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DESCRIPCION
Sector técnico

La presente invencion se refiere a un método nuevo de preparacion de agentes cancerostaticos
poliméricos solubles en agua que permiten el transporte dirigido y la liberacion regulada de agentes citostaticos en
el organismo, preferentemente en el tejido tumoral y las células tumorales. Los agentes cancerostaticos poliméricos
se preparan directamente mediante la copolimerizaciéon con un monémero que contiene un agente cancerostatico
en su estructura. La utilizacion de conjugados poliméricos se centra en la terapia dirigida de enfermedades
tumorales en medicina humana.

Técnica anterior

El desarrollo de nuevas sustancias farmacolégicamente potentes, que incluyen agentes
cancerostéticos, se ha centrado cada vez mas en nuevas formas que permiten la accién especifica del farmaco
activo Unicamente en un tejido concreto o incluso en un tipo de célula concreta. Los farmacos dirigidos son utiles
especialmente en los sectores donde los efectos secundarios del principio activo pueden dar lugar a un dafio de las
partes sanas del organismo. La preparacion de farmacos dirigidos implica cada vez méas la utilizacion de
macromoléculas - polimeros, tanto naturales como sintéticos. En el pasado, se prepard y estudié una gran cantidad
de conjugados poliméricos de agentes cancerostaticos y se demostrdo que, en la mayoria de los casos, es
necesario asegurar la liberacion de la sustancia citotoxica original de bajo peso molecular de su forma polimérica
para que la forma polimérica del farmaco sea farmacolégicamente eficaz. Naturalmente, la unidon de un agente
citostatico a un polimero soluble en agua a través de un enlace quimico también permite un incremento radical de
la solubilidad de farmacos insolubles o poco solubles y, de forma significativa, disminuye su toxicidad. Finalmente,
si bien no menos importante, el peso molecular mas elevado de los polimeros evita una liberacion rapida del
farmaco del organismo a través de la filtracién glomerular y, de este modo, asegura un tiempo prolongado de su
circulacion en sangre y de retencién en el organismo y, por tanto, una biodisponibilidad méas elevada del farmaco.
Resulta ventajoso asegurar la liberacion del agente citostatico del portador polimérico a través de un espaciador
biodegradable, utilizado para unir el farmaco al polimero, la degradacion del cual en el tejido diana conduce a una
liberacion dirigida y regulada del farmaco en el tejido. Un grupo importante de los farmacos descritos anteriormente
son los farmacos poliméricos preparados en base a copolimeros de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA). Una
revision de los resultados obtenidos en este sector hasta ahora se encuentra muy bien elaborada en G.S. Kwon y
en J. Kopecek y otros [Kopecek y otros 2000, Kwon 2005]. Recientemente, se han publicado estudios sobre la
preparacién y la accion de farmacos poliméricos en los que la doxorubicina cancerostéatica esta unida a un portador
polimérico basado en copolimeros de HPMA a través de un enlace de hidrazona inestable hidroliticamente [Etrych
y otros 2001 y 2002, Rihova y otros 2001, Ulbrich y otros 2003, 2004a, 2004b] y se han patentado las sustancias
[Ulbrich y otros]. Los farmacos descritos mostraron un descenso significativo de los efectos secundarios en el
organismo, especialmente de los efectos toxicos, y, simultaneamente, un aumento significativo de la eficacia
antitumoral en comparacién con los agentes citostaticos de bajo peso molecular utilizados habitualmente [Rihova y
otros 2001, Kovar y otros 2004, Hovorka y otros 2002].

La sintesis de dichos conjugados se realiz6 en primer lugar mediante una reaccion polimérica
analoga de ésteres 4-nitrofenilicos poliméricos (ONp) con hidrazina y, posteriormente, mediante la copolimerizacién
de HPMA con hidrazidas metacriloiladas protegidas con un grupo N-Boc (terc-butiloxicarbonilo). Posteriormente, se
desarrollé un método nuevo de preparacion de conjugados poliméricos que incluia la preparacion del monémero de
6-(metacriloilamino)hexanoilhidrazina y su copolimerizacion con HPMA. El método representaba un progreso
significativo en la sintesis y permitia una regulacion exacta del peso molecular de los precursores poliméricos y el
producto final [patente de Etrych]. En todos los métodos mencionados, el farmaco estaba unido al precursor
polimérico que contenia grupos hidrazida libres a través de una reaccién polimérica analoga.

Se sintetizaron conjugados de un farmaco y HPMA que contenian un espaciador de eliminacion
1,6 mediante la copolimerizacion radical de HPMA con un mondmero que contenia 9-aminocamptotecina [Gao y
otros 2006]. El objetivo de la presente invencidon es un método nuevo de preparacién de agentes citostaticos
poliméricos basados en copolimeros de HPMA con doxorubicina unidos a través de un enlace hidrazona labil al pH
a un portador polimérico. El método que se propone permite la incorporacion del farmaco en la estructura del
conjugado polimérico directamente a través de la copolimerizacion de HPMA con un mondémero que contenia
doxorubicina, conectada al grupo polimerizable con un enlace hidrazona a través de un espaciador, es decir, sin
necesidad de una reaccion posterior de unidn del espaciador del farmaco al precursor polimérico. La utilizacién del
mondmero mencionado en la sintesis permite preparar conjugados poliméricos con una estructura definida de
manera exacta de la cadena polimérica que contiene so6lo unidades monoméricas de HPMA y unidades
monomeéricas que portan el farmaco unido a hidrazona.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere esencialmente a un método de preparacion de un conjugado
polimérico de un copolimero de HPMA con doxorubicina unido al polimero a través de varios espaciadores que
contienen enlaces hidrazona separables hidroliticamente. El método consiste en una sintesis de dos etapas que
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implica la sintesis de mondmeros, a saber HPMA y derivados metacriloilados de aminoacidos y oligopéptidos,
terminados con doxorubicina conectados a través del enlace hidrazona, y la sintesis directa de conjugados
poliméricos a través de la copolimerizaciéon con el monémero mencionado que contiene la doxorubicina
cancerostatica unida mediante un enlace hidrazona covalente.

El farmaco polimérico preparado segun la presente invencion se caracteriza por el hecho de que
su estructura esta constituida por un copolimero hidrofilico soluble en agua que contiene unidades de HPMA y
unidades de un derivado metacriloilado de aminoacidos u oligopéptidos, terminado con doxorubicina conectado a
los residuos de aminoéacidos u oligopéptidos (espaciadores) a través de un enlace hidrazona separable
hidroliticamente sensible al pH. Los espaciadores pueden estar constituidos por aminoacidos individuales,
oligopéptidos u otras estructuras, que permiten su terminacién con el grupo hidrazina y la unién de la doxorubicina
a los mismos mediante un enlace hidrazona. El contenido de unidades comonomeéricas (que contienen Dox) en el
copolimero puede ser de 0,5 a 10% molar. El copolimero no contiene ninguna otra unidad poco definida, por
ejemplo, hidrazidas metacriloiladas.

El polimero con el agente citostatico unido quimicamente es estable durante la circulacion en el
torrente sanguineo, el enlace hidrazona entre doxorubicina y el polimero es relativamente estable en las
condiciones fisiol6gicas del torrente sanguineo (pH 7,4). Después de la extravasacion y atrapamiento en tumores,
el conjugado disuelto molecularmente penetra en células tumorales individuales a través de la pinocitosis y, debido
al descenso del pH desde el pH extracelular de 7,4 al pH intracelular de 5 a 6, deben tener lugar la hidrdlisis del
enlace hidrazona, la liberacion del agente citostatico en la célula diana y, por tanto, la activacién de su efecto
citotéxico. La viabilidad del mecanismo de accidn propuesto anteriormente de los farmacos poliméricos segun la
presente invencion se demuestra mediante experimentos de liberacion modelada de doxorubicina del portador
polimérico. Los resultados de dichas pruebas se presentan en la parte experimental de la solicitud.

La sintesis de mondmeros empieza a partir de la sintesis del monémero de HPMA a través del
método descrito anteriormente [Ulbrich 2000]. La sintesis de metacriloil(aminoacil)hidrazidas que difieren en la
estructura del componente acilo es muy similar en todos los mondmeros preparados y se realiza utilizando el
procedimiento descrito anteriormente [patentes de Ulbrich, patente de Etrych]. Esta sintesis empieza a partir de la
metacriloilacion del éster metilico del clorhidrato del aminoacido u oligopéptido respectivos con cloruro de
metacriloilo, realizada en diclorometano en presencia carbonato de sodio anhidro. El producto resultante se
convierte en una aminoacilhidrazina metacriloilada mediante la hidrazindlisis del éster metilico respectivo con
hidrato de hidrazina, realizada en una solucibn en metanol o 2-propanol. Preferentemente, el aminoacilo en las
metacriloil(aminoacil)hidrazinas puede ser glicilo, glicilglicilo, B-alanilo, 6-aminohexanoilo, 4-aminobenzoilo o un
acilo complejo derivado de los oligopéptidos GlyPheGly, GlyLeuGly o GlyPheLeuGly. Como ejemplo de sintesis de
una metacriloil(aminoacil)hidrazina, se presenta en el ejemplo 1 la sintesis de la 6-
metacroil(aminohexanoil)hidrazida.

La preparacion de (metacriloilamino)acilhidrazida-doxorubicinas empieza a partir de la reaccién de
unién del clorhidrato de doxorubicina con metacriloil(aminoacil)hidrazinas produciendo el enlace hidrazona. La
reaccion se lleva a cabo preferentemente en metanol bajo catalisis con una cantidad definida de &cido acético con
la adicion de un inhibidor. La reacciéon se puede realizar también en dimetilsulféxido, dimetilformamida, etanol
anhidro o dimetilacetamida. Si se utilizan otros disolventes aparte de metanol, la reaccién tiene lugar de forma
correcta, pero con un rendimiento inferior. La influencia de la estructura del espaciador en la evolucion de la
reaccion de uniéon es minima. Para conseguir un rendimiento 6ptimo del enlace y un contenido minimo de
doxorubicina no unida, es importante, en cualquier caso, adherir a las concentraciones de los reactivos y de acido
acético en la mezcla de reaccion: una concentracion de 19 mg/ml de doxorubicina (DOX), una concentracion de 51
mg/ml de &cido acético. El tiempo de reaccion 6ptimo es de 24 h a 25°C. Las condiciones especificadas
anteriormente son 6ptimas, dando lugar a rendimiento maximos. La reaccion también se puede llevar a cabo bajo
condiciones de reaccién ligeramente modificadas, ajustadas al tipo de disolvente utilizado, asi como a la
(metacriloilamino)acilhidrazida. Si se utiliza una concentracion de DOX inferior (10 mg/ml), es necesario trabajar a
una temperatura mas elevada (hasta 35°C), la concentracién de acido acético se puede disminuir hasta 35 mg/ml,
o de manera alternativa, se puede extender el tiempo de reaccion (hasta 28 horas). A una concentracion de DOX
mas elevada (30 mg/ml), es ventajoso incrementar la concentracion de acido acético hasta un maximo de 60 mg/ml
y acortar el tiempo de reaccion hasta 20 horas, o de manera alternativa, disminuir la temperatura hasta 20°C. Para
extraer el farmaco libre del producto, se puede utilizar preferentemente una pequefia adicién del polimero
poli(HPMA-co-MA-AH-NHNHy), los grupos hidrazida del cual se uniran a la doxorubicina (DOX) no reaccionada. La
mezcla de reaccién se purifica posteriormente mediante filtracion en gel, preferentemente en una columna LH-20
en metanol. Después de la concentracion, se aisla la fraccion derivada de DOX monomérica mediante precipitacion
en dietil éter. Las preparaciones de 6-(metacriloilamino)hexanoilhidrazida-doxorubicina y de
metacroilglicilfenilalanilleucilglicilhidrazida-doxorubicina se presentan como ejemplos de la sintesis de
(metacriloilamino)acilhidrazida-doxorubicina en la parte experimental.
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La sintesis de conjugados poliméricos de doxorubicina — copolimeros de HPMA con derivados
metacriloilados de aminoacidos y oligopéptidos, terminados con doxorubicina conectados a través del enlace
hidrazona, se basa en la copolimerizacién directa con radicales de HPMA con los correspondientes derivados de
DOX metacriloilados de formula Il

CH,

; It

La polimerizacion se realiza en solucion utlizando metanol, etanol, dimetilsulféxido o
dimetilformamida como medio de polimerizacion. La polimerizacion se inicia con iniciadores de polimerizacién con
radicales degradables con el calor basados en iniciadores azo o peroxi. Se utilizan preferentemente
azobis(isobutironitrilo) (AIBN), azobis(4cido isocianovalérico) (ABIC) o diisopropilpercarbonato (DIP). La

10 temperatura de polimerizacion depende del iniciador respectivo y el disolvente utilizado (50 a 60°C para AIBN,
ABIC en metanol, etanol, DMF y DMSO, 40 a 50°C para DIP). Un tiempo de polimerizacién habitual es de 15 a 24
horas. La preparacion de todos los conjugados poliméricos a través de la polimerizacion con radicales es analoga;
por ejemplo, la copolimerizacion de HPMA con un derivado de DOX metacriloilado se presenta en el ejemplo 3. En
comparacioén con la reaccion de unién polimérica analoga utilizada anteriormente de DOX al precursor polimérico

15 poli(HPMA-co-MA-AH-NHNHy), la copolimerizacion directa de HPMA con un derivado de DOX metacriloilado da
lugar a conjugados poliméricos definidos de manera exacta.

El conjugado polimérico es un copolimero de HPMA con derivados metacriloilados de
aminoécidos y oligopéptidos, terminados con doxorubicina, conectados con el enlace hidrazona, de formula |
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estando caracterizado porque contiene de 90 a 99,5% molar de HPMA y de 10 a 0,5% molar de unidades
(metacriloilamino) acilhidrazida-doxorubicina.

Se ha introducido una abreviatura para los espaciadores en las cadenas laterales de los
conjugados y los monémeros en los esquemas estructurales de la presente invencion — SP; es el aminoacilo en
metacriloilacilhidracida-doxorubicinas, por ejemplo, glicilo, dlicilglicilo, B-alanilo, 6-aminohexanoilo (AH), 4-
aminobenzoilo o un acilo complejo derivado de los oligopéptidos GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly y
GlyPheLeuGly.

Descripcién breve de los dibujos

La figura 1 representa un esquema de la estructura de los derivados metacriloilados de
aminoacidos y oligopéptidos, terminados con doxorubicina conectados a través del enlace
hidrazona ((metacriloilamino)-acilhidrazida-doxorubicina)).

La figura 2 representa un esquema de la estructura del conjugado 1 — copolimero de HPMA y un
derivado metacriloilado de aminoacidos y oligopéptidos, terminado con doxorubicina conectado a
través del enlace hidrazona (x = 40 a 335,y = 1 a 25).

La figura 3 representa un gréfico de la tasa de liberacion de DOX del conjugado polimérico 1y del
conjugado polimérico preparado a través de una reaccién polimérica analoga (patente de Etrych)
en un tampoén con pH 5 (modelo de medio intracelular).

La figura 4 representa un gréafico de la tasa de liberacion de DOX del conjugado polimérico 1y del
conjugado polimérico preparado a través de una reaccion polimérica analoga (patente de Etrych)
en un tampén con pH 7,4 (modelo de torrente sanguineo).
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Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de monémeros

Se prepar6 HPMA segun el procedimiento que se describié anteriormente [Ulbrich y otros 2000].
Analisis elemental: calculado 58,8 % C, 9,16 % H, 9,79 % N; hallado 58,98 % C, 9,18 % H, 9,82 % N. El producto
era cromatogréaficamente puro.

Se preparé la 6-(metacriloilamino)hexanoilhidrazida (Nl-(6-hidrazino-6-oxohexiI)-2-meti|acrilamida)
(MA-AH-NHNH>) segun el procedimiento descrito anteriormente [patentes de Ulbrich, patente de Etrych].

Se prepard la metacroilglicilfenilalanilleucil glicilhidrazida (MA-Gly-D,L-PheLeuGly-NHNH;) segun
el procedimiento descrito anteriormente [patente de Etrych].

6-(Metacriloilamino)hexanoilhidrazida-doxorubicina (MA-AH-NHN=DOX)

Se disolvié la 6-(metacriloilamino)hexanoilhidrazida (40 mg, 0,188 mmol) en 6 ml de metanol a
temperatura ambiente. La solucion se verti6 en un recipiente de reaccién en el que se habia colocado
doxorubicina.HCI (115 mg, 0,198 mmol) y se agit6 la suspension de forma vigorosa. Se afiadieron 310 pl de &cido
acético a la suspensién y la mezcla de reaccion se agité a 25°C durante 24 horas. El proceso de reaccion se
control6 mediante placas de TLC - Silicagel 60 F254 (metanol:cloroformo:éacido acético 2:8:1, Rf(DOX) = 0,75,
Rf(MA-AH-NHN=DOX)= 0,9). Durante la evolucion de la reaccion, la suspension se disolvié de forma gradual y la
solucion era homogénea después de 20 horas de reaccion. Después de 24 horas, se afadieron 100 mg del
copolimero poli (HPMA-co-MA-AH-NHNH,) a la mezcla homogénea (para unir la DOX libre residual) y la mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante otras 4 horas. El producto se purificé de las impurezas
poliméricas y de bajo peso molecular mediante cromatografia en gel en una columna (30 cm x 30 cm) rellena con
Sephadex LH-20 en metanol. La fraccién de bajo peso molecular se concentr6 hasta 2 mly el producto se precipité
en 30 ml de dietil éter. El producto se succiond, se lavo con una pequefa cantidad de dietil éter, y se sec6 al vacio
hasta peso contante. El rendimiento fue de 110 mg del producto (79%) con el punto de fusién de 172 a 175°C. TLC
(metanol:cloroformo:4cido acético 2:8:1): una mancha a Rf = 0,9. MALDI-TOF MS: 762 (M+Na).

Metacroilglicilfenilalanilleucilglicilhidrazida-doxorubicina (MA-GFLG-NHN=DOX). La preparacion
de MAGFLG-NHN=DOX se realiz6 bajo condiciones similares como en el caso de MA-AH-NHN=DOX. Se disolvié
la metacroilglicilfenilalanil leucilglicilhidrazida (122 mg, 0,258 mmol) en 8,2 ml de metanol a temperatura ambiente.
La solucion se vertié en un recipiente de reaccion en el que se habia colocado doxorubicina.HCI (157 mg, 0,271
mmol) y se agité la suspension de forma vigorosa. Se afiadieron 420 pl de &cido acético a la suspension y la
mezcla de reaccion se agité a 25°C durante 24 horas. La evolucion de la reaccion se control6 mediante placas de
TLC - Silicagel 60 Fzs4 (metanol:cloroformo:acido acético 2:8:1, Rf(DOX) = 0,75, Rf(MA-GFLG-NHN=DOX) = 0,95).
Durante la evoluciéon de la reaccidn, la suspension se disolvié de forma gradual y la soluciébn era homogénea
después de 19 horas de reaccion. Después de 24 horas, se afiadieron 130 mg del copolimero de poli(HPMA-co-
MA-AH-NHNHy) a la mezcla homogénea (para unir la DOX libre residual) y la mezcla de reaccidn se agitdé a
temperatura ambiente durante otras 4 horas. El producto se purificd de las impurezas poliméricas y de bajo peso
molecular mediante cromatografia en gel en una columna (30 cm x 30 cm) rellena con Sephadex LH-20 en
metanol. La fraccién de bajo peso molecular se concentr6 hasta 2,5 ml y el producto se precipité en 40 ml de dietil
éter. El producto se succiono, se lavd con una pequefia cantidad de dietil éter, y se secd al vacio hasta peso
contante. El rendimiento fue de 210 mg del producto (78%) con el punto de fusion de 179 a 182°C. TLC
(metanol:cloroformo:&cido acético 2:8:1): una mancha a Rf = 0,95. MALDI-TOF MS: 1023 (M+Na).

Ejemplo 2: Sintesis de un conjugado polimérico — Conjugado 1 — un copolimero de HPMA con MA-AH-NHN=DOX

Se preparo el copolimero de poli(HPMA-co-MA-AH-NHN=DOX)] mediante una copolimerizacion
radicales en solucion de HPMA y MA-AH-NHN=DOX en metanol a 60°C.

Se disolvieron 840 mg de HPMA y 165 mg de MA-AH-NHN=DOX (18% en peso de los
monomeros) en 5,7 ml de metanol y se afadieron 67 mg de ABIN (1,2% en peso) a la solucién. Después de la
filtracion, se cargd la mezcla de polimerizacion, en una atmdsfera de argon, en un reactor de polimerizacion (20 ml
de volumen) situado en un termostato. Se introdujo nitrégeno por encima de la superficie durante varios minutos
adicionales. La temperatura de la mezcla de polimerizacion se fij6 a 60°C y la polimerizacion se desarrollé bajo
agitacion (50 rpm) en la atmdésfera de nitrgeno. La mezcla de polimerizacion se extrajo del termostato después de
22 horas, se enfri6 hasta temperatura ambiente en un bafio, y el polimero se aislé mediante precipitacién con
acetato de etilo (100 ml en total). El polimero precipitado se aislé mediante filtracion a través de vidrio fritado S4. El
precipitado se lavé con acetato de etilo y se secé a temperatura ambiente al vacio en una bomba de membrana
durante aproximadamente 1 hora. El producto polimérico se purificd de impurezas de bajo peso molecular y el
farmaco no unido utilizando cromatografia en gel en una columna rellena con Sephadex LH-20 en metanol. La
fraccion polimérica se atrapd, se concentré en un evaporador rotatorio de vacio hasta un volumen de 5 ml, y el
copolimero se aislé mediante precipitacion con 50 ml de acetato de etilo. El producto se secé hasta peso
constante.
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El contenido de DOX total se determiné espectralmente. Se determinaron T/’W y M, mediante
cromatografia liquida (LC AKTA) con deteccién basada en la dispersion de luz (detector DAWN DSP Multiangel,
Wyatt).

Caracterizacion del farmaco polimérico: el rendimiento de la reaccién de polimerizacién: 750 mg
(75 %), contenido de DOX total 10,8% en peso,_conganido de DOX libre 0,35% del contenido de DOX total, peso

molecular My = 34000, indice de polidispersidad My My = 1,72.
Ejemplo 3: Sintesis de un conjugado polimérico — conjugado 2 — un copolimero de HPMA con MA-AH-NHN=DOX

Se prepar6 el copolimero de poli(HPMA-co-MA-AH-NHN=DOX)] mediante una copolimerizacion
con radicales en solucién de HPMA y MA-AH-NHN=DOX en metanol a 60°C mediante el mismo método que en el
ejemplo 2, con la diferencia de que la composicion de la mezcla de polimerizacién fue la siguiente: 770 mg de
HPMA, 235 mg de MA-AH-NHN=DOX, 5,7 ml de metanol, 67 mg de ABIN (1,2% en peso). El aislamiento y
purificaciéon del producto se realizd6 mediante el mismo método que en el ejemplo 2. Caracterizacion del farmaco
polimérico: el rendimiento de la reaccion de polimerizacion: 740 mg (74%), contenido total de DOX 16,5% en peso,

c_ont_enido de DOX libre 0,45% del contenido total de DOX, peso molecular M,, =32800, indice de polidispersidad
MM, = 1,78.

Ejemplo 4: Sintesis de un conjugado polimérico — conjugado 2 — un copolimero de HPMA con MA-GFLG-
NHN=DOX

Se preparé el copolimero de poli(HPMA-co-MA-GFLG-NHN=DOX) mediante una copolimerizacion
con radicales en solucién de HPMA y MA-GFLG-NHN=DOX en metanol a 60°C mediante el mismo método que en
el ejemplo 2, con la diferencia de que la composicion de la mezcla de polimerizacion fue la siguiente: 700 mg de
HPMA, 183 mg de MA-GFLG-NHN=DOX, 5 ml de metanol, 64 mg de ABIN (1,3% en peso). El aislamiento y
purificaciéon del producto se realiz6 mediante el mismo método que en el ejemplo 2. Caracterizacion del farmaco
polimérico: el rendimiento de la reaccién de polimerizacion: 670 mg (76 %), contenido total de DOX 10,5% en peso,

contenido de DOX libre 0,32% del contenido total de DOX, peso molecular M,, = 34800, indice de polidispersidad
My M= 1,82.

Ejemplo 5: Liberacion de doxorubicina de conjugados poliméricos injertados

Se midieron las cantidades de doxorubicina liberada de los conjugados poliméricos después de su
incubacién en un tampén fosfato con pH 5,0 (tampén fosfato 0,1 M que contenia NaCl 0,05 M), modelando el
medio intracelular, y en un tampon fosfato con pH 7,4, modelando el medio del torrente sanguineo. La cantidad de
DOX liberada en la solucion de incubacién se determind mediante HPLC (Shimadzu). En intervalos
predeterminados, se tomaron muestras de 50 ul de la solucién de incubacién y se analizaron en una columna
TSKGel G 3000xl, con flujo isocratico de 0,5 ml/min de la fase moévil compuesta de la mezcla de metanol:tampén
acetato de pH 6,5 (80:20 % en volumen). La cantidad de DOX se calculd a partir de las areas de los picos de DOX
libre y unida (deteccion UV-VIS a 488 nm). Después de la incubacion de los conjugados (concentracién de 5
mg/ml) en el medio fisiolégico a 36°C (tampon fosfato, pH 7,4), solo se libera una pequefia cantidad del farmaco
(hasta el 10%/24 horas) (figura 4); en cambio, la tasa de liberacion de DOX de los conjugados poliméricos
injertados y, por tanto, la tasa de activacion del farmaco citotoxico, es elevada en el medio ligeramente acido a pH
5,0 (figura 3). Las tasas de liberacion de farmaco a pH 7,4 y pH 5 de los conjugados poliméricos preparados
mediante copolimerizacion directa utilizando 6-(metacriloilamino)

acilhidrazida-doxorubicinas son totalmente comparables con las detectadas para los conjugados de hidrazona
preparados mediante una reaccion polimérica analoga (reaccion PA) [patente de Etrych]. Los resultados de las
mediciones de la tasa de liberacion in vitro del farmaco activo del portador polimérico en el medio que modela el
medio sanguineo (en el transporte del farmaco a través del organismo) y en el medio intracelular de la célula diana
confirman lo apropiado de utilizar el agente citostatico polimérico propuesto para terapias especificas para tumores.
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REIVINDICACIONES

1.- Farmaco polimérico en forma de un conjugado de un copolimero de N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida HPMA con doxorubicina, unido al polimero mediante espaciadores que contienen
enlaces hidrazona hidroliticamente separables, de férmula |

en la que SP; representa un espaciador aminoacilo seleccionado entre los grupos glicilo, glicilglicilo, B-alanilo, 6-
aminohexanoilo, 4-aminobenzoilo o un acilo complejo derivado de los oligopéptidos GlyPheGly, GlyLeuGly,
GlyLeuPheGly o GlyPheLeuGly, x =40 a 335,y =1 a 25.

gue consiste en 90 a 99,5% molar de unidades de HPMA y de 10 a 0,5% molar de unidades comonomeéricas que
contienen doxorubicina.

2. Método para la preparacion del conjugado polimérico de féormula I, segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque la copolimerizacion directa del monémero que contiene doxorubicina de formula 1l
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II

en la que SP; es tal como se define en la reivindicacion 1,

con HPMA en una proporcion molar de 90 a 99,5:10 a 0,5.

3. Método, segun la reivindicaciéon 2, caracterizado porque la polimerizacion se realiza en un
medio de metanol, etanol, dimetilsulfoxido o dimetilformamida y se inicia con iniciadores de polimerizacién con
radicales degradables con el calor.

4. Método, segun la reivindicacién 3, caracterizado porque los iniciadores de la polimerizacion con
radicales se seleccionan del grupo que comprende azobis(isobutironitrilo) AIBN, azobis(acido isocianovalérico)
ABIC y diisopropilpercarbonato DIP.

5. Método, segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el iniciador se selecciona del grupo de
AIBN o ABIC y la reaccion tiene lugar a 50 a 60°C durante 15 a 24 horas.

6. Método, segun la reivindicacion 4, caracterizado porque se selecciona DIP como iniciador y la
reaccion tiene lugar entre 40 y 50°C durante 15 a 24 horas.

7. Método, segun las reivindicaciones 2 a 6, caracterizado porque la unidad monomérica de
férmula Il se prepara mediante la reaccion de clorhidrato de doxorubicina con metacriloil(aminoacil)hidrazinas de
férmula MA-SP;NHNH2, en la que MA es metacriloilo y SP; es tal como se define en la reivindicacion 1, en un
disolvente orgénico en presencia de acido acético.

8. Método, segin la reivindicacion 7, caracterizado porque en la mezcla de partida, la
concentracion de doxorubicina se selecciona del intervalo de 10 a 30 mg/ml y los intervalos de concentracion de
acido acético se selecciona del intervalo de 35 a 60 mg/ml.

9. Método, segun la reivindicacion 8, caracterizado porque en la mezcla de reaccion de partida, la
concentracion de clorhidrato de doxorubicina es 19 mg/ml y la de acido acético es 51 mg/ml.

10. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizado porque la reaccion se
realiza a una temperatura de 20 a 35°C durante 20 a 28 horas.

11. Método, segun la reivindicacion 10, caracterizado porque la reaccion se realiza a 25°C durante

10
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24 horas.

12. Método, segun las reivindicaciones 7 a 11, caracterizado porque, después de completar la
reaccion, se utiliza un copolimero de HPMA con metacriloil(aminoacil)hidrazida para eliminar el exceso de
doxorubicina.

13. Método, segun las reivindicaciones 7 a 12, caracterizado porque el medio de reaccién esta
constituido por un disolvente organico seleccionado del grupo que comprende metanol, etanol anhidro,
dimetilsulfoxido, dimetilformamida y dimetilacetamida.

14. Método, segun la reivindicacion 13, caracterizado porque el medio de reaccién esta constituido
por metanol.

11
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Figura 1. Esquema de la estructura de los derivados metacriloilados de aminoacidos y oligopéptidos, terminados con
doxorubicina conectados a través del enlace hidrazona ((metacriloilamino)-acilhidrazida-doxorubicina).

12



ES 2356 991 T3

NH,

Figura 2, Esquema de la estructura del conjugado 1 - un copolimero de HPMA y un derivado metacriloilado de amino4cidos
y oligopéptidos, terminado con doxorubicina conectado a través del enlace hidrazona (x =40 a 335,y =1 a 25).
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Figura 3. Grafico de la tasa de liberacion de DOX del conjugado polimérico 1y del conjugado polimérico

preparado a través de una reaccién polimérica analoga (patente de Etrych) en un tampén con pH 5 (modelo
de medio intracelular).
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Figura 4. Grafico de la tasa de liberacion de DOX del conjugado polimérico 1 y del conjugado polimérico
preparado a través de una reaccion polimérica analoga (patente de Etrych) en un tampén con pH 7,4
(modelo de torrente sanguineo).
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