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DESCRIPCION
Copolimero de bloques para conjugados de farmaco y sus composiciones farmacéuticas
Campo técnico

La presente invenciéon proporciona un copolimero de bloques para un conjugado farmacéutico que permite una
excelente retencion del conjugado en la sangre.

Técnica anterior

Cuando se administra un farmaco por via sistémica a un individuo por via oral o por inyeccion intravenosa o similar
pueden reconocerse efectos secundarios en tejidos normales distintos a los de las lesiones localizadas a las que se
dirige, lo cual puede forzar la modificacion y/o suspension de la pauta de tratamiento terapéutico. Ademas, para
algunos farmacos, puede resultar dificii mantener la concentracién efectiva de farmaco, o algunos pueden
metabolizarse antes de ser liberados en el sitio diana.

Con el fin de resolver estos problemas, la investigacion activa esta en la actualidad se centra en tecnologias que
introduciran procedimientos y conceptos farmacéuticos avanzados en los que el control de la farmacocinética o la
liberacién selectiva de un farmaco en el cuerpo conduzca a un patrén de concentracion/tiempo del farmaco deseado
en el sitio de accion de interés con el fin de optimizar el efecto terapéutico. A estas tecnologias y conceptos se hace
referencia como Sistema de Liberacién de Farmaco (DSS) (del inglés Drug Delivery System) y en los ultimos afios
se ha reconocido un importante crecimiento en estos que permita la liberacion mas segura y mas eficaz de farmacos
contra el cancer, ADN, péptidos y similares, en lesiones patoldgicas tales como los sitios tumorales y los sitios
inflamatorios.

Como medio especifico de los DDS, se ha desarrollado un procedimiento que emplea liposomas, emulsiones o
nanoparticulas como vehiculos para el farmaco, un procedimiento en el que los farmacos se incorporan en vehiculos
poliméricos tales como micelas poliméricas, un procedimiento en el que los farmacos estan unidos covalentemente a
polimeros sintéticos o a polisacaridos de origen natural y similares. En los intentos de llevar estos sistemas al uso
practico, hay diversos problemas que solucionar y, entre ellos, la forma de evitar el mecanismo biolégico de
reconocimiento de objetos extrafios, la contencion de un farmaco a una alta concentracion en un vehiculo para el
farmaco en el DDS vy el control de la velocidad de liberacion de un farmaco son importantes retos planteados.

En lo que se refiere a la forma de evitar el mecanismo bioldgico de reconocimiento de objetos extrafios, esta siendo
posible evitar la captura en el sistema reticuloendotelial (RES) del higado, el bazo, etc., potenciando la estabilidad
del farmaco en la sangre mediante revestimiento de la superficie de un vehiculo farmacéutico tal como liposomas
con un polimero hidréfilo tal como polietilenglicol, evitando de este modo la adhesion de proteinas séricas, proteinas
opsonina y similares. Como resultado, se puede obtener la elevada retencion de liposomas y micelas poliméricas en
la circulacion sanguinea después de la administracion intravenosa y estos se han acumulado de forma pasiva en
tejidos tales como los tejidos tumorales y los sitios inflamatorios en los que se ha potenciado la permeabilidad
vascular, conduciendo de este modo a un tratamiento eficaz.

Por otro lado, con referencia al contenido de un farmaco en vehiculos para farmacos en DDS, un elevado contenido en
farmaco puede reducir la cantidad de vehiculo requerido para liberar el farmaco deseado, lo que es ventajoso tanto en
términos terapéuticos como de disefio del farmaco [J. Med. Chem. 45: 4336-4343 (2002)]. No obstante, con respecto a
los liposomas y micelas poliméricas, el contenido de farmacos esta limitado debido a una baja estabilidad de los
mismos, y con respecto a los tipos de polimeros conjugados, aumentos en el contenido de farmaco pueden afectar a
las proteinas de los polimeros solubles en agua, reduciendo de este modo la solubilidad en agua. Como resultado,
su interaccion con componentes plasmaticos ya no puede ser controlada, la retencion del conjugado en la circulacion
sanguinea se vuelve imposible y, en la mayoria de los casos el contenido de farmaco en la misma es de tan solo
varios puntos porcentuales [CRIPS 5(2): 2-8 (2004)]. Asi, es imposible en la actualidad obtener un elevado contenido
de farmaco y una excelente retencion en la sangre al mismo tiempo.

