi-p-ciclodextrina (2)
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(100 mg, 7,38 x 10° mol) y la suspensién resultante se agité a 60°C bajo nitrégeno durante 2 horas. Después del
enfriamiento a temperatura ambiente, la solucién se concentré in vacuo y el residuo se disolvié nuevamente en agua.
Después de la acidificacion con HCI 0,1 N, la solucién se aplicd a una columna de intercambio i6nico Toyopearl SP-
650M (forma de NH4") y el producto se eluyé con un gradiente de bicarbonato de amonio 0 a 0,4 M. Las fracciones
apropiadas se combinaron y se liofilizaron a sequedad. Esto proporcioné 80 mg (79%) del compuesto 3 como un
polvo de-color blanco.

Sintesis Alternativa de dicisteamina 3-CD 3

A una solucién de 4,69 g (3,17 mmol) del compuesto 2 en 100 ml de agua desgasificada se adicionaron 0,489 g
(6,34 mmol) de cisteamina recientemente sublimada. La solucién se agit6 bajo reflujo durante 2 horas. Después del
enfriamiento a temperatura ambiente y la acidificacion con HCI 1N, la soluciéon se aplicé a una columna de
Intercambio i6énico Toyopearl SP-650M (forma de NH4") y el producto se eluyé con un gradiente de bicarbonato de
amonio 0 a 0,2 M. Las fracciones apropiadas se combinaron y se liofilizaron a sequedad. Este procedimiento
proporciond 1,87 g (rendimiento del 39%) de un sélido de color blanco. El sélido se caracteriz6 mediante la CCD (gel
de silice, n-PrOH-AcOEt-H,O-NHs; ac 5/3/3/1, deteccion por ninhidrina) y exhibié una mancha principal que
correspondia al compuesto 3. El espectro de masas con ionizacion por desercion de rayo laser asistida por una
matriz (MALDI) en tiempo de vuelo (TOF) se registr6 en un instrumento ELITE de 2 metros suministrado por
PerSeptive Biosystems, Inc. MALDI-TOF m/z calculado para el compuesto 3: 1252, encontrado: 1253,5 [M+H]",
1275,5 [M+Na]", 1291,4 [M+K]".

RMN "*C (Bruker 500 MHz, D;O) & ppm: 32,1 (S-CH,) y 38,8 (CH2-NH2), 32,9 (C6 adyacente a S), 60,2 (C6
adyacente a OH), 70,8, 71,4, 72,5 (C2, C3, C5), 81,8 (C4), 101,7 (C1).

Ejemplo 4: 6" 6°-Bis-(2-Amino-2-Carboxiletiltio)-6*,6°-Didesoxi-p-Ciclodextrina, 4 (CD-BisCys)

Esquema XVIII
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167 ml de amortiguador de carbonato de sodio 0,1 M se desgasificaron durante 45 minutos en un matraz de fondo
redondo de 2 cuellos de 500 ml equipado con una barra agitadora, magnética, un condensador y un septo. A esta
solucion se adicionaron 1,96 g (16,2 mmol) de L-cisteina 'y 10,0 g (73,8 mmol) de diyodo, desoxi-B-ciclodextrina 2. La
suspension resultante se calentd a una temperatura de reflujo durante 4,5 horas hasta que la solucién se volvié
HPLCa (incolora). La solucion luego se enfrié a temperatura ambiente y se acidifico a pH 3 utilizando HCI 1N. El
producto se precipitd mediante la adicion lenta de acetona (3 veces la relacion en peso de la solucion). Esto
proporcion6é 9,0 g de material crudo que contenia CD-biscisteina (90,0%), ciclodextina sin reaccionar, CD-mono-
cisteina y cistina. El sélido resultante se sujetd a una cromatografia en columna de intercambio i6nico (SuperQ650M,
Tosoh Bioscience) utilizando una elusién de gradiente de bicarbonato de amonio 0-0,4M. Todas las fracciones se
analizaron mediante la CIAR. Las fracciones deseadas se combinaron y el disolvente se redujo a 100 ml bajo vacio.
El producto final se precipitdé ya sea mediante la adicion de acetona o mediante la adicién de metanol (3 veces la
relacién en peso de la solucién). EI compuesto 4 se obtuvo en un rendimiento del 60-90%. RMN *H (D,0) & 5,08 (m,
7H, CD-2-CH), 3,79-3,94 (m, 30H, CD-3,4-CH, CD-CH,, Cys-CH), 3,49-3,62 (m, 14H, CD-5, 6-CH), 2,92-3,30 (m,
4H, Cys-CH) . RMN *¥C (D,0) & 172,3, 101,9, 83,9, 81,6, 81,5, 73,3, 72,2, 72,0, 60,7, 54,0, 34,0, 30,6. ESI/EM
(m/z): 1342 [M]", 1364 [M + Na]". La pureza del compuesto 4 se confirmé mediante la HPLC.

Ejemplo de referencia 5: 6*,6°-Bis-(Carboxilmetiltio)-6”,6°-Didesoxi-B-Ciclodextrina, 5 (CDDM)

Esquema XIX
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50 ml de una solucién de carbonato de sodio 0,1 M se desgasificaron durante 2 horas en un matraz de fondo
redondo de 3 cuellos de 100 ml, equipado con una barra agitadora, magnética, un condensador y un septo. El acido
mercaptoacético (0,4 6 ml, 6,64 mmol) se introdujo con una jeringa en el matraz y el pH de la solucién se ajusté a 9,3
con hidroxido de sodio 1N. A esta solucion resultante se adicionaron 3,00 g (2,21 mmol) de diyodo-B-ciclodextrina 2
y se calentd a 80°C durante una hora. La temperatura de la solucién se incrementd 10°C cada hora hasta que llegé a
100°C. Después de 3 horas a la temperatura de reflujo, la solucion incolora, HPLCa se enfri6 a temperatura
ambiente y se acidifico a pH 3,5 utilizando HCI 1N. El producto crudo se triturd por la adicién lenta de acetona (3
veces la relacion en peso de la solucion). El sélido resultante se sujet6 a la cromatografia en columna de intercambio
anidnico utilizando una elusiéon de gradiente de una solucién de bicarbonato de amonio 0-0,4 M. Esto proporcioné

1,8 g (63,4%) del compuesto 5 como un sélido incoloro. ESI/EM (m/z): 1281 [M]. La pureza de este compuesto se
confirm6 mediante la HPLC.

Ejemplo de referencia 6: CD-Bis (Acido glutdmico-y-Ester bencilico) 6

Esquema XX

uEf“uthEHm‘ [ NZE;::::;zﬁ coa

—

6

Un matraz de fondo redondo de 50 ml equipado con una barra agitadora, magnética y un condensador y un septo se
carg6 con 0,101 g (0,425 mmol) de H-Glu(Obzl)-OH y 0,15 g (0,106 mmol) de la dio-yodo-B-ciclodextrina 2 en 5 ml
de una solucién de carbonato de sodio, desgasificada 0,1 M. La mezcla de la solucién se calent6 a 100°C durante 2
horas. La solucion luego se enfrié a temperatura ambiente y se acidifico a pH 4 antes de la dialisis en membranas
500 MWCO durante 24 horas. El rendimiento del compuesto 6 fue 0,142 g (83,6 %).

Ejemplo de referencia 7: CD-BisLys(Z) 7

Esquema XXI
CBZ
HN"

CBZ-.

CBL
. NH H:Nf
OH
H,N

s —

- HO OH

M
| ! H i
O o

7

Un matraz de fondo redondo de 50 ifiL equipado con una barra agitadora, magnética y un condensador y un septo se
carg6 con 0,124 g (0,443 mmol) de H-Lisina(Z)-OH y 0,15 g (0,111 mmol) de di-yodo-B-ciclodextrina 2 en 5 ml de
una solucién de carbonato de sodio, desgasificado 0,1M. La mezcla de la solucién se calenté a 100°C durante 4
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horas. La solucidn luego se filtré y el pH del producto filtrado se ajusté a 8,5 antes de la didlisis en membranas 500
MWCO durante 24 horas. El rendimiento del compuesto 7 fue 0,124 g (68,9%).

Ejemplo de referencia 8: Sintesis de B-Ciclodextrin-Tosilato, 8 (Melton, L.D., y Slessor, K.N., Carbohydrate Research,
18, pagina 29 (1971))

Esquema XXII

X 7 Tosilo-Cl \ <

8

Tosilo

Y

Un matraz de fondo redondo de 500 ralL equipado con una barra agitadora, magnética, un adaptador al vacio y un
septo se cargd con una solucidn de B-ciclodextrina seca (8,530 g, 7,51 mmol) y 200 ml de piridina seca. La solucion
se enfrié a 0°C antes de que se adicionaran 1,29 g (6,76 mmol) de cloruro de tosilo. La solucion resultante se dejo
calentar a temperatura ambiente durante toda la noche. La piridina se removi6 tanto como fue posible in vacuo. El
residuo resultante luego se recristalizé dos veces de 40 ml de agua caliente para producir 7,54 (88%) de un sélido
cristalino de color blanco 8.

Ejemplo de referencia 9: Sintesis de Yodo-B-Ciclodextrina, 9

Tosilo - !

9

Esquema XXl

Un matraz de fondo redondo con una barra agitadora, magnética y un adaptador Schlenk se cargd con el compuesto
8, 15 equivalentes de yoduro de potasio y DMF. La mezcla resultante se calentd a 80°C durante 3 horas, después de
lo cual la reaccién se dejé enfriar a temperatura ambiente. La mezcla luego se filtr6 para remover el producto
precipitado y el producto filtrado se evaporé a sequedad y se disolvi6 nuevamente en agua a 0°C. Se adicion6
tetracloroetileno y la suspensidn espesa, resultante se agitd vigorosamente a 0°C durante 20 minutos. El sélido 9 se
colect6 en una frita de vidrio intermedia, se trituré con acetona y se almacen6 sobre P,Os.

Ejemplo de referencia 10: Sintesis de Cisteamina-B-Ciclodextrina, 10

Esquema XXIV

— . S

10

A una solucion del compuesto 9 en 100 ml de agua desgasificada se adiciond 1 eq. de cisteamina recientemente
sublimada. La solucion se agité bajo reflujo durante 2 horas. Después de ser enfriada a temperatura ambiente y
acidificada con HCI 1N, la solucién se aplicd a una columna de intercambio i6nico Toyopearl SP-650M (forma de
NH,") y el producto se eluy6 con un gradiente de bicarbonato de amonio. Las fracciones apropiadas se combinaron y
se liofilizaron a sequedad para producir el compuesto 10.

Ejemplo 11: Sintesis de Gly-CPT 11 (Greenwald y colaboradores, Bioorg. Med. Chem., 1998, 6, 551-562)

Esquema XXV
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La t-Boc-glicina (0,9 g, 4,7 mmol) se disolvié en 350 ml de cloruro de metileno anhidro a temperatura ambiente y a
esta solucién se adicionaron DIPC (0,75 ml, 4,7 mmol), DMAP (382 mg, 3,13 mmol) y camptotecina (0,55 g, 1,57
mmol) a 0°C. La mezcla de reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente y se dejé durante.16 horas. La
solucion se lavé con HCI 0,1 N, se secé y se evaporé bajo presion reducida para producir un soélido de color blanco,
el cual se recristalizd de metanol para proporcionar el camptotecin-20-éster de t-Boc-glicina: RMN ’H (DMSO-de)
7,5-8,8 (m), 7,3 (s), 5,5 (s), 5,3 (s), 4 (M), 2,1 (M), 1,6 (s), 1,3 (d), 0,9 (t). EI camptotecin-20-éster de t-Boc-glicina
(0,595 g, 1,06 mmol) se disolvi6 en una mezcla de cloruro de metileno (1,5 ml) y TITA (7,5 ml) y se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se removi6 y el residuo se recristalizd de cloruro de metileno y
éter para proporcionar 0,45 g del compuesto 11. RMN *H (DMSO-dg) 57,7-8,5 (m); 7,2 (s), 5,6 (s), 5,4 (s), 4,4 (m),
2,2 (m), 1,6 (d), 1,0 (t), RMN **C (DMSO-ds) 5168,6, 166,6, 156,5, 152,2, 147,9, 146,2, 144,3, 131,9, 130,6, 129,7,
128,8, 128,6, 128,0, 127:8, 119,0, 95,0, 77,6, 66,6, 50,5, 47,9, 30,2, 15,9, 7,9, ESI/EM (m/z) esperado 405;
encontrado 406 (M+H).

Ejemplo de referencia 12: Sintesis de GlyGlyGly-CPT 12

Esquema XXVI

e e s A S S st

12

El t-Boc-GlyGlyGly (1,359 g, 4,7 mmol) se disolvié en 350 ml de cloruro de metileno anhidro a temperatura ambiente
y a esta solucion se adicionaron DIPC (0,75 ml, 4,7 mmol), DMAP (382 mg, 3,13 mmol) y camptotecina-(0,55 g, 1,57
mmol) a 0°C. La mezcla de reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y se dejo durante 16 horas. La
solucion se lavé con HCI 0,1 N, se secé y se evaporé bajo presion reducida para producir un sélido de color blanco,
el cual se recristaliz6 de metanol para proporcionar el camptotecin-20-éster de t-Boc-GlyGlyGly: RMN 'H (DMSO-de)
68,40 (s) , 8,25 (d), 7,91 (d), 7,78 (m), 7,65 (t), 7,26 (s), 7,05 (amplio, s), 5,65 (d), 5,40 (d), 5,25 (s), 5,10 (amplio, s),
3,75-4,42 (m), 2,15-2,35 (m), 1,45 (s), 0,95 (t). El camptotecin-20-éster de t-Boc-GlyGlyGly (1,5 g, 1,06 mmol) se
disolvié en una mezcla de cloruro de metileno (10 ml) y TFA (10 ml) y se agit6 a temperatura ambiente durante 1
hora. El disolvente se removié bajo vacio y el residuo se disolvié nuevamente en cloruro de metileno. La solucion se
vertio en éter para proporcionar el presente producto precipitado (amarillo). El producto precipitado se filtro y se lavo
con.éter fri6 para proporcionar 1,31 g del compuesto 12. RMN H (DMSO-dg) 6 8,79 (s), 7,75-8,61 (m), 7,10 (s), 5,55
(s), 3,90-4,37 (m), 3,86 (s), 3,54 (s), 2,11-2,23 (m), 0,95 (t). ESI/EM (m/z) esperado 519; encontrado 520 (M+H).

Estabilidad del enlace de éster de CPT-péptido

Los compuestos 11 y 12 se disolvieron en un amortiguador de PBS (pH 7,4) a temperatura ambiente para preparar
una solucién de aproximadamente 500, pug/ml. Esta solucion se diluy6 adicionalmente en H3PO4 al 8,5% a 10 pg/ml.
La velocidad de la hidrdlisis se analizé utilizando la HPLC equipada con una columna Cig de RP (fase inversa) y un
detector fluorescente utilizando 50/50 (v/v) de amortiguador de acetonitrilo/fosfato de potasio (pH 4,1). Se integraron
los picos del compuesto 11 (o0 12) y la CPT liberada (forma de lactona). La estabilidad de la unién de éster en una
solucion acuosa es dependiente de la longitud del péptido. De esta manera, la velocidad de liberacion del farmaco
(velocidad de hidrdlisis) se puede regular al ajusfar la longitud del péptido. Véase figura 2.

Estabilidad de Lactona de CPT, 11y 12 en Solucion Salina Amortiguada con Fosfato (PBS)

La CPT, el compuesto 11 o el compuesto 12 se disolvieron en DMSO a 1 mg/ml y luego se diluyeron a 1 pg/ml con
PBS (1x, pH 7,4). 30 uL de la solucién se inyectaron en la HPLC a temperatura ambiente en intervalos de tiempo
seleccionados. El area pico de la forma de lactona de CPT, compuesto 11 o compuesto 12) se integraron.
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La velocidad de la apertura de anillos de lactona para el compuesto 11, el compuesto 12 y la CPT se estudiaron en
un amortiguador de PBS (pH 7,4). Tanto el compuesto 11 como el compuesto 12 fueron muy estables contra la
apertura de anillos y no se detectaron formas de carboxilato del compuesto 11 y el compuesto 12 por todo el estudio
(7 horas). Por otra parte, mas de 60% de la forma de lactona de CPT se transformé a su forma de carboxilato en el
mismo periodo de tiempo. (Véase figura 3).

Ejemplo de referencia 13: Sintesis de Lys(BisCBZ)-CPT 13

Esquema XXVII

13

La N,N-bisCBZ-Lisina (311 mg, 0,75 mmol) se disolvi6 en 56 ml de cloruro de metileno anhidro a temperatura
ambiente. A esta solucion se adicionaron DIPC (0,12 ml, 0,75 mmol), DMAP (0,61,mg, 0,5 mmol) y camptotecina
(0,087 g, 0,25 mmol) a 0°C. La mezcla de reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente y se dejo durante 16
horas. La solucién se lavé con HCI 0,1 N, se sec0 y se evapor6 bajo presiéon reducida para producir un sélido de
color amarillo HPLCo, el cual se recristaliz6 de metanol para proporcionar el camptotecin-20-éster de N,N-bisCBZ-
Lys 13. La purificacion del compuesto 13 fue satisfactoria en base al andlisis de la CCD y la HPLC.

La hidrdlisis del compuesto 13 en una soluciéon acuosa es muy lenta y no se puede detectar utilizando la HPLC
equipada con un detector de radiacion DV. La velocidad de la hidrdlisis de la unién de éster del conector de CPT-
péptido se puede regular no Unicamente™ al ajustar la longitud del péptido, como se muestra” en el ejemplo 12, sino
también al utilizar un diferente aminoéacido enlazado directamente con las CPT's 20-OH.

La transformacioén de la forma de lactona a la forma de carboxilato de CPT y el compuesto 13 también se someti6 a
prueba en un amortiguador de” PBS. Se encontré que la transformacién de la forma de lactona a la forma de
carboxilato del compuesto 13 fue mucho mas lenta que aquella de la CPT suelta, indicando que la forma de lactona
(forma activa del farmaco) se puede estabilizar al formar un éster con el -OH de CPT en su posicién 20. (Véase la
figura 4).

Ejemplo de referencia 14: Sintesis de Lys-Gly-CPT 14

El compuesto 11 de disolvié en dicloroformo. Se adiciona N,N-DiBoc-Lys-NHS (1,0 eq.) seguido por trietilamina (1,0
eg.). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas y se extrajo dos veces con agua y luego se seco
con MgSOs, El disolvente se removié bajo alto vacio para producir la N,N-diBoc-Lys-Gly-CPT. A este compuesto se
adicioné una mezcla de igual volumen de CH,Cl, y TFA y se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora. El
disolvente luego se removid bajo vacio. El residuo se disolvi6 nuevamente en CHCIs. El éter se adiciond a la
solucion para moler el producto 14. El producto precipitado se lavo varias veces con éter y luego se sec6 bajo vacio.
Se purificé utilizando una cromatografia en columna de gel de silice para proporcionar el compuesto 14 en forma de
sal de TFA pura.

Ejemplo de referencia 15: Sintesis de Suc-Gly-CPT 15

Una solucion de anhidrido succinico se mezclé con el compuesto 11 (1 eq.) en CHCI3 seco en presencia de una
cantidad catalitica de DMAP y DIEA (1 eq.). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 24 horas para
producir el compuesto 15. El compuesto 15 se purific6 mediante la cristalizacion.

Ejemplo de referencia 16: Sintesis de Glu-Suc-Gly-CPT 16

El compuesto 15 se convirtié a su éster de NHS utilizando el método de DCC/NHS tradicional. El éster de NHS del
compuesto 15 luego se hizo reaccionar con acido glutdmico (1,0 eq.) en DMSO en presencia de trietilamina. La
solucion se adiciond a éter para precipitar el compuesto 16. El compuesto 16 se purificd mediante la cristalizacion.

Ejemplo de referencia 17: Sintesis de Glu-Bis(GlyCPT) 17
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El compuesto 11 y Bac-Glu (NHS) -NHS (0,4 eq.) se mezclaron en CHCI3 bajo argén antes de que se adicionara
trietilamina (1 eq.) a la mezcla. La solucién se agité a temperatura ambiente durante 16 horas y luego se lavé con
agua acida. La capa orgéanica se seco y luego el disolvente se removid bajo vacio. El compuesto resultante se
purificé utilizando una cromatografia en columna de gel de silice. El compuesto purificado luego se disolvid en una
mezcla-de igual volumen de TFA y CH>Cl.. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se
vertié en éter. El producto precipitado 17 se lavé con éter y se sec6 bajo vacio.

Ejemplo de referencia 18: Sintesis de Ciclodextrin-Camptotecina 18

Esquema XXVIII

18

La CPT (197 mg, 0,566 mmol) se colocd en un vacio durante 30 minutos. Se adicion6 cloroformo seco (100 ml) bajo
argon. Se adicion6 fosgeno (1,34 ml, 20% en solucion de tolueno) a 0°C. El bafio de hielo se removi6 y la solucion
se calent6 a temperatura ambiente. Dos horas después,, el disolvente se removi6 bajo alto vacio. Se adicion6 DMSO
seco (50 ml) al residuo, seguido por 200 mg de CD-NH, (Cyclodextrin Technology, Inc.) y trietilamina (4 ml, exceso).
16 horas después; la solucién se vertié en 200 ml de éter. El producto precipitado se lavé extensivamente con éter y
luego se secd. Se obtuvieron 167 mg de polvo de color amarillo (18) (rendimiento del 62%). Analisis en CCD (gel de
silice) del compuesto 18: R = 0 (desarrollado con CHCls/MeOH v/v = 5/1). Andlisis en CCD de la CPT: Rs = 0,65
(desarrollado con CHCI3/MeOH v/v = 5/1). Solubilidad: >10 mg/ml en agua. Esto indica que la solubilidad de CPT en
agua se puede incrementar sustancialmente cuando se une covalentemente a la molécula de ciclodextrina
(solubilidad de CPT suelta en agua <0,004 mg/ml).

Ejemplo de referencia 19: Sintesis del Copolimero de CDDC-Dianhidrido 19, 21 y su conjugado de CPT 20, 22

55



10

15

20

ES 2417324713

Esquema XXIX

;"-’“ O%,-OH
:’ﬂn-/'“'\NHZ ;/
=) o H H
NH N N /\/N\/\
HZN \/\S S P - - ) \/\S s N W]/\N N X

o] o)
19
0._0GlyCPT
TFA-GlyCPT | : "
—_—
’{’N\/\s S/\/NWT/\N/\/N\/\N%
o] H],OGIyCPT I\ﬂ‘% -
o s]
20
)
O O
Fa _/—N/—«O
o N 4 Ho o
N/ N D AN
HzN\/\S S/\/NHz ————_>+N\/\s ’ S/\/N\H/\N/\/N -
o} CH
21 °
0
CPT-Gly-
TFA-GlyCPT Y m ] \O)H o
%N\/\ P /\/N\)J\)\
s s N A
e

22

o}
k{r “Gly-CPT

o]

A: El dianhidrido tetraacético de etilendiamina (25,6 mg, 0,1 mmol) y el CDDC (3, 125,3 mg, 0,1 mmol) se disolvieron
en 2 ml de DMSO seco. La solucién se calentd a 50°C durante 72 horas. Se adicion6 agua a la mezcla, seguida por
la adicion de HaOH 1 N a pH alrededor de 12. El polimero se dializ6 en una membrana 10,000 MWCO durante 24
horas. La precipitacién se observo en la membrana de dialisis. El sélido se removid y la solucion restante se dializé
nuevamente en una membrana 10.000 MWCO durante 24 horas. Se obtuvo un polvo de color blanco 19 (75 mg)
después de la liofilizacion.

El compuesto 11 se adiciond a la solucion de polimero (19)/DMSO en presencia de EDC (2 eq.), NHS (1 eq.) y DIEA
(1,0 eq.). La solucién se agitdé durante 16 horas y luego se verti6 en éter. El producto precipitado se lavo
extensivamente con CH,Cl, hasta que no se observé farmaco suelto en la solucién de lavado. El compuesto 20 se
obtuvo después del secado bajo alto vacio.

B: El dianhidrido pentaacético de dietilentriamina (8,5 mg, 0,024 mmol) y el CDDC, 3 (30 mg, 0,024 mmol) se
disolvieron en 1-metil-2-piridinona (2 ml). La mezcla se agitd6 a 64°C durante 4 dias y luego se dializé en una
membrana 10.000 MWCO durante 2 dias. Se obtuvo un polvo de color blanco 21 (3 mg) después de la liofilizacion.

El compuesto 11 se adiciond a la solucion de polimero (21)/DMSO en presencia de EDC (2 eq.), NHS (1 eq.) y DIEA
(1,0-eq.). La solucion se agitd durante 16 horas y luego se precipitd en éter. El producto precipitado se lavo
extensivamente con CHCl, hasta; que no se observé farmaco suelto en la solucion de lavado. El compuesto 22 se
obtuvo después del secado bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 20: Sintesis del Copolimero de CCD-Cys 23 y su conjugado de CPT 24

Esquema XXX
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El CCD 1 (141,3 mg, 0,1 mmol) y cistina (24 mg, 0,1 mmol) se disolvieron en DMSO seco (0,3 ml) y piridina (0,1 ml).
La mezcla se agitdé bajo argdn durante toda la noche a 72°C. Se adicioné agua (10 ml). El producto precipitado se
filtré y el producto filtrado se dializé en'una membrana 10.000 MWCO (Spectra/Por 7) durante 48 horas. Se obtuvo
un polvo de color blanco 23 (8 mg).

El compuesto 11 se mezclé con el compuesto 23 en DMSO. El EDC (2 eq.), NHS (1. eg.) y DIEA (1,0 eq.) se
adicionaron a la solucion. La solucion se agité durante 16 horas y luego se precipitod con éter. El producto precipitado
se lavo extensivamente con CH,Cl; hasta que no se observé farmaco suelto en la solucion de lavado. El compuesto
24 se obtuvo después del secado bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 21: Sintesis del Copolimero de CD-BisGlu-Diamina 25 y su conjugado de CPT 26

Esquema XXXI
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El CD-bis (acido glutamico-y-éster bencilico) 6 y etilenglicolbisetilamina se disolvieron en DMSO seco. El EDC (3 eq.)
y sulfo-NHS (2 eq. ) se adicionaron a la mezcla. La solucion se agit6 bajo argon durante 2 dias a temperatura
ambiente. La solucion luego se transfirid a una membrana de diélisis 10.000 MWCO vy se dializ6 durante 48 horas.
Después de la liofilizacion, se obtuvo un polvo de color blanco. El sélido luego se disolvio en DMSO y una mezcla de
disolvente de netanol y se traté con H; en presencia del catalizador de Pd al 10%/C durante 24 horas. La solucion se
vertié en éter para moler el producto. El compuesto 25 se obtuvo después del secado bajo vacio.

El compuesto 11 se mezcl6 con el compuesto 25 en una solucién de DMSO. El EDC (2 eq.), NHS (1 eq.) y DIEA (1,0
eg. ) se adicionaron a la solucién. La solucién se agité durante 16 horas y luego se precipitd con éter. El producto
precipitado se lavo extensivamente con CH2Cl, hasta que no se observd farmaco suelto en la solucién de lavado. El
compuesto 26 se obtuvo después del secado bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 22: Sintesis del Polimero de CDDM-Lis(GlyCPT) 27

Esquema XXXII
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El CDDM, 5, y Lys-Gly-CPT, 14, se disolvieron en DMSO seco. El EDC (3 eq.) y el sulfo-NHS (2 eq.) se adicionaron
a la mezcla. La solucion se agit6 bajo argén durante 2 dias a temperatura ambiente. La solucién luego se vertié en
éter. El producto precipitado 27 se sec6 bajo vacio.

Ejemplo de referencia 23: Sintesis del Copolimero de CDDC-Cys(Boc) 28, Copolimero de CDDC-Cys 29 y su
Conjugado de CPT 30

Esquema XXXIII
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Gly-CPT

El CDDC (3) y la N,N-DiBoc-Cistina se disolvieron en DMSO seco. El EDC {3 eq.) y el sulfo-NHS (2 eq.) se
adicionaron a la mezcla. La solucion se agité bajo argén durante 2 dias a temperatura ambiente. La solucién luego
se transfiri6 a una membrana de didlisis 10.000 MWCO Yy se dializ6 durante 48 horas. Después de la liofilizacion se
obtuvo un polvo de color blanco, polimero de CDDC-Cys(Boc) 28. Al polvo de color blanco 28 se adicioné una
mezcla de HCI y una solucion de DMSO. La solucion se agit6 a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se
dializé contra agua durante 24 horas utilizando la membrana 10.000 MWCO. El compuesto 29 se obtuvo como un
solido de color blanco.

El Suc-Gly-CPT 15 se mezcl6 con el compuesto 29 en una solucion de DMSO. El EDC (2 eq.), NHS (1 eq.) y DIEA
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(1,0 eq.) se adicionaron a la solucién. La solucién se agitoé durante 16 horas bajo argén y luego se precipitd con éter.
El producto precipitado se lavd con.éter hasta que no se observé farmaco suelto en la soluciéon de lavado. El
compuesto 30 se obtuvo después del secado bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 24: Sintesis del Polimero de CD-Polifosfoéster biodegradable 31 y sus conjugados de CPT
5 32

Esquema XXXIV
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La sintesis del polifosfoéster biodegradable se puede encontrar en Wang J y colaboradores, JACS, 2001, 123, 9480-
9481.

10 El polifosfoéster se mezcl6 con el compuesto 10 (0,5 eq. de unidad de repeticion) en DMSO. El EDC (2 eg.), NHS (1
eq.) y DIEA (1,0 eq.) se adicionaron a la solucion. La solucién se agit6 durante 16 horas y luego se precipitd con
éter. El CD-polifosfoéster 31 obtenido se disolvi6 en DMSO. A la solucién se adicion6 el compuesto 11 (0,5 eq. de
unidad dé repeticion), EDC (2 eq.), NHS (1 eq.) y DIEA (1,0 eq.). La solucion se agitdé durante 16 horas y luego se
precipitd con éter. El producto precipitado se lavé extensivamente con éter hasta que no se observé farmaco suelto

15 en la solucién de lavado. El compuesto 32 se obtuvo después del secado bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 25: Sintesis del conjugado de Copolimero de CD-CPT 33 con la estructura principal de
polietileno por via de la polimerizacion de radicales

e
AIBN
KI o ATRP \CPT

Esquema XXXV
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/
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\

33

20 Los monémeros de acrilato de CPT, monometiléter de trietilenglicol y CD-monocistamina se pueden sintetizar de N-
acriloxisuccinimida (Polysciences, Inc.). Estos monémeros se mezclaron en una relacion 1:1:1 en DMSO seco. El
AIBN se adiciona a la mezcla bajo argén. La solucién se agitd a temperatura ambiente durante 24-48 horas hasta
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que la solucién se volvio viscosa. El conjugado de polimero-CPT 33 se precipitd con éter y se secé bajo vacio.
Ejemplo de referencia 26: Sintesis de CD-injerto-poli(anhidrido etilen-alt-maleico)-GlyGlyGlyCPT 34
Esquema XXXVI

34

5 El poli(anhidrido etilen-alt-maleico) (Aldrich) se disolvi6 en DMSO. Se adicionaron el compuesto 10 (0,4 eq. de
unidad de repeticion) y el compuesto 12 (0,4 eq. de repeticion). La solucion se calenté a 70°C durante 16 horas y
luego se precipitd con éter. El CD-injerto-poli(anhidrido etilen-alt-maleico)-GlyGlyGlyCPT 34 se sec6 bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 27: Sintesis del Conjugado de Poliglutamato-CD-CPT 35
Esquema XXXVII

A
Y
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El poliglutamato (de Sigma-Aldrich) se mezcla con el compuesto 10 (0,5 eq. de unidad de repeticién) y el compuesto
11 (0,5 eq. de unidad de repeticion) en DMSO. ElI EDC (3 eq.), NHS (2 eq.) y DIEA (1,0 eq.) se adicionaron a la
solucién. La solucién se agité durante 16 horas y luego se precipitd con éter. Después del secado bajo alto vacio, se
obtuvo el conjugado de poliglutamato-CD-CPT 35.

Ejemplo 28: Sintesis y Caracterizacion de los Copolimeros de CD-BisCys-Peg3400 36 y sus Conjugados de CPT 37.
A. Sintesis y Caracterizacion de los Copolimeros de CD-BisCys-Peg3400 36

Esquema XXXVllla

i YO
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Abrev. BA= unidn de butanoicamida: CB= union de carbamato

Sintesis de Poli(CDDCys-PA-PEG), 36a. El compuesto 4 (después de la precipitacion con acetona, 63 mg, 0,047
mmol) y PEG-DiSPA (peso molecular 3400, 160 mg, 0,047 mmol) se secaron bajo vacio durante 8 horas. EIl DMSO
anhidro (1,26 ml) se adiciondé a la mezcla bajo argon. Después de 10 minutos de agitacién, se adiciond la
diisopropiletilamina anhidra (DIEA, 19 uL, 2,3 eq. ) bajo argon. La mezcla de reaccién se agité bajo argon durante
120 horas. La solucion que contenia el polimero se dializé utilizando una membrana 10.000 MWCO (Spectra/Por 7)
contra agua durante 48 horas y se liofilizé para producir 196 mg del compuesto 36a (90%, tabla 1). My, = 57,4 kDa,
M, = 41,7 kDa, Mu/M, = 1,38. RMN *H (D20) & 5,08 (m, CD-2-H), 4,27 (m, Cys-CH), 2,72-3,7 6 (m, CD-3,4,5,6-CH,
CD-CHy, PBG-CHy), 2,44 (m, Cys-CHy) .

Las sintesis de los otros poli (CDDCys-PA-PEG) (36b-f), Poli(CDDCys-BA-PEG) (36g, no es de la invencion) y
Poli(CDDCys-CB-PEG) (36h-i; no es de la invencion) se lograron bajo una condiciéon de polimerizacion similar a
aquella del compuesto 36a. Los detalles para las condiciones de polimerizacion, seleccion de mondémero, peso
molecular del polimero, polidispersidad y rendimientos se listan en la tabla 1.

36g: RMN *H (D,0) & 5,10 (m, CD-2-H), 4,25-4,37 (m, Cys-CH), 2,72-3,86 (m, CD-3,4,5,6-CH, CD-CHy, PEG-CHb>),

61


http://sintesis_.de/

10

15

20

25

30

ES 2417324713

2,21 (m, Cys-CH;!). 36h-i: RMN *H (D,0) § 5,05 (m, CD-2-H), 4,56 (m, Cys-CH), 2,70-3,93 (m, CD-3,4,5,6-CH, CD-
CH,, PEG-CH3) , 2,38 (M, -OCH,CH,CH,C(0)-NH-), 2,34 (m, Cys-CHy), 1,90 (m, -OCH,CH2CH,C(0)-NH-).

La adicién de una base organica no nuclecfilica (tal como DIEA) fue esencial para esta polimerizaciéon ya que no se
observaron cambios de viscosidad de las soluciones de polimerizacion después de 48 horas si no se adicioné una
base. Cuando se adicionaron 2,3 eq. de DIEA, la viscosidad de la solucién de polimerizacién increment6
dramaticamente después de 4-6 horas de reaccién. La DIEA desprotona los grupos amino del compuesto 4 para
volverlos més nucleofilicos para el acoplamiento con PEG-DiSPA. Esencialmente no hubo diferencia en las
polimerizaciones si se utilizaran otras bases, tales como TEA o DMAP, (36b-c, tabla 1) . La polimerizacién que utiliza
el compuesto 4 recuperado por los dos métodos de precipitacion diferentes (acetona y metanol) produjo los
polimeros con diferentes pesos moleculares. El compuesto 4 que se purificé por medio del método de metanol-
precipitaciéon (no contiene cistina suelta) proporciono, el polimero de peso molecular mas alto (36d-e) comparado al
compuesto 4 menos puro se obtuvo del método de acetona-precipitacion (36a). La polimerizacion del compuesto 4
con PEG-DiSPA produjo tipicamente rendimientos del polimero mayores que 90%.

El compuesto 4 se polimerizé con otros monémeros activados, tales como PEG-DiSBA, PEG-DIBTC y PEG-DiNPC.
La reaccién del compuesto 4 con PEG-DiSBA proporcioné el polimero 36g con enlaces similares como los
compuestos 36a-f (enlace de amida, pero no méas del grupo -CH; que los compuestos 36a-f en el conector) con My
sobre 100 kDa, mientras que la reaccion del compuesto 4 con PEG-DIBTC y PEG-DINPC genero los polimeros 36h
y 36i, respectivamente, con la conexion de la porcion de carbamato y My's sobre 50 kDa (tabla 1).

Tabla 1. Polimerizacién del compuesto 4 con PEG disfuncionalizado

Tiempo de

. . o Mw Mn Rendimiento
Comonomero polimerizacion
CDP de PEG Base (h) (kDa) (kDa) Muw/My (%)
36a° PEG-DISPA DIEA 120 57,4 417 1,38 90
36b% PEG-DISPA DMAP 120 54,2 38,1 1,42 91
36¢" PEG-DiSPA TEA 120 57,4 42,6 1,35 91
36d° PEG-DiSPA DIEA 120 93,6 58,0 1,48 96
36e” PEG-DiSPA DIEA 144 97,3 58,0 1,67 94
36f° PEG-DiSPA DIEA 2 35,3 25,6 1,38 95
369 PEG-DiSBA DIEA 120 114,7 77,9 1,47 96
36h PEG-DIBTC DIEA 120 67,6 39,4 1,47 95
36i PEG-DINPC DIEA 120 86,5 57,2 1,51 96

& el compuesto 4 se lavo con acetona antes de la polimerizacion.

P el compuesto 4 se lavé con metanol antes de la polimerizacion,

Los polimeros 36a-i son altamente solubles en solucién acuosa. Estos se pueden disolver facilmente en agua o
solucidén salina amortiguada con fosfato (PBS) en concentraciones de al menos 200 mg/ml. La solubilidad de estos
polimeros en solucién acuosa en concentraciones mas altas que 200 mg/ml no se intentd debido a la alta viscosidad.
Estos polimeros también fueron solubles en DMF, DMSO y metanol, ligeramente solubles en CH3CN y CHCls, pero
insolubles en THF y éter etilico.

Control de Peso Molecular de los Polimeros de CD. El compuesto 4 (después de la precipitacion con metanol) (56,2
mg, 0,0419 mmol) y el PEG-DiSPA (147 mg, 0,0419 mmol) se secaron bajo vacio durante 4-8 horas. A la mezcla se
adicion6 DMSO seco (1,1 ml) bajo argén. Después de 10 minutos de agitacion, se adiciond DIEA (16 L, 2,2 eq.)
bajo argdn, una porcién de la solucion de polimerizacion (150 L) se removié y se precipitd con éter en tiempos
seleccionados (2 horas, 18 horas, 43 horas, 70 horas, 168 horas y 288 horas). Los pesos moleculares de los
polimeros precipitados se determinaron como se describe anteriormente.

Como se muestra en las figuras 5a y 5b, los pesos moleculares del compuesto 36 se pueden controlar al ajustar el
tiempo de polimerizacion.

B. Sintesis de los Conjugados de Poli(CDDCys-PA-PEG)-CPT (HGGG6, LGGG10, HG6, HGGG10).

Esquema XXXIX

62



10

15

20

25

ES 2417324713

o1y

N N " j’ v Y € in
N N\ ) ey %}, wo ¢ -
i 36eor36f ﬁ 0 1%
—_— A m o

e B ON¢ ey

Sintesis de Poli(CDDCys-PA-PEG)-GlyGlyGly-CPT (HGGGS6; no es de la invencion). El compuesto 36a (1,37 g, 0,30
mmol de unidad de repeticion) se disolvi6 en DMSO seco (136 ml). La mezcla se agité durante 10 minutos. El
compuesto 12 (419 mg, 0,712 mmol, 2,36 eq.), DIEA (0,092 ml, 0,712 mmol, 2,36 eq.), EDC (172 mg, 0,903 mmol, 3
eg.) y NHS (76 mg, 0,662 mmol, 2,2 eq.) se adicionaron a la solucién polimérica y se agité durante aproximadamente
15 horas. El polimero se precipitod con éter etilico (1 L). El éter se vertié y el producto precipitado se lavé con CH3CN
(3 x 100, ml). El producto precipitado se disolvié en agua 600 ml. Algo del sélido insoluble se filtré a través de filtros
de 0,2 um. La solucién se dializé utilizando una membrana 25.000 MWCO (Spectra/Por 7) durante 10 horas a 10-
15°C en agua DI. El agua de la dialisis se cambié cada 60 minutos. La solucion de conjugado de polimero-farmaco
se esteriliz6 al pasarla a través de filtros de 0,2 uM. La solucién se liofilizé para producir un sélido de color amarillo
HGGG6 (1,42 g, rendimiento del 85%).

Sintesis de Poli(CDDCys-PA-PEG)-GlyGlyGly-CPT (LGGG10, no es de la invencion). La conjugacion del compuesto
12 al compuesto 36f se realiz6 de manera similar a aquella utilizada para producir el HGGG6 excepto que este
conjugado se dializé con una membrana 10.000 MWCO (Spectra/Por 7) en lugar de la membrana 25.000 MWCO. El
rendimiento de LGGG10 fue 83%.

Sintesis de Poli(CDDCys-PA-PEG)-Gly-CPT (HG6). La conjugacion del compuesto 11 al compuesto 36e se realizd
de manera similar a aquella utilizada para producir el HGGG6. El rendimiento de HG6 fue 83%.

Sintesis de Poli(CDDCys-PA-PEG)-GlyGlyGly-CPT (HGGG10, no es de la invencion). El compuesto 36e (1,5 g, 0,33
mmol de unidad de repeticion) se disolvi6 en DMSO seco (150 ml). La mezcla se agité durante 10 minutos. El
compuesto 12 (941 mg, 1,49 mmol, 4,5 eq.), DIEA (0,258 ml, 1,49 mmol, 4,5 eq.) , EDC (283 mg, 1,49 mmol, 4,5 eq.)
y NHS (113 mg, 0,99 mmol, 3 eq.) se adicionaron a la solucién polimérica y se agité durante aproximadamente 24
horas. Otra porcién de EDC (142 mg, 0,75 mmol, 2,3 eq.) y NHS (56 mg, 0,5 mmol, 1,5 eq.) se adicionaron a la
solucion de conjugacion. El polimero se agitdé durante 22 horas adicionales. El procedimiento de preparacion fue el
mismo como aquel para la sintesis de HGGG6. El rendimiento de HGGG10 fue 77%.

Determinacion del % en peso de CPT en los Conjugados. Las soluciones madre de HGGG6, LGGG10, HG6 y
HGGG10 se prepararon en una concentracion de 10 mg/ml en DMSO. Una alicuota de la solucion madre
correspondiente se diluyé a 100 ug/ml utilizando NaOH 1 N. La CPT se hidroliz6 completamente en esta solucion
béasica y se transform6 a su forma de carboxilato dentro de 2 horas a temperatura ambiente. Una alicuota de esta
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solucion se diluy6 a 10 pg/ml utilizando H3PO, al 8,5% y la forma de carbonato de CPT se transform6 a su forma de
lactona. 30 uL de esta solucion se inyect6 en la HPLC. El area pico de la forma de lactona de CPT se integré y se
comparo a una curva estandar.

El compuesto 11 y el compuesto 12 se conjugaron al compuesto 36e o el compuesto 36f (tabla 2) utilizando métodos
de acoplamiento convencionales. Debido a la inestabilidad del conector de éster del compuesto 11 y el compuesto
12 en solucion acuosa, la conjugacion se condujo en DMSO anhidro bajo argén. Se requirié una base organica para
desprotonar las sales de TFA del compuesto 11 y el compuesto 12 para facilitar el acoplamiento. Para la conjugacion
del polimero con el compuesto 12, el porcentaje en peso (% en peso) de la carga de farmaco fue alrededor de 6-
10%. La carga de farmaco méaxima, teérica es alrededor de 13% utilizando PEG con un peso molecular de 3400 Da;
los valores maximos se pueden incrementar al disminuir el peso molecular de los segmentos de PEG. Las
solubilidades de todos los conjugados en agua o PBS fueron mas de 200 mg/ml (equivalente a 12-20 mg de CPT/ml
por carga de farmaco de 6-10% en peso, respectivamente). Los detalles para HGGG6, LGGG10, HG6 y HGGG10 se
resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades de conjugados de polimero-CPT

Conjugado® My de polimero precursor (x 10"%) Mu/My® Conector CPT (% en peso)
HGGG6 97 1,7 triglicina 6,1
LGGG10 35 1,6 trigiicina 10,2

HG6 97 1,7 glicina 6,8
HGGG10 97 1,7 triglicina 9,6

& Abreviaciones: H = polimero de alto My, (97 kDa), L = polimero de bajo My (35 kDa), GGG = conector de
triglicina, G = conector de glicina, 6 = carga de farmaco alrededor de 6% en peso, 10 = carga de farmaco
alrededor de 10% en peso.

® polidispersidad del polimero medida por las técnicas de dispersion de luz (26).

C. Liberacion de CPT de HGGG6 y HG6

La liberacion de CPT en PBS. HGGG6 y HG6 se prepararon en 1 mg/ml en PBS (1x, pH 7,4). Una alicuota de 100
uL de la solucién se transfirid6 a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se incub6 a 37°C. Las muestras incubadas se
enfriaron rapidamente en intervalos de tiempo seleccionados y se almacenaron a -80°C hasta el analisis. Cada
solucidn se diluyé con H3PO, al 8,5% a un volumen total de 5 ml en un matraz volumétrico. 30 xL de esta solucidn
se inyect6 en la HPLC. El area pico de la forma de lactona de CPT se integré y se comparé a una curva estandar.

El analisis para la liberacion de CPT de HGGG6 y HG6 en PBS que contenia acetil-colinesterasa (una esterasa, 100
unidades/ml), en amortiguador de KH,PO, (pH 6,1, 0,1 M) y en el amortiguador de KH,PO4 (pH 6,1, 0,1 M) que
contenia catepsina B (una cistein-proteinasa, 200 #M, preactivada en hielo durante 30 minutos en este amortiguador
que contenia DTT 2 mM y EDTA 1 mM) se realizaron de manera similar a aquella descrita anteriormente para PBS
solo.

Liberacién de CPT en Plasma de Humano. Una alicuota de solucién madre de HGG66 y HG6 se diluyd para
proporcionar una concentracién- final de 0,5 mg/ml en PBS (1x, pH 7,4). Esta solucién se adicioné a un polvo
liofilizado de plasma de humano para reconstituir de plasma de humano al 100% mediante la cantidad recomendada.
La solucidn se dividié en un volumen igual (250 L) a tubos Eppendorf de 1,5 ml, se incubd a 37°C y se detuvo en el
punto de tiempo seleccionado. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta el andlisis. Las muestras se separaron
del plasma mediante columnas de extraccion de fase sélida. El cartucho de extraccion de fase sélida (cartucho Oasis
HLB Ice de Waters) se pre-acondiciond con 1 ml de acetonitrilo y luego con 1 ml de H3PO, al 8,5% antes de la
carga. Las mezclas se acidificaron con un volumen igual de H3PO, al 8,5% después de la carga. Después de que se
cargo6 la soluciéon acida en el cartucho, el lecho se lavé con 3 x 1 ml de agua. La CPT liberada y el conjugado
polimérico se fluyeron con 3 x 1 ml de una mezcla de solucién de acetonitrilo y amortiguador de fosfato de potasio
(pH 4,1) (60/40 v/v). La solucion eluida se diluyé a 5 ml de volumen total en un matraz volumétrico de 5 ml. 30 xL de
esta solucion se inyecté en la HPLC. El area pico de la forma de lactona de CPT se integré y se compar6 a una
curva estandar.

La liberacién de CPT de HG6G6 y HG6 en PBS que contenia plasma de humano al 4% (solucién de PBS/plasma de
humano de reconstituido = 96/4 (v/v)), en plasma de raton y en albumina de humano reconstituida (solucién de PBS)
se realizaron de manera similar a aquella descrita anteriormente para el plasma de humano.

En PBS (1x, pH 7,4), los periodos de vida media (t12) para liberar la CPT de HG6 y HGGG6 fueron 59 horas y 32
horas, respectivamente. Los periodos de vida media disminuyeron a 25 horas y 22 horas, respectivamente, en
presencia de plasma de humano al 4% y a 1,7 horas y 1,6 horas, respectivamente, en plasma de humano al 100%
("HP") y 2,6 horas y 2,2 horas, respectivamente, en plasma de raton al 100% ("MP"). Las velocidades de liberacion
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de CPT para tanto HG6 como HGGG6 en presencia de albumina ("Alb") o acetil-colinesterasa ("Ac Cho") estuvieron
en el mismo orden de magnitud como en PBS. En una solucién amortiguadora a un pH menor que PBS (pH 6,1) con
o sin la enzima captepsina B (activa a pH 6,1), menos que 50% de CPT conjugada total se liberé de tanto HG6 como
HGGG6 por tiempos de hasta 144 horas (tabla 3).

Tabla 3. Periodo de vida media (t12,en hora) de la liberacion de CPT de H66 y HGGGe*-

HP® Amortiguador catB _

Conjugado  PBS® 4% HP? MP® Alb' Ac Cho? pH 6,1" (pH 6,1)
HG6 59 25 1,7 2,6 62 33 >144 >144
HGGG6 32 22 1,6 2,2 73 42 >144 >144

®t12 se define como tiempo (horas) para la liberacién de la mitad de la CPT conjugada, total.
Abreviaciones: HP significa plasma de humano, MP significa plasma de raton.

® amortiguador pH 7,4 de PBS 1x.

¢ Plasma de humano reconstituido mezclado con PBS (v/v = 4/96).

¢ Plasma de humano reconstituido.

¢ Plasma de raton fresco.

"En amortiguador de PBS de albtimina de humano reconstituida.

9 En presencia de solucién de acetil-colinesterasa-PBS (100 unidades/ml).

" Amortiguador de fosfato pH 6,1 (0,1M)

' Amortiguador de fosfato pH 6,1 en presencia de Catepsina B

Liberacién de CPT en Solucion a Diferente pH. El HGGG6 y el HG6 se prepararon a 1 mg/ml en solucion
amortiguadora con pHs que varian de acido (pH =1,2) a basico (pH = 13,1) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Una alicuota de cada solucién se diluyé con H3PO4 al 8,5% a aproximadamente 100 //g/ml. 30 JJL de esta solucién
se inyectaron en la HPLC. El &rea pico de la forma de lactona de CPT se integré y se comparé a una curva estandar.

El pH de la solucién acuosa tiene un efecto significante sobre las velocidades de liberacién de CPT de tanto HG6
como HGGG6. Las cantidades de CPT liberada de HG6 y HGGG6 a 37°C después de 24 horas en soluciones
amortiguadoras con pHs que varian de 1,1 a 13,1 se ilustran en la figura 6. Las uniones de éster de glicinil-CPT de
tanto HG6 como HGGG6 fueron muy estables en el pH &cido (1,1 a 6,4) ya que se liber6 menos de 7% de CPT en
24 horas.

Valor ICso por via del ensayo de MET. La linea de células de carcinoma de ovario de humano A2780 se obtuvo de
the European Collection of Cell Cultures (Salisbury, Wiltshire, Reino Unido). Las lineas de células de
adenocarcinoma colorectal de humano HT29, carcinoma de préostata de humano PC-3 y adenocarcinoma colénico
de humano LS174T se obtuvieron de the American Type Culture Collection (Rockville, MD) . Las células se
sembraron en placas de 96 pocilios a 5000 células/pocillo y se desarrollaron en un medio que contenia suero bovino
fetal al 10% a 37 °C durante 24 horas en una atmosfera humidificada de CO2 al 5%. El medio se reemplazé con un
medio fresco que contenia CPT," compuesto 36e, HGGG6 o HG6 en concentraciones que variaban de 1 mM a 10
4M de CPT y el compuesto 36e (equivalente de CPT para HGGG6 y HG6). En cada,concentracion se trataron tres
pocilios por placa. El efecto de los compuestos sobre el desarrollo de las células se midié por medio del ensayo de
MTT después de 72 horas. El medio se removig, las células se enjuagaron con PBS, la solucién de MTT se adicion6
a una concentracion de 0,5 mg/ml y las placas se incubaron durante 4 horas a 37°C. El medio se removio y los
cristales de formazan se solubilizaron en DMSO. La absorbancia se midié a 560 nm utilizando un lector de placas
SPECTRAFIuor Plus (Tecan, Durham, NC). El porcentaje de supervivencia de las células se calculé con relacién a
las células sin tratar y se determinaron los valores I1Csq a partir de diagramas de dosis contra la supervivencia de las
células. Los datos del valor IC50 de CPT, compuesto 36e,HGGG6 o HG6 se listan en la tabla 4.
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Tabla 4. Valor ICso de CPT, polimero no conjugado 36e y conjugados de CPT HG6 y HGGG6 en diversas lineas, de

células
Linea de Células 36e (uM) CPT (uM) HG6 (uM) HGGG6 (1M)
LS174T >300 0,005 0,050 0,010
HT29 300 0,020 0,050 0,030
A2780 100 0,007 0,025 0,020
PC3 >300 0,075 0,25 0,15

Ejemplo de referencia 29: Poli-CD-BisCys-Peg3400-Ala-CPT 37

El compuesto 36e (54 mg, 0,012 mmol de unidad de repeticion) se disolvi6 en DMSO seco (226 ml) y se agitd
durante 10 minutos. La TFA-Ala-CPT, la cual se prepar6 de manera similar al compuesto 11 (15 mg, 0,028 mmaol,
2,36 eq.), DIEA (4,88 ml, 0,028 mmol, 2,36 eq.), DCC (24,52 mg, 0,12 mmol, 10 eq.) y NHS (13,6 mg, 0,12 mmol, 10
eg.) se adicionaron a la solucion polimérica. La mezcla se agité durante aproximadamente 16 horas. El polimero se
precipito con éter (40 ml) y se lavd con éter (2 x 30 ml) y con CH3CN (2 x 10 ml). Luego se disolvié nuevamente en
una solucién acuosa de pH 4 (10 ml) y se dializé a temperatura ambiente durante 48 horas utilizando una membrana
25.000 MWCO. La solucion luego se paso a través de un filtro de 0,2 um esterilizado y luego se liofiliz6 para producir
el compuesto 37 (46 mg, 85%). El porcentaje en peso de la carga de farmaco se calculé que era 5,5% utilizando la
HPLC equipada con un detector de fluorescencia después de la liberacion de CPT del compuesto 37 utilizando una
base. La CPT libre en el compuesto 37 es <1%.

Ejemplo de referencia 30: Poli-CD-BisCys-Peg3400-Leu-CPT 38

El compuesto 36e (54 mg, 0,012 mmol de unidad de repeticion) se disolvio6 en DMSO seco (226 ml) y se agitd
durante 10 minutos. La TFA-Leu-CPT, la cual se preparé de manera similar al compuesto 11 (16 mg, 0,028 mmol,
2,36 eq.), DIEA (4,88 ml, 0,028 mmol, 2,36 eq.), DCC (24,52 mg, 0,12 mmol, 10 eq.) y NHS (13,6 mg, 0,12 mmol, 10
eq.) se adicionaron a la solucion polimérica. La mezcla se agitdé durante aproximadamente-16 horas. El polimero se
precipit6 con éter (40 ml) y se lavé con éter (2 x 30 ml) y con CH3CN (2 x 10 ml). Luego se disolvié nuevamente en
una solucién acuosa de pH 4 (10 ml) y se dializé a temperatura ambiente durante 48 horas utilizando una membrana
25.000 MWCO. La solucion luego se paso a través de un filtro de 0,2 um esterilizado y luego se liofiliz6 para
proporcionar el compuesto 38 (42 mg, 78%). El porcentaje en peso de la carga de farmaco se calculé que era 5,0%
utilizando la HPLC equipada con un detector de fluorescencia después de la liberacién de CPT del compuesto 38
utilizando una base. La CPT libre en el compuesto 38 es <1%.

Ejemplo de referencia 31: Sintesis de CD-BisCys-BisPeg-FITC 39

Esquema XXXX
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El compuesto 4 (25 mg, 0,018 6 mmol) y el FITC-Peg5000-NHS (Shearwater, 186 rag, 0,0373 mmol) se disolvieron
en DMSO seco (2 ml). La DIEA (0,0094 ml, 0,056 mmol, 3 eq.) se adiciond a la mezcla. La mezcla se mantuvo en la
oscuridad y se agité durante 24 horas. Luego se adicioné agua (10 ml) y la solucién se dializ6 en la oscuridad
utilizando 10,000 MWCO durante 48 horas. Después de la liofilizacion, se obtuvo el polimero de color amarillo 39. El
polimero se caracterizé mediante la EM y la RMN *H.

Ejemplo de referencia 32: Sintesis de Bis-Succinato de succinimidilo-Peg3400 (Bis-SS-PEG) (40a) y CD-BisCys-SS-
Peg3400 biodegradable (40b) y su conjugado de CPT 41

Esquema XXXXI
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a Unién de enlace de éster degradable

Un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con una barra agitadora, magnética y un septo se cargd con 10 g
(2,99 mmol) de polietilenglicol peso molecular 3350, 2,0 g (20 mmol) de anhidrido succinico y 50 ml de piridina
anhidra. Después de la agitacion de la soluciéon a 50°C durante 16 horas, el disolvente se removié mediante un
evaporador giratorio. El residuo de disolvié nuevamente en 30 ml de agua y se extrajo con 10 ml de cloroformo tres
veces. La capa organica se secO sobre MgS0, y se filtr6. El disolvente luego se concentrd y se precipitdé en éter
dietilico. Esto dio por resultado 9,6 g de bis-succinimidilo Peg3400 en un rendimiento de 90,6%. El producto se
analiz6 mediante la cromatografia liquida de alta resolucion en columna de fase inversa.

Un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con una barra agitadora, magnética y un septo se cargd con 2 g
(0,56 mmol) de bis-succinimidilo Peg34 00 y 10 ml de diclorometano anhidro. A esta solucion se-adicionaron 0,324 g
(2,82 mmol) de succinimida de N-hidroxilo. La mezcla de solucion luego se enfri6 en un bafio de hielo y se
adicionaron 0,58 g (2,82 mmol) de 1,3-diciclohexilcarbodiimida. Después de dejar a temperatura ambiente durante
24 horas, la solucion se filtré y se precipitd en 150 ml de éter dietilico. La disolucion en 10 ml de diclorometano y la
precipitacion en éter dietilico se repitié dos veces. Esto proporcion6 1,74 g (82,9 %) de Bis-SS-PEG 40a. Se analizé
mediante la cromatografia liquida de alta resolucién en columna de fase inversa.

Polimero CD-BisCys-SS-Peg3400 40b

Un matraz en forma de perla de 50 ml se cargé con 100 mg (0,074 6 mmol) del compuesto 4 y 254 mg (0,074 6
mmol) del compuesto 40a. Los sdlidos combinados se secaron bajo vacio durante 24 horas antes de la adicién de 1
ml de DMSO anhidro y 2,2 equivalentes (0,164 mmol) de DIEA. La mezcla de disolucion se agitd a temperatura
ambiente durante 3 dias y luego se precipitd en éter dietilico. Esto proporcion6 100% del compuesto 40b. El peso
molecular se analiz6 en un sistema de la HPLC Hitachi equipado con un detector Anspec RI, un detector Precision
Detectors DLS y una columna Progel-TSK G3000pwx. Utilizando PBS 0,1 M como eluyente a una velocidad de flujo
de 0,7 ml-min™. My, = 93,00, M, = 61.000 y My/M, = 1,5.

Conjugado de CD-BisCys-SS-Peg3400-GlyGlyGly-CPT 41

El compuesto 40b (201,8 mg, 0,044 mmol de unidad de repeticion), TFA-GlyGlyGly-CPT 12 (66 mg, 0,105 mmol,
2,36 eq.), EDC (25,5 mg, 0,133 mmol, 3 eq.) y NHS (11 mg, 0,0977 mmol, 2,2 eq.) se disolvieron en DMSO seco (6
ml) y se agit6 durante 30 minutos. Se adicion6 DIEA (19 pL, 0,105 mmol, 2,36 eq.) a la solucién polimérica. La
mezcla se agité durante aproximadamente 41 horas. El polimero se tritur6 con éter dietilico (250 ml) y se lavéd con
acetonitrilo (3 x 25 ml). Luego se disolvid nuevamente en agua pH 4 (10 mg/ml) y se dializ6 a temperatura ambiente
durante 24 horas utilizando una membrana 10.000 MWCO. La solucién luego se pasoé a través de un filtro de 0,2 um
esterilizado y luego se liofilizo para producir el compuesto 41 (128 mg, 52%). El porcentaje en peso de la carga de
farmaco se calcul6 que era 6,95% utilizando la HPLC equipada con un detector de fluorescencia después de liberar
la CPT del compuesto 41 utilizando una base.
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La hidrdlisis del compuesto 41 se ajustd en el plasma de humano (100% de solucién) en 1 mg/ml. Las soluciones de
alicuota (100 pL) se colocaron en tubos eppendorf de 1,5 ml y se incubaron en un bafio de agua a 37°C. Luego, las
muestras se acidificaron con 100 uL de HsPO, al 8,5% y se carg6 en un cartucho de extraccion en fase solida
preacondicionado. Se eluyé con amortiguador de acetonitrile:KH2PO4 60:40 (v/v). La CPT libre (forma de lactona) se
analizé en la HPLC/detector de fluorescencia utilizando un amortiguador de acetonitrilo/KH2PO,. El periodo de vida
media se determiné que era 3 horas.

Degradacion del Polimero CD-BisCys-SS-Peg3400 40b

50 mg/ml de solucién del compuesto 40b se prepar6 en el plasma de humano reconstituido en solucién de PBS (pH
7,4). Las alicuotas de 100 pL se incubaron a 37°C. Cada tubo de muestra se tom6 en un punto de tiempo especifico

y se tritur6 en 900 uL de metanol frio. La solucidn se centrifugd y el sobrenadante se analiz6 en HPLC/detector de la
ELS. El espectro resultante se muestra en la figura 7.

Métodos para incrementar el porcentaje en peso de la carga de farmaco
Método I. Sintesis del Copolimero de CD-BisCys-Peg con un enlace de Peg corto y su conjugado de GlyCPT

Ejemplo 33: Sintesis de CD-BisCys-Peg (PEG corto, por ejemplo, Peg200-Peg2000) y su Conjugado de CPT 42
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La sintesis del polimero y el conjugado de farmaco 42 son los mismos como para los compuestos 36, 37 y 38 en el
ejemplo 28.

Método IlI. Sintesis del Copolimero de CD-BisCys-Peg con multiples moléculas de farmaco en cada sitio de carga
Ejemplo 34: Sintesis de CD-BisCys-Peg y su Conjugado de GluBis(GlyCPT) 43.
Esquema XXXXIII
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El compuesto 36 y Glu-Bis(Gly-CPT) 17 se disolvieron en DMSO. El EDC (3 eq.), NHS (2,2 eq.) y DIEA (2,2 eq.) se

adicionaron a la solucién. El CD-BisCys-Peg-GluBis (GlyCPT) 43 (no es de la invencion) se precipité con CHsCN y

se lavd con el mismo disolvente hasta que no se detectdé farmaco suelto utilizando radiaciéon UV o la CCD. El
5 compuesto 43 se secd bajo alto vacio.

)L/E

Ejemplo de referencia 35: Sintesis del Conjugado de PEI-CD-CPT 44 (Polimero de CD ramificado con los
conjugados de CPT)

A: Sintesis del polimero de PEI-ciclodextrina ramificado

Esquema XXXXIV
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El PEI (29 mg, Aldrich peso molecular 25.000) se disolvi6 en DMSO seco (2 ml). El monotosilato de ciclodextxina
(448 mg, Cyclodextrin Technologies Development, Inc.) se adicion6 a la solucién bajo N2. La solucién turbia se
volvio HPLCa después de que se agitara la mezcla a 70°C durante aproximadamente 1 hora. La solucién se volvid
de color ligeramente amarillo después de 48 horas a esta temperatura bajo No.

La solucion se transfirié a una membrana Spectra/Por MWCO 10.000 y se dializé contra agua durante 4 dias. Luego
se removié el agua mediante la liofilizacion. Se obtuvo un polvo de color blanco (120-140 mg) después de que se
liofilizara la solucién. La relacién de ciclodextrina/PEI se calcul6 en base a la integracion de protones de la RMN .

B: Sintesis del conjugado de PEI-CD-CPT ramificado
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El PEI-CD y el Suc-Gly-CPT 15 (1,0 eq.) se disolvieron en DMSO. El EDC (3 eq.), NHS (2,2 eq.) y DIEA (1 eq.) se
adicionaron a la solucion. El PEI-CD-Gly-CPT 44 se precipitd con éter, se lavo extensivamente con este disolvente y
se seco bajo alto vacio.

Ejemplo de referencia 36: Sintesis de Ad-PEG3400-AD 45

Esquema XXXXVI
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45

240 mg de l-aminoadamantano (1,60 mmol, Aldrich) y 272 mg de PEGsz400(SPA), (0,080 mmol, Shearwater
Polymers) se adicionaron a un frasquito de vidrio equipado con una barra agitadora. A esto se adicionaron 5 ml de
diclorometano y la solucién se agit6 durante toda la noche. Al siguiente dia, la solucion se filtr6 para remover el
subproducto de n-hidroxisuccinimida y el diclorometano se removié in vacuo. El residuo se disolvié en agua y se
centrifugé para remover el 1-aminoadamantano en exceso. El sobrenadante luego se dializé durante toda la noche
en un dispositivo Pierce's Slide-A-Lyzer con MWCO=3500. La solucién luego se liofilizé para proporcionar 248 mg de
un solido mullido de color blanco de Ad-PEGsza0-Ad 45.

Ejemplo de referencia 37: Sintesis de DiCiclodextrina PEG 46
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362 mg de CD-NH; (0,32 mmol, Cyclodextrin Technology, Inc.) y 436 mg de PEGz400(SPA), (0,128 mmol,
Shearwater Polymers) se adicionaron a un frasquito de vidrio equipado con una barra agitadora. A este frasquito se
adicionaron 4,36 ml de DMSO vy la solucion se agit6 durante 72 horas. La solucion se dializ6 utilizando una
membrana 2000 MWCO durante 4 dias en agua. El compuesto 46 (603 mg, 86%) se obtuvo como un polvo de color
blanco después de la liofilizacion.

Ejemplo de referencia 38: Sintesis del Polimero de Inclusion 47 utilizando DiAD-Peg 45 y DICD-PEG 46

El compuesto 46 (54,6 mg, 0,01 mmol) y el compuesto 45 (34 mg, 0,01 mmol) se mezclaron en agua (0,27 ml) y se
agité durante toda la noche. La solucién es muy viscosa. El polimero 47 se trituré con éter y se sec6 bajo vacio.

Ejemplo de referencia 39: Sintesis del Polimero de Inclusion CPT-Conjugado 48 entre DiCD-PEG 46 y un compuesto
CPT-Di-AD

Sintesis del reticulador de diadamantano: Bis-(2(1-adamantil)etil)fosfato

(Zhang y colaboradores, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 1676-1681)
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La piridina anhidra (10 ml, Aldrich, Milwaukee, WI) se enfri6 en un bafio de hielo y se adicioné gota a gota
diclorofosfato de metilo (1,488 g, 10 mmol, Aldrich, Milwaukee, WI). La mezcla se mantuvo fria durante 15 minutos
adicionales. Durante este periodo se form6 un producto precipitado de diclorofosfato de N-metilpiridinio. Se adicioné
1l-adamantano-etanol (4,758 g, 26,4 mmol, Aldrich, Milwaukee, WI) y la mezcla sellada se agité durante toda la
noche a temperatura ambiente. Luego se verti6é en una solucion de NaHCO3 al 10% (50 ml) y la piridina se evaporo
bajo vacio. El sdlido de color ligeramente amarillo se disolvio en 1 L de agua y se extrajo con éter (tres porciones de
150 ml). La fase acuosa se acidific6 con HCI 2 N a pH 1, y luego se extrajo con tres porciones de 150 ml de CHCl3:n-
BuOH (7:3). La capa organica, combinada (éter y CHCIs;:n-BuOH) se lavé con agua y se form6 un producto
precipitado de color ligeramente amarillo en los disolventes mezclados, punto en el cual los disolventes se
evaporaron bajo vacio. Se form6 un sélido de color ligeramente amarillo y se recristalizé6 de acetona/hexano. El
sélido se sec6 bajo vacio, rendimiento del 60%.

Esquema XXXXVIII
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El Bis-(2(1-adamantil)etil)fosfato y el compuesto 11 se mezclaron en DMSO. El EDC (3 eq.), NHS (2,2 eq.) y DIEA (1
eg.) se adicionan a la solucion. La solucion se agité bajo argén durante 16 horas. El Bis-(2(1-adamantil)etil)fosfato-
Gly-CPT se precipito con éter, se lavo extensivamente con este disolvente y se seco bajo alto vacio. Este compuesto
y el Di-CD-PEG 46 se mezclaron en DMSO para formar el conjugado de inclusion de polimérico-CPT 48.

Ejemplo de referencia 40: Sintesis de AD-Peg-Folato 49

El siguiente procedimiento es la sintesis de AD-Pegsooo-folato. Este método se puede adaptar para la sintesis de
cualquier molécula tri-componente molécula invitada-Conector-Ligando.

1. Sintesis de AD-Peg-NH;

266 mg de FMOC-PEGs00-NHS (78,2 umol, Shearwater Polymers, Huntsville AL) se adicionaron a un frasquito de
vidrio equipado con una barra agitadora, magnética. Luego se adicionaron 10 eg. de 1-adamantano-metilamina (1,5
mmol; Aldrich) disueltos en 3 ml de diclorometano y la solucion se agité durante toda la noche a temperatura
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ambiente. El disolvente se removid in vacuo y se adicion6 agua a la solucion restante para disolver el producto de
PEG. La solucién se centrifugd a 20K rcf durante 10 minutos, después de lo cual la adamantano-metilamina se
separé en fases como un liqguido mas denso. La porcién acuosa se colectd y el agua se removio in vacuo. El liquido
viscoso, restante se disolvié nuevamente en piperidina al 20% en DMP para la desproteccién de FMOC y se agitd
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El disolvente se removié in vacuo, se lavé varias veces con DMF, se
disolvi6 nuevamente en-agua y se condujo en una columna de intercambio anioénico para remover el PEG sin
reaccionar. Las primeras fracciones se colectaron y se liofilizaron para producir 222 mg de un polvo mullido de color
blanco (rendimiento del 76%) del producto deseado, el cual se confirmé mediante el analisis de MALDI-TOF.

2. Sintesis de N-Hidroxisuccinimida-folato (NHS-folato)

Esquema XXXXIX
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El NHS-folato se sintetizd de acuerdo con el método de Lee y Low (Lee, R. J; Low, P. S. J. Biol. Chem. 1994, 269,
3198-3204). El acido folico (5 g, 11,3 mmol; Sigma) se disolvio en DMSO (100 ml) y trietilamina (2,5 ml) y se hizo
reaccionar con N-hidroxisuccinimida (2,6 g, 22,6 mmol) y diciclohexilcarbodiimida (4,7 g, 22,7 mmol) durante toda la
noche a temperatura ambiente. La solucién se filtrd y se concentrd bajo presion reducida. EI NHS-folato se precipitd
utilizando éter dietilico (producto precipitado de color amarillo-anaranjado) y se lavo 2-3 veces en éfer anhidro, se
secd bajo vacio y se almacend a -20°C.

HN

3. AD-Pegsogo-folato
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El AD-Pegsoo-NH2 y el NHS-folato se mezclaron en 1:1 eq. en solucion de DMSO. Se adicioné DIEA (2 eq.). La
mezcla se dej6é agitar a temperatura ambiente durante toda la noche. La solucion de DMSO luego se dializ6 contra
una membrana 3500 MWCO (Spectra/Por 7) durante 48 horas. El AD-Pegspoo-folato 49 se obtuvo después de la
liofilizacion.

Ejemplo de referencia 41: Formulacion del AD-Peg-Folato y un conjugado de CD-Polimero-CPT

Un procedimiento tipico: Un conjugado de CD-polimero CPT se disolvié-en un amortiguador D5W. Una solucion de
D5W que contenia 0,1-1 eq. (moles de unidad de repeticion) de solucion de AD-Peg-Folato se adicion6 a la solucion
polimérica. Los tamafios de particula del polimero se midieron antes y después de la adicion de AD-Peg-Folato
utilizando la dispersién de luz. Esta solucion se utilizé para la prueba ya sea in vitro o in vivo para el andlisis de los
efectos de establecimiento de objetivos de folato.

Ejemplo de referencia 42: Enlace Covalente de un ligando de establecimiento de objetivos (por ejemplo, folato) a un
conjugado polimérico de CD-CPT (por ejemplo-PEI-CD-GIlyCPT) 50

Esquema LI
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El PEI-CD-GIlyCPT 44 y el Folato-NHS (0,1-0,5 eq.) se mezclaron en DMSO y se agitaron durante 24 horas. El
polimero se triturd con éter y se lavo extensivamente con este disolvente hasta que no se pudo detectar moléculas
de folato sueltas. El conjugado de polimero de CD-CPT-folato resultante 50 se seca bajo vacio.

Ejemplo de referencia 43: Reticulacion del polimero de CD-CPT utilizando Ad-Peg-Ad 51

Un procedimiento tipico: El AD-Peg-AD 45 (0,01-0,1 eq. de unidad de repeticion de polimero de CD) y el conjugado
de polimero de CD-CPT se mezclaron en una cantidad minima de DMSO. La solucién viscosa, resultante se
precipitd con éter y se sec0 bajo vacio para producir el polimero ligeramente reticulado 51. El compuesto 51 todavia
debe mantener un tamafio de particula pequefio en la solucion, tiene buena solubilidad en agua y tiene un peso
molecular mas alto que el conjugado de polimero de CD-CPT precursor.

Ejemplo 44: Pruebas in vivo de conjugados poliméricos de camptotecina HGGG6, LGGG10, HG6 y HGGG10
(Sintetizados de acuerdo con el ejemplo 28).

A. Toxicidad In Vivo y Andlisis Quimico de la Sangre de la Dosificacion con el Polimero Precursor 36e

La toxicidad del compuesto 36e y sus efectos sobre la quimica de la sangre se evaluaron en ratonas desnudas
Charles River (13-14 semanas de edad). Cuatro grupos de tratamiento de seis ratones cada uno se trataron con una
solucion de D5W del compuesto 36e en una dosis de 240 mg/kg, 160 mg/kg, 80 mg/kg o D5W solo mediante la
inyeccion i.v. en la vena de la cola en los. dias 1, 5y 9, respectivamente. El volumen de dosificacién se determind en
base a una relacion de 200 wL para un ratoén de 20 g y se ampli6 a escala apropiadamente de acuerdo con el peso
corporal, real del raton. Los pesos corporales de los ratones se siguieron diariamente durante los primeros 5 dias y
luego dos veces a la semana, después. Las muestras de sangre (150-200 x) se colectaron de cada raton mediante
el sangrado retroorbital bajo isoflourano en el dia 12. Las muestras de tres ratones en cada grupo se utilizaron para
completar el andlisis de conteo de sangre completa (CBC), mientras que las muestras de sangre de los tres ratones
restantes en cada grupo se procesaron para el andlisis quimico de la sangre. El estudio se detuvo el dia 23. Todos
los ratones se sometieron a la eutanasia mediante la perforacion cardiaca bajo CO; y la sangre de cada raton se
colecto para el CBC y el analisis quimico de la sangre de la misma manera como en el dia 12.

No hubo diferencia significante en los datos de la pérdida de peso corporal, CBC o quimica sanguinea entre
cualquiera de los grupos tratados con el compuesto 36e y el grupo de control D5W por todo el estudio y no se
observaron efectos dependientes _del_ tiempo durante los 2,3 dias para todos los grupos tratados. El compuesto
36e -fue bien tolerado por los ratones en la dosis maxima tratada (240 mg/kg).

B. Determinacién de Dosis Maxima Tolerable (MTD) para los Conjugados de CDP-CPT

La MTD se determind utilizando ratonas desnudas Charles River (15-16 semanas de edad) para HG6, LGGG10 (no
es de la invencién), HGGG10 (no es de la invencién), 5% (p/v) de solucion de dextrosa (D5W) de los conjugados de
polimero-CPT se preparé recientemente antes de cada inyeccion. Las dosis para los grupos de tratamiento varié de
2,25 mg de CPT/icg a 54 mg de CPT/kg. La dosificacion se administrd intravenosamente (i.v.) mediante.una
inyeccion en la vena de la cola en los dias 1, 5 y 9. El volumen de dosificacion se determind en base a una relacién
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de 200 L para un ratén de 20 g y se ampli6é a escala apropiadamente de acuerdo con el peso corporal real (BW) del
ratén. Se utilizaron de tres a cinco ratones en cada grupo de tratamiento. Los pesos corporales de los ratones se
siguieron diariamente durante los primeros 5 dias y luego dos veces a la semana, después. La MTD se definié como
la dosis mas alta administrada que dio por resultado una disminucién del peso corporal promedio del grupo de
menos de 20% o la dosis mas alta administrada que no dio por resultado la muerte de algin animal en este grupo.
La pérdida de peso corporal promedio, maxima y las muertes relacionadas con el tratamiento parF todos los grupos
tratados-se listan en la tabla 5.

Tabla 5. Respuesta de Tratamiento para el estudio de MTD. Las ratonas desnudas (n= 3-6) se trataron i.v. mediante
la inyeccion en la vena de la cola.

Agente mg/kg? % Max. de Pérdida de BW; Dia” Nrr/N©
DSW - -2,5%; Dia 3 0/6
36e 240 -2,0%; Dia 3 0/6
36e 160 -3,5%; Dia 13 0/6
36e 80 -2,3%; Dia 3 0/6

LGGG10 54 -20,6%; Dia 3 3/3
LGGG10 36 -9,3%; Dia 13 0/3
LGGG10 18 0 0/3
LGGG10 9 0 0/5
LGGG10 4.5 -0,8%; Dia 13 0/5
HG6 54 -28,5%; Dia 3 3/3
HG6 36 -23,9%; Dia 3 3/3
HG6 18 -22,1%; Dia 3 3/3
HG6 9 -6,1%; Dia 9 0/5
HG6 4.5 -4,4%; Dia 5 0/5
HG6 2,25 -2,9%; Dia 9 0/5
HGGG10 54 -
HGGG10 36 -34%; Dia 5 3/3
HGGG10 18 -16%; Dia 3 1/3
HGGG10 9 -3,3%; Dia 9 0/5
HGGG10 4.5 -2,5%; Dia 9 0/5

% mg de CDP/kg para el copolimero de CDP y mg de CPT/kg para los tres conjugados sometidos a
prueba.

® pérdida de peso corporal maxima (BW) observada después de la inyeccion.

¢ Numero de muertes relacionadas con el tratamiento (Ntg) al nimero de ratones tratados (N)

La MTD de LGGG10, HG6 y HGGG10 se determinaron que con 36 mg de CPT/kg, 9 mg de CPT/kg y 9 mg de
CPTl/kg, respectivamente. En base a las similitudes estructurales entre HGGG6 y HGGG10, se espera que la MTD
para estos dos grupos sea similar. Por lo tanto, la MTD de HGGG6 (no sometido a prueba) se supuso que era 9 mg
de CET/kg.

C. Estudio de Eficacia Antitumoral

El estudio de eficacia antitumoral se realizo utilizando ratonas desnudas Charles River (15-16 semanas de edad) Un
fragmento (1 mm3) de tejido de carcinoma de colon de humano LS174T se implanté subcutdneamente (s.c.) en el
costado derecho de cada raton de prueba aproximadamente 14-18 dias antes de la dosificacion. El volumen del
tumor se determiné al medir el tumor en dos dimensiones con calibradores y se calcul6 utilizando la formula: valor
del tumor = (longitud x anchura®)/2. El volumen del tumor se convirtié al peso del tumor suponiendo que 1 mm® es
igual a 1 mg de tumor en peso. El tratamiento se inici6 cuando el tamafio del tumor promedio alcanzé
aproximadamente 60-100 mg (dia 1). Los animales se clasificaron en doce grupos. Cada grupo consistié de siete
ratones con tamafos del tumor que variaban de 62,5-144,0 mg con los tamafos del tumor promedio del grupo de
88,6-90,7 mg. Los ratones en cada grupo se trataron de acuerdo con el protocolo listado en la tabla 6. Todos los
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tratamientos con el conjugado se administraron intravenosamente mediante la inyeccién en la vena de la cola. Los
tamafos del tumor se midieron dos veces a la semana por la duracion del experimento. Al final del estudio, los
tumores de cada ratén sometido a la eutanasia se recolectaron y se congelaron a -80°C.

Tabla 6. Protocolo de Dosificacion para -el estudio de eficacia®

Dosis (mg de
Grupo Agente CPT/kg)b Ruta® Programad
1 D5W - i.v. Q4D x 3
2 CPT 9 i.p. Q4D x 2°
3 Irinotecan 100° i.p. Qwk x 3
4 HGGG6 9 iv. Q4D x 3
5 HGGG6 4,5 i.v.. Q4D x 3
6 LGGG10 36 iv. Q4D x 3
7 LGGG10 18 iv.. Q4D x 3
8 LGGG10 9 iv. Q4D x 3
g HG6 9 (AY Q4D x 3
10 HG6 9 iv. Q4D x 3
11 HGGG10 9 iv. Q4D x 3
12 HGGG10 4,5 iv. Q4D x 3

% Se utilizaron siete ratones en cada grupo
® Las dosis son equivalentes de la CPT excepto para el grupo 3
¢ i.p. = intraperitoneal, i.v. = intravenosa

¢ |os programas de administracion fueron abreviados como: Q4D x 3 = tres inyecciones
con intervalos de cuatro dias, Qwk x 3 = tres inyecciones con un intervalo de una
semana, la primera dosis se inicid en el dia 1 para todos los grupos.

¢ La tercera dosis programada no se administré debido a la toxicidad emergente

100 mg de irinotecan/kg.

Cada animal se someti6 a la eutanasia cuando el peso del tumor alcanz6 el tamafio a punto final predeterminado
(1.500 mg). El tiempo para punto final (TTE) para cada raton se calculd a partir de la ecuacion: TTE = (logaritmo
(punto final-b))/m, donde b y m son la interseccion y la pendiente, respectivamente, de la linea obtenida por la
regresion lineal de un conjunto de datos del crecimiento del tumor de logaritmo transformado comprendido de la
primera observacion que excedio el volumen de punto final del estudio y las tres observaciones consecutivas que
precedieron inmediatamente la obtencién del volumen de punto final. A los animales que no alcanzan el punto final
se les asigno un valor de TTE igual al dltimo dia del estudio (114 dias). A los animales clasificados como muertes
relacionadas con el tratamiento (TR) se les asigné un valor de TTE igual al dia de la muerte, Los animales
clasificados como muerte no relacionada con el tratamiento (NTR) se excluyeron de los célculos de TTE. El retardo
de crecimiento del tumor (TGD), definido como el incremento en el tiempo promedio al punto final (TTE) en un grupo
de tratamiento comparado con el grupo de control, se investigé un pardmetro para evaluar la eficacia del tratamiento.
La TGD se calcul6 como la diferencia entre el TTE promedio para un grupo de tratamiento y el TTE promedio del
grupo de control (TGD = T - C) y se expresa en los dias, y como un porcentaje del TTE promedio del grupo de
control; % de TGD = (T-C)/C, donde T es igual al TTE promedio para grupos de tratamiento y C es igual al TTE
promedio para el grupo de control 1.

Toxicidad. Los animales se pesaron diariamente en los dias 1-5, luego dos veces a la semana, después. Los ratones
se examinaron frecuentemente por los signos conocidos de cualquier efecto colateral, adverso relacionado con el
farmaco. La toxicidad aceptable para los farmacos contra el cancer en los ratones es definida por la NCI como una
pérdida de peso corporal promedio del grupo menor que 20% durante el estudio y no mas de una muerte toxica
entre los siete animales tratados.

Los resultados para este estudio de eficacia que incluyen los valores de TTE promedio, carga de tumor promedio en
el dia 114, respuesta al tratamiento y las muertes se resumen en la tabla 7.
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Tabla 7.
Carga de Nrr%/
Grupo ProHeEdi . T-C % de TGD® Pro{;‘é‘zfi’; oy e DPS‘\’/f‘/h P vs CPT

mg (Ns7) Neu®
1 34,9 - - -(0) 0/1/6 - -
2 51,4 16,5 47% -0) 2/0/5 0,2128 -
3 68,7 33,8 97% 1152(3) 0/0/4 0,0002 0,0253
4 114,0 79,1 227% 256 (5) 1/0/1 0,0040 0,0115
5 65,6 30,7 88% 566 (2) 0/1/4 0,0046 0,1369
6 100,0 65,1 187% 666 (3) 4/0/0 -0,0272 0,0289
7 75,6 40,7 117% 221 (3) 0/0/4 0,0018 0,0601
8 63,2 28,3 81% 700 (1) 1/0/5 0,0006 0,1064
9 114,0 79,1 227% 394(4) 0/0/3 0,0002 0,0028
10 74,2 39,3 113% 668 (2) 1/1/3 0,0016 0,0673
11 114,0 79,1 227% 500 (5) 1/0/1 0,0040 0,0050
12 78,0 43,1 123% 1010 (2) 0/0/6- 0,0006 0,0392

4 TTE = Tiempo (Dias) para el punto final (1500 mg)

® T.C = Diferencia entre TTE (Dias) del grupo tratado contra el grupo de control

©% de TGD = [(T-C)/C]

¢ Supervivencia de los ratones

® Ntr = NUmero de muertes relacionadas con el tratamiento

"Nnrr = NGmero de muertes no relacionadas con el tratamiento

9 Neu = Nimero de ratones sometidos a la eutanasia después de que alcanzaron el punto final
" Valor P contra el grupo de tratamiento de D5W (Grupo 1)

"Valor P contra el grupo de tratamiento de CPT (Grupo 2)

Se observé una muerte NTR en el dia 72 en los animales de control tratados con D5W. Los tumores en los otros seis
ratones de control crecieron al tamafio de punto final de 1500 mg, produciendo un TTE promedio de 34,9 dias (tabla
7).

Se reportaron dos muertes relacionadas con el tratamiento en el dia 9 para CPT a 9 mg/kg. De esta manera, la CPT
se debe considerar que es toxica a esta dosis en este experimento. El TTE promedio para este grupo fue 51,4 dias,
que corresponde a un valor T-C de 16,5 dias y un TGD de 47%, con relacion a los ratones de control sin tratar (no
significante). No sobrevivid un animal en el grupo 2 para el dia 114.

El grupo 3 recibi¢ irinotecan i.p. a 100 mg/kg (Qwk x 3). El TTE promedio para el grupo 3 fue 68,7 dias, que
corresponde a un valor T-C significante de 33,8 dias y un TGD de 97%, con relacién a los ratones de control (P <
0,01). Sobrevivieron tres animales en el dia 114 con una carga de tumor promedio de 1.152 mg. No se registraron
regresiones.

Los grupos 4 y 5 recibieron HGGG6 i.v. Q4D x 3 en 9 y 4,5 mg de CPT/kg, respectivamente. Se observd una muerte
relacionada con el tratamiento en el dia 16 en el grupo 4 y se registrdo una muerte NTR en el dia 37 en el grupo 5. El
TTE promedio para el grupo 4 fue 114 dias, el valor posible, maximo en este estudio. Este valor de TTE corresponde
a un valor T-C significante de 79,1 dias y un TGD de 227%, con relacién al control (P < 0,01). Los tumores en los
cinco ratones del grupo 4 no alcanzaron el punto final de 1.500 mg. Estos cinco ratones tuvieron una carga de tumor
promedio de 256 mg en el dia 114. EI TTE promedio para el grupo 5 fue 65,6 dias y corresponde a un valor T-C
significante de 30,7 dias y un TGD de 88%, con relacion al control (P < 0,01).

Los grupos 6-8 se trataron con LGGG10 i.v. Q4D x 3 a 36, 18 y 9 mg de CPT/kg, respectivamente. Aunque no se
observaron muertes en el estudio de MTD utilizando este conjugado en ratones que no llevan tumor a 3 6 mg de
CPTl/kg (tabla 5), se registraron cuatro muertes relacionadas con el tratamiento en el grupo 6 cuando a los ratones
que llevan el tumor se les dio esta dosis, dos en el dia 16 y una en cada uno de los dias 75 y 100. Estos resultados
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indican que 36 mg de CPT/kg esta probablemente sobre la MTD de LGGG10. Como se muestra en la tabla 5, no se
registré una pérdida de peso corporal significante en el estudio de MTD cuando los ratones se dosificaron a 18 mg
de CPT/kg, indicando que esta dosis esta abajo de la MTD. Por lo tanto, la MTD de LGGG10 se encuentra en alguna
parte entre 18 a 36 mg de CPT/kg. El TTE promedio para el grupo 7 (18 mg de CPT/kg) fue 75,6 dias. Este valor de
TTE corresponde a un valor T-C significante de 40,7 dias y un TGD de 117%, con relacién a los ratones de control
(P < 0,01). Tres ratones en este grupo tuvieron una carga de tumor promedio de 221 mg en el dia 114. Se registro
una muerte TR tardia en el dia 103 en el grupo 8 (9 mg de CPT/kg). El TTE promedio para el grupo 8 fue 63,2 dias.
Este valor de TTE corresponde a un valor T-C significante de 28,3 dias y un TGD de 81%, con relacién a los ratones
de control sin tratar (P < 0,01). Los ratones restantes en este grupo tuvieron una carga de tumor de 700 mg en el dia
114.

Los grupos 9y 10 se dosificaron con HG6 i.v. Q4D x 3 a 9 y 4,5 mg de CPT/kg, respectivamente. Se registraron una
muerte TR y una muerte NTR en el grupo 10 en los dias 47 y 84, respectivamente. El TTE promedio para el grupo 9
fue el maximo, 114 dias. Este valor de TTE corresponde a un valor T-C significante de 79,1 dias y un TGD de 227%,
con relacién a los ratones de control sin tratar (P < 0,01). Cuatro ratones en el grupo 9 tuvieron una carga de tumor
promedio de 394 mg en el dia 114. El TTE promedio para el grupo 10 fue 74,2 dias. Este valor de TTE corresponde
a .un valor T-C significante de 39,3 dias y un TGD de 113%, con relacioén a los ratones de control (P < 0,01). Los dos
ratones restantes en el grupo |Ojtuvieron una carga de tumor promedio de 668 mg en el dia 114.

Los grupos 11 y 12 se dosificaron con HGGG10 i.v. Q4D x 3 a 9 y 4,5 mg de CPT/kg, respectivamente. Se registré
una muerte relacionada con el tratamiento en el dia 16 en el grupo 11. El TTE promedio para los grupos 11 y 12
fueron 114 dias y 78 dias, respectivamente. El valor de TTE para el grupo corresponde a un valor T-C significante de
79,1 dias y un TGD de 227%, con relacién a los ratones de control (P < 0,01). Los tumores en cinco ratones en el
grupo 11 no alcanzaron el punto final; estos cinco ratones tuvieron una carga de tumor promedio de 500 mg en el dia
114. El valor de TTE del grupo 12 corresponde a un valor T-C significante de 43,1 dias y un TGD de 123%, con
relacién a los ratones de control (P < 0,01). Los dos ratones restantes en este grupo tuvieron una carga de tumor
promedio de 1.010 mg en el dia 114.

La curva de crecimiento del tumor como una funcion de tiempo para D5W, CPT, irinotecan, LGGG10 en su dosis no
toxica mas alta sometida a prueba {18 mg de CPT/kg) y los otros tres conjugados con el polimero de alto peso
molecular (HGGG6, HG6, HGGG10) en sus MTDs se mostraron en la figura 8. Los tres conjugados de alto peso
molecular administrados en sus MTDs exhibieron una inhibicion del crecimiento del tumor méas prolongada
comparada con D5W, CPT e irinotecan. Las curvas de crecimiento del tumor promedio para HGGG6, BG6 y
HGGG10 que se ilustran en la figura 9 muestran que existe una respuesta la dosis distinta para todos estos tres
polimeros cuando se dosifican en su MTD y a la mitad de su MTD. Las curvas de crecimiento del tumor promedio
para LGGG10 y HGGG10 cada uno dosificado en 9 mg de CPT/kg como se ilustra en la figura 10 demuestra que el
conjugado de polimero-farmaco de alto peso molecular tiene mayor efecto antitumoral cuando se compara con los
conjugados de bajo peso molecular presumiblemente debido a la acumulacion aumentada (efecto EPR) y
eliminacion renal reducida.

Pérdida de Peso Corporal Promedio de los Ratones. Las pérdidas de peso corporal promedio (MBW) como
funcion de tiempo se transfirieron a un diagrama para D5W, CPT, irinotecan y los tres conjugados que contienen el
polimero de alto peso molecular en sus MTDs (figura 11). Las pérdidas maximas de MBW observadas en el grupo 2
(CPT) vy los dos conjugados con el conector de triglicina dosificado en sus MTDs (grupos 4 y 11) fueron 13,1%,
18,3% y 12,6%, respectivamente. La pérdida maxima de MBW de HG6 (3,4%), el Unico conjugado con un conector
de glicina, fue similar a la pérdida maxima de MBW para irinotecan (5,0%). Las pérdidas maximas, insignificantes de
peso corporal promedio del grupo (<5%) se registraron en todos los otros grupos de tratamiento y en el grupo D5W.
El peso corporal promedio volvié a los niveles de linea de base para todos los grupos de tratamiento después del
cese de la terapia.

D. Correlacion del Tamafio del tumor del raton sometido a la eutanasia y la concentracién de CPT en el tumor
correspondiente

Cada tumor recolectado de los ratones en la terminacion del estudio de ratones de xenoinjerto LS174T se
descongel6 y se coloco en un tubo de lisis de 2 ml (Lysing Matrix D, Qbiogen). 300 uL de reactivo de lisis (Cellytic-
MT Mommalian Tissue Lysis/Extraction reagent) se adicionaron a cada tubo. El tejido se homogenizd en un
homogenizador FastPrep FP12 (Qbiogen) a 5 m/s durante 40 segundos. La homogenizacién se repitié seis veces
con un intervalo de 10 minutos entre la homogenizacién sucesiva. La solucion homogenizada se centrifugd a 14000
g durante 15 minutos a 10°C. 90 uL de la solucidn se introdujeron con una jeringa, a la cual se adicionaron 10 uL de
NaOH 1N. Una alicuota de 400 uL de MeOH se adicion6 a esta solucidon después de dejar reposar la solucion
homogenizada durante 2 horas a temperatura ambiente. La solucién se centrifugé durante 15 minutos a 14000 g. El
sobrenadante (270 puL) se mezclé con 30 uL de HCI 1N y se inyect6 en una HPLC para el analisis. La correlacion de
la concentracion de CPT (ng/mg de tejido) con el tamafio de tumor (en mg) se ilustra en la figura 12. La
concentracién de CPT se correlacion6 inversamente al tamafio del tumor.

Ejemplo de referencia 45: Sintesis de Poli(CDDC-PEG)-Anfotericina B 52 por via de un conector de amida
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El poli(CDDOPEG) (788 mg) y el 1,1'-carbonil-diimidazol (CDI, 1,45 g, 50 eq.) se agitaron en DMSO anhidro (10 ml)
en presencia de DMAP (429 mg, 20 eq.) durante 16 horas. Se adicioné éter (200 ml) a la mezcla para precipitar el
poli(CDDC-PEG)-carbonil-imidazol. El sélido de color amarillo resultante se lavé con éter 2 x 200 ml y se secé bajo
vacio. El sélido se disolvi6 en DMSO anhidro (15 ml), seguido por la adicion de AmB (332 mg, 2 eq.) y DMAP (43,0
mg, 2 eg.). La solucién se agit6 en la oscuridad durante 48 horas y se dializé en agua utilizando una membrana
25000 MWCO durante 3 dias. La solucién luego se filtré utilizando un filtro de 0,2 um y se liofiliz6. Se obtuvo un
sélido de color amarillo (920 mg) 52. El % en peso de AmB es alrededor de 13%.

Ejemplo de referencia 46: Sintesis de Poli(CDDC-PEG)-Anfotericina B 53 por via de un conector de imina
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El compuesto 3 y PEG-DiSPA (relacion 1:1) se secaron bajo vacio a temperatura ambiente. El DMSO (10 mg del
compuesto 3/ml de DMSO) se adicion6 al sdlido, y siguid la adicion de DIEA (2 eq.) a la mezcla. El polimero se
triturd con éter en exceso 5 dias después y se dializé utilizando una membrana 25000 MWCO durante 48 horas. El
rendimiento de poli(CDDC-PEG) es de 80-95%. El peso molecular del polimero se determiné utilizando GPC que era
70-100 kDa.

El poli(CDDC-PEG) (1,124 g, 0,25 mmol) se disolvié en agua (55 ml). Se adicion6 NalO4 (0,264 g, 5 eq.). La solucion
se agité en la oscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos y se almacend a 4°C durante 24 horas en la
oscuridad. La solucién de BacCl; se adiciond (5,05 eq.) a la solucién para proporcionar una precipitacion inmediata de
Ba(I04)2. El producto precipitado se filtrd. La solucion saturada de Na,COs se adiciond para ajustar el pH a 11. La
anfotericina B (343 mg, 1,5 eq.) luego se adicioné a la solucion y se agité a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 48 horas. El pH de la solucidon se mantuvo para ser 11 al adicionar NaOH (0,1N) por toda la reaccién. La
solucion se dializé a 4°C durante 48 horas utilizando una membrana 25000 MWCO vy se liofilizé para proporcionar
1,03 g del conjugado de polimero-AmB 53 como un polvo de color amarillo. El % en peso de AmB se determin6 que
era 18 utilizando un espectrometro de radiacion UV a 405 nm.

D. Referencias

Los polimeros que contienen ciclodextrina adicional que se pueden modificar de acuerdo con las ensefianzas de la
presente invencién, asi como también los métodos para preparar estos polimeros, se describen en las solicitudes de
patente norteamericanas Nos. 09/203,556, 09/339,818, 09/453,707, 10/021,294 y 10/021,312 (publicadas como US
6.509.323, US 7.091.192, US 7.375.096, US 7.166.302 y US 7.018.609 respectivamente).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir un polimero que contiene ciclodextrina lineal, comprendiendo el proceso hacer
reaccionar un polimero formado por la unidad repetitiva de formula B:

H H
%N v 0
S S \”/k\/ W
0] o
HO (8] Q CH

(B)

donde
representa un resto de ciclodextrina; y

representa un polietilenglicol;

con un compuesto de férmula C:

(©

donde el polimero formado por la unidad repetitiva de férmula B y el compuesto de férmula C se hacen reaccionar en
presencia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS).

2. Un proceso segun la reivindicacion 1, en el que el resto de ciclodextrina es un resto de B-ciclodextrina.

3. Un proceso segun la reivindicacién 1 o reivindicacion 2, en el que el proceso comprende ademas formar una
preparacion farmacéutica que comprende el polimero que contiene ciclodextrina lineal.

4. Un polimero que contiene ciclodextrina lineal que se puede obtener por el proceso de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

5. Una preparacion farmacéutica que comprende el polimero de la reivindicacion 4 o un éster, sal o hidrato
farmacéuticamente aceptable del mismo; y un excipiente farmacéutico.

6. Un polimero de la reivindicacion 4, para usar como sustancia terapéutica.

7. Un polimero formado por la unidad repetitiva de formula B:
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H H
M N o
% s s \W(/\/ W
m
I\ /I 0 0
HO O 0 oH
(B)

donde

representa un resto de ciclodextrina; y

A,

5
representa un polietilenglicol;
8. Un polimero segun la reivindicacion 7, en el que el resto de ciclodextrina es un resto de p-ciclodextrina.
9. Un proceso para producir el polimero de la reivindacién 7, en el que el proceso comprende hacer reaccionar un
compuesto de formula D:
HzN NH;
s 35
HO a Q OH
10 (D)
donde
representa un resto de ciclodextrina;
con un compuesto de férmula E:
o] o
a o
N N
“HCYH,JIR{MH##,HHMMWDH,i;:m\K#J,Jl\H\{r,f
(o] O
15 (E)

donde

80



ES 2417324713

A%

donde el compuesto de formula D y el compuesto de formula E se hacen reaccionar en presencia de dimetilsulfoxido
(DMSO) y diisopropiletilamina (DIEA).

representa un polietilenglicol;

5 10. Un compuesto de férmula D:

5 s

HO o] o OH

>

10 11. Un compuesto segun la reivindicacion 10, en el que el resto de ciclodextrina es una resto de B-ciclodextrina.

D)

donde

representa un resto de ciclodextrina.
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FIG.1

Estrategia I: Uso de un segmento de PEG mas corto
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FIG.2

Hidrdélisis de péptido conector-CPT en PBS
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FIG. 3: Estabilidad del anillo de lactona de CPT, 11y 12 en PBS (pH 7,4)
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Fraccion de la Forma de
Lactona de CPT o Z-Lys(Z)-CPT
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FIG. 4
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FIG. Sa: Control de polimerizacion por ajuste del tiempo de polimerizacion.
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FIG. Sb: Control de polimerizacion por ajuste del tiempo de polimerizacion.
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FIG. 6: Liberacién de CPT desde HG6 y HGGGS6 a 37°C tras 24 h en disoluciones
amortiguadoras con pHs en el intervalo de 1,1 a 13,1
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FIG. 7: Analisis HPLC de la degradacion de Polimero CD-BisCys-SS-Peg3400
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FIG. 8:La curva de crecimiento tumoral como una funcién del tiempo para el D5W, CPT, irinotecan,
LGGG10 a su mayor dosis no téxica ensayada (18 mg CPT/kg), y los otros tres conjugados con
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FIG. 9. Las curvas de crecimiento tumoral promedio para HGGG6, HG6 y HGGG10
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FIG. 10: Las curvas de crecimiento tumoral promedio para LGGG10 y HGGG10 cada uno
a una dosis de 9 mg CPT/kg
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FIG. 11:Pérdidas de peso corporal promedio (MBW) como una funcién del tiempo
representado para D5W, CPT, irinotecan y los tres conjugados que contienen polimero
de elevado peso molecular y sus MTDs
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FIG. 12. La correlacion de la concentracion de CPT (ng/mg de tejido) con el tamafio del tumor (en mg)

CPT en el tumor (LS174t-e42, Grupo 9, HG6, © mg/kg)
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