Por ejemplo, la publicacion de patente japonesa sin examinar (Kokai) N° 2003-34653 divulga un compuesto para
DDS que se ha optimizado y cuyo campo terapéutico se ha ampliado sustancialmente por un medio especifico para
optimizar DDS, y describe que se pueden generar compuestos para DDS que hacen uso de caracteristicas de cada
farmaco contra el cancer seleccionando la secuencia de un engarce peptidico para conjugar el farmaco y un
vehiculo y la estructura del vehiculo. No obstante, el contenido de farmacos contra el cancer es tan solo de
aproximadamente 1 a 10% respecto al peso total del compuesto para DDS.

Con respecto a la liberacion de un farmaco, un sistema ideal en términos de efectos secundarios reducidos y efectos
terapéuticos potenciados es uno tal que el farmaco esté encapsulado de forma estable en el vehiculo, o unido al
vehiculo y, después de alcanzar el tejido lesionado, el farmaco se libere rapidamente.

Por ejemplo, la patente japonesa n° 3270592, la publicacion de patente japonesa sin examinar (Kokai) n° 7-69900 y
el documento WQO97/12895 divulgan preparaciones farmacéuticas de copolimero de bloques-farmaco anticanceroso
de antraciclina. El farmaco se ha encapsulado por union fisicoquimica o un enlace amida utilizando el grupo
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aminoacido del farmaco y el grupo carboxilico del copolimero de bloques. Asi, el farmaco se ha unido al vehiculo y se
ha estabilizado, pero apenas es factible que se libere rapidamente después de llegar al tejido patologico.

Con el fin de alcanzar un elevado control de liberaciéon del farmaco, estan siendo investigados diversos vehiculos que
son sensibles al entorno, es decir, vehiculos farmacéuticos cuyas propiedades cambian como respuesta a cambios en
el entorno que se producen a causa de enfermedades, o a diferencias en el entorno del tejido normal y las lesiones
localizadas.

Por ejemplo, se ha descrito copolimero de HPMA-doxorrubicina (PK1) en el que la doxorrubicina se ha unido a un
polimero de HPMA con un peso molecular de aproximadamente 30.000 dalton por medio de un separador GFLG. En
PK1, el farmaco se libera por captepsina B que estd mas expresada en sitios tumorales, y el contenido de farmaco
es 8,5%, es decir, no se ha conseguido un alto contenido en farmaco.

Por otro lado, se estan llevando a cabo investigaciones para conseguir la liberacién de farmacos como respuesta a
cambios en el entorno debidos a cambios en el pH en lesiones patoldgicas tales como sitios tumorales y sitios
inflamatorios utilizando el hecho de que el pH local en estas regiones afectadas es menor que en los tejidos
normales [Adv. Drug Delivery Rev. 56: 1023-1050 (2004), Biochim. Biophys. Acta. 1329(2): 291-301 (1997)].

Se ha descrito un conjugado sensible al entorno de pH bajo intracelular [J. Controlled Release 87: 33-47 (2003)] y
micelas poliméricas [Bioconjugate Chem. 16: 122-130 (2005); Angew. Chem. Int. Ed. 42:4640-4643 (2003)] que
liberan hidrocloruro de doxorrubicina de forma precisa como respuesta a un entorno de pH bajo en el endosoma
después de que se haya incorporado él farmaco en células cancerosas individuales en tumores localizados a través
de la via de la endocitosis. Para estas micelas poliméricas, se han obtenido de forma especifica, la dependencia del pH
de la liberacion del farmaco y un contenido de farmaco relativamente alto.

Los autores de la presente invencion han encontrado, no obstante, que el aumento en la cantidad de farmaco en
dichas micelas poliméricas conduce a una reducida retencién del farmaco en sangre y, por ello, después de una
intensa y amplia investigacion, los autores de la presente invencion han conseguido un elevado contenido de
farmaco y han logrado con éxito potenciar la retencién en la sangre.

Descripcion de lainvencion

La presente invencion proporciona un copolimero de bloques para un conjugado de farmaco que puede resolver los
problemas anteriores. El conjugado de dicho copolimero de bloques y un farmaco permite una excelente retencion
en la sangre cuando se compara con el compuesto principal no conjugado y, por tanto, puede aumentar las
aplicaciones terapéuticas.

La presente invencion comprende las siguientes realizaciones:

[1] Un copolimero de bloques para un conjugado de farmaco, comprendiendo dicho copolimero una region de
polimero soluble en agua que consiste en polietilenglicol y una region de poliaminoacido que tiene un grupo
hidrazida y un grupo hidréfobo en la cadena lateral, comprendiendo el copolimero de bloques la siguiente
estructura:

Ry—{CH, CH, 0} L—(COCHNH)5~{COCHNH}5-(COCHNH)+ R,

(CH,),  (CH,),  (CH,), (1)
oo COR, ?o
NH

I,
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Ri—(CH, CH, 035 L;,—(NHCHCO)5~(NHCHCO)}—~(NHCHCO} R,

(CH,), {CH,}, (CH, ), (I1)
COOH COR, co

iy

Iy,

en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un
grupo alquilo C -C42 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo
funcional seleccionado del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un
grupo tiol, un grupo hidroxi y un grupo éster activo que puede estar protegido,

R2 representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C4-Csp saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo,

y R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C4-Csp saturado o no saturado o un grupo aril inferior
alquiloxi,

L1y Ly independientemente un de otro representan un enlazador,
m representa un numero entero de 5-1000,

n representa un numero entero de 0-1000,

p representa un numero entero de 1-1000, y

g representa un numero entero de 1-1000,

con la condicién de que cuando las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan
20% o mas hasta menos de 90% de las unidades totales de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques y
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que
tienen un grupo &cido carboxilico en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la regién de
poliaminoacido, y cuando no haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral,
entonces las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo
hidrazida en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la regién de poliaminoéacido, y

y representa un numero entero de 1 6 2.

[2] El copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de acuerdo con [1] en el que las unidades que tienen
un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyen 25% o mas hasta 75% o menos de las unidades totales de
los poliaminoacidos en el copolimero de bloques.

[3] El copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de acuerdo con [2] en el que Rs es un grupo hidréfobo
seleccionado del grupo que consiste en un grupo bencilo, un grupo fenilo, un grupo Cs-fenilo y un grupo alquilo
C6'C16.

[4] Un copolimero de bloques conjugado a un farmaco en el que un farmaco que tiene una estructura cetonica se
ha unido al grupo hidrazida del copolimero de blogues para un conjugado de farmaco de acuerdo con cualquiera
de [1]a [3].

[5] El copolimero de bloques conjugado a un farmaco de acuerdo con [4] en el que el farmaco que tiene una
estructura ceténica es un farmaco anticanceroso antraciclinico.

[6] EI copolimero de bloques conjugado a un farmaco de acuerdo con [5] en el que el farmaco anticanceroso
antraciclinico esta unido a un numero igual a 10% o mas hasta 50% o menos de la unidades totales de los
poliaminoacidos.



10

15

20

25

ES 2364 987 T3

[6] El copolimero de bloques conjugado a un farmaco de acuerdo con [5] en el que el farmaco anticanceroso
antraciclinico estd unido a un numero igual a 10% o mas hasta 40% o menos de la unidades totales de los
poliaminoéacidos.

[8] El copolimero de bloques conjugado a un farmaco de acuerdo con [7] en el que el farmaco anticanceroso
antraciclinico se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de
daunorrubicina, hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de
amrubicina, nemorrubicina y PNU-159682.

[9] Una composicion farmacéutica de micelas poliméricas que comprende una regién de polimero soluble en
agua que consiste en polietilenglicol como cubierta externa y una regiéon hidréfoba global que consiste en
poliaminoéacidos y/o derivados de los mismos como cubierta interna, teniendo dicha region hidréfoba global un
farmaco unido a un grupo hidrazida y un grupo hidréfobo, en el que dicho farmaco unido a un grupo hidrazida y
el grupo hidrofobo pueden estar presentes en la regiéon hidréfoba global en el mismo copolimero de bloques, o
en la region hidréfoba global en un copolimero de bloques distinto, estando unido el farmaco al grupo hidrazida
en el copolimero de bloques de la féormula siguiente:

R—(CH, CH, 0)= L .-(CO(IiHNH)-.,—(COCHNH)-,—(CO CHNH}~ R,
(?H,), (?H,}, (CH,),

COOR  COR, €O ‘)
Iy
by,
R—(CH, CH, O}5 L;—NHCRCO—(NHCHCO)5—(NHCHCON- R,
(CH,), (R,  (CHy),
(II)

CO0H COR, ¢o0
NH

I
NH,

en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un
grupo alquilo C 1-C42 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo
funcional seleccionado del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un
grupo tiol, un grupo hidroxi y un grupo éster activo que puede estar protegido,

R2 representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico Ci-Csp saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo,

R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C4-Csp saturado o no saturado o un grupo aril inferior
alquiloxi,

L1y Ly independientemente un de otro representan un enlazador,

m representa un numero entero de 5-1000,
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n representa un numero entero de 0-1000,
p representa un numero entero de 1-1000, y
q representa un numero entero de 1-1000,

con la condicidon de que cuando las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan
20% o mas hasta menos de 90% de las unidades totales de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques y
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que
tienen un grupo &cido carboxilico en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la region de
poliaminoacido, y cuando no haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral,
entonces las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo
hidrazida en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la regién de poliaminoacido, y

y representa un nimero entero de 1 6 2.

[10] La composicién farmacéutica de acuerdo con [9] en la que las unidades que tienen un grupo hidréfobo en
la cadena lateral constituyen 25% o mas hasta 75% o menos de las unidades totales de poliaminoacidos en el
copolimero de bloques.

[11] La composicién farmacéutica de acuerdo con [9] en la que Rs es un grupo hidréfobo seleccionado del grupo
que consiste en un grupo bencilo, un grupo fenilo, un grupo Cs-fenilo y un grupo alquilo Ce-Cre.

[12] La composicion farmacéutica de acuerdo con [9] en la que un farmaco que tiene una estructura cetonica se
ha unido al grupo hidrazida del copolimero de bloques anterior.

[13] La composicién farmacéutica de acuerdo con [12] en la que el farmaco que tiene una estructura ceténica es un
farmaco anticanceroso antraciclinico.

[14] La composicién farmacéutica de acuerdo con [13] en la que el farmaco anticanceroso antraciclinico esta
unido a un numero igual a 10% o mas hasta 50% o menos de las unidades totales de los poliaminoacidos.

[14] La composicion farmacéutica de acuerdo con [14] en la que el farmaco anticanceroso antraciclinico esta
unido a un numero igual a 10% o mas hasta 40% o menos de las unidades totales de los poliaminoacidos.

[16] La composicién farmacéutica de acuerdo con [15] en la que el farmaco anticanceroso antraciclinico se
selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina,
hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de amrubicina,
nemorrubicina y PNU-159682.

[17] La composicién farmacéutica que comprende:

(1) un copolimero de bloques en el que el farmaco esta unido al grupo hidrazida de la formula siguiente:
R—{CH, CH, 0}~ L —(COCHNH}-~(COCHNH)}5-(COCENH)+ R,
(!:H, ), (CBy),  (CH,),
(l300H (12011, LO
NA

NE,

(I)
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R,—(CH, CH, 015~ Ly—(NHCHCO}~(NECHCOM~(NHCHCON R,
(CH,), (CH,), (CH,),
Coog  COR, (0 (1D
NH

I,

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o
un grupo alquilo C4-C12 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo

5 funcional seleccionado del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo,
un grupo tiol, un grupo hidroxi y un grupo éster activo que puede estar protegido,

en la que

R» representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C-Csp saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs o -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo, y
10 R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C+-Csg saturado o no saturado o un grupo aril inferior
alquiloxi,

L1y Ly independientemente un de otro representan un enlazador,
m representa un numero entero de 5-1000,
n representa un numero entero de 0-1000,
15 p representa un numero entero de 1-1000,
g representa un numero entero de 1-1000, y

y representa un numero entero de 1 6 2,

y

(2) el siguiente copolimero de bloques:
R—(CH, CRH, O}5- L, —{(COCHNH}—(COCHNH)}~ R,
(!31-1,,),r {CH,), ' (II1)
CO0H COR,

20

R,—{CH, CH, 0)5 L,—(NHCHCO—(NHCHCO}- R,
(CHQ) ¥ (lﬁg) ¥ (IV)
Co0H COR,

en el que
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R1, Rz, R3, R4, L1, L2, m, n, p e y son como se definen en las férmulas (1) y (Il), con la condicion de que cuando
las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan de 50% a 100% de las unidades
que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral mas las unidades que tienen un grupo hidréfobo
en la cadena lateral y haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral,
entonces las unidades que tienen un grupo &cido carboxilico en la cadena lateral y las unidades que tienen
un grupo hidréfobo en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda region de poliaminoacido o en los
bloques.

[18] La composicion farmacéutica de acuerdo con [17] en la que el farmaco tiene una estructura ceténica.

[19] La composicion farmacéutica de acuerdo con [18] en la que el farmaco que tiene una estructura ceténica es
un farmaco anticanceroso antraciclinico.

[20] La composicion farmacéutica de acuerdo con [19] en la que el farmaco anticanceroso antraciclinico se
selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina,
hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de amrubicina,
nemorrubicina y PNU-159682.

De forma sorprendente, se encontrdé que permitiendo que el copolimero de bloques para un conjugado de farmaco
asumiera una construccion que comprende una region de polimero soluble en agua que consiste en polietilenglicol y
una region de poliaminoacido que tiene un grupo hidrazida y un grupo hidréfobo en la cadena lateral, la retencién del
farmaco en la circulaciéon sanguinea puede potenciarse de forma notable.

Breve explicacién de los dibujos

Fig. 1 muestra cursos del tiempo de la concentracion total de DOX en el plasma después de la
administracion intravenosa de un conjugado DOX-polimero (Ejemplos 5 y 8) en la vena caudal de ratas
macho a 1 mg/kg en términos de la cantidad de DOX (n = 3, media = DT).

Fig. 2 muestra cursos del tiempo de la concentracién total de DOX en el plasma después de la
administracion intravenosa de un conjugado DOX-polimero (Ejemplos 5 y 6) en la vena caudal de ratas
macho Wistar a 1 mg/kg en términos de la cantidad de DOX (n = 3, media £ DT).

Fig. 3 muestra cursos del tiempo de la concentracion total de DOX en plasma de la rata después de la
administracion intravenosa de una preparacion de DOX (n = 3, media = DT).

Fig. 4 representa la velocidad de liberacién del farmaco desde el conjugado 13DOX-polimero (Ejemplo 5).

Fig. 5 representa los cambios con el tiempo del volumen de tumor del raton atimico PC-3 con xenoinjerto
después de la administracion de cada preparacion de DOX (n = 8, mean + SE). La flecha indica el momento
de la administracion.

Fig. 6 representa los cambios con el tiempo del peso corporal del raton atimico PC-3 con xenoinjerto después
de la administracion de cada preparacion de DOX (n = 8, mean + SE). La flecha indica el momento de la
administracion.

Fig. 7 muestra cursos del tiempo de la concentraciéon total de farmaco en el plasma después de la
administracion intravenosa de un conjugado DOX-polimero (Ejemplo 14) y un conjugado EPI -polimero
(Ejemplo 15) en la vena caudal de ratas macho a 1 mg/kg en términos de la cantidad de farmaco.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencion

El copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de la presente invencion se puede preparar introduciendo un
grupo hidrazida y un grupo hidréfobo en un copolimero de bloques que comprende una region de polimero soluble en
agua que consiste en polietilenglicol y una region de poliaminoacido.

Como regioén de poliaminoacido, se pueden citar, poli(derivados aminoacido) tales como poli(acido aspartico) y/o sus
derivados, poli(acido glutamico)y/o sus derivados, por ejemplo poli(B-alquilaspartato-co-acido aspartico), poli(pl
alilaspartato-co-acido  aspartico), poli(p-aralquilaspartato-co-acido aspartico), poli(y-alquilglutamato-co-acido
glutamico), poli(y-aralquilgutamato-co-acido  glutamico), poli(B-alquilaspartamida-co-acido  aspartico),  poli(y[]
aralquilglutamida-co-acido glutamico), poli(p-bencil-co-L-aspartato) y poli(y-bencil-co-L-glutamato).

De forma especifica, el copolimero de bloques de la presente invencion es facil de fabricar y tiene la férmula siguiente:
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R,—(CH, CH, 0} L,—-(CO(IIHNH).,—(COCHNH)—;-{COCHNH},— R,

(CH,),  (CH),  (CH,), (1)
COOH  COR, Co

NH

i,

R, —(CH, CH, O)= L,—(NHCHCOr—(NHCHCOF—(NHCHCO}= R,

lfH,), (CHy},  (CH,),

COOH COR, 0 (11)

=

C
l
N
I
NH,

en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un grupo
alquilo C+-Cy+2 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo funcional seleccionado
del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un grupo tiol, un grupo hidroxi y un
grupo éster activo que puede estar protegido,

R> representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C4-Czp saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo, y

R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C4-Cso saturado o no saturado o un grupo aril inferior alquiloxi,
L1 y L2 independientemente un de otro representan un enlazador,

m representa un nimero entero de 5-1000, preferentemente 40-600

n representa un numero entero de 0-1000, preferentemente 0-100

p representa un numero entero de 0-1000, preferentemente 1-100, y

g representa un numero entero de 0-1000, preferentemente 1-100,

con la condicién de que cuando las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan 20% o
mas hasta menos de 90% de las unidades totales de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques y haya
presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen un
grupo acido carboxilico en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la region de poliamino&cido, y cuando no
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen
un grupo hidréfobo en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo hidrazida en la cadena lateral estan
distribuidas al azar en toda la regidon de poliaminoacido, e y representa un numero entero de 1 6 2.

El enlazador, que puede variar dependiendo del procedimiento de produccién del copolimero de bloques, no queda
limitado de forma especifica, yL 1 incluye, por ejemplo, -Z-NH-, -CO-Z-NH-y -CO-NH-Z-NH- en los que Z es
independientemente un grupo alquilo C+-Cg, y L incluye, por ejemplo, -CO-Z-, -Z-CO-, -CO-Z-CO-, -Z-CO-Z- y -Z-CO-O[
Z- en los que Z es independientemente un grupo alquilo C4-Cs.
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El copolimero de bloques anterior puede sintetizarse haciendo reaccionar hidrazina o un hidrato de hidrazina hasta una
MeO-PEG (B-bencil-L-aspartato) conocido convirtiendo de este modo el resto éster bencilico en un grupo hidrazida.
La reaccion se lleva cabo normalmente en un disolvente deshidratado. Disolventes preferentes son disolventes
organicos alifaticos u organicos y los que pueden disolver cualquier copolimero de bloques e hidrazina y el hidrato de
hidrazina. Como disolvente, por ejemplo, se pueden usar preferentemente, N,N-dimetilformamida, N,N[]
dimetilacetamida, tetrahidrofurano, diclorometano, cloroformo o una mezcla de estos disolventes. El disolvente
usado preferentemente no contiene agua en la medida de lo posible.

La cantidad afiadida de hidrazina durante la sintesis puede ser la cantidad que se desee introducir en el resto éster
bencilico del copolimero de bloques puesto que la reaccion transcurre de una forma casi cuantitativa. Cuando se usa
hidrazina, por ejemplo, cuando se va a introducir el 50% en el resto éster bencilico, se afiade una cantidad 0,5 veces los
equivalentes de hidrazina y cuando se va a introducir el 75% en el resto éster bencilico, se afiade una cantidad 0,75
veces los equivalentes de hidrazina. La reacciéon se lleva a cabo a un intervalo de temperatura de 0°C a 100°C,
preferentemente de 20°C a 80°C, y mas preferentemente de 25°C a 50°C. La presion es preferentemente presion
normal. El tiempo de reaccion no queda limitado de forma especifica con tal que la reaccion transcurra totalmente y
normalmente varia de dos horas a dos dias.

El farmaco que se puede conjugar con el copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de la presente
invencion no queda limitado de forma especifica, siempre que éste pueda formar un enlace covalente al reaccionar
con un grupo hidrazida. Ejemplos preferentes de tales farmacos incluyen, por ejemplo, un farmaco que tenga una
estructura cetdnica, por ejemplo, un farmaco anticanceroso antraciclinico. Ejemplos especificos de farmacos
anticancerosos antraciclinicos incluyen, por ejemplo, hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina,
hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de amrubicina, nemorrubicina,
PNU-159682 y similares. La cantidad de farmaco que se conjuga con dicho copolimero de bloques no queda limitada de
forma especifica siempre que se pueda mantener la retencion en la sangre y, es 10% o mas hasta 50% o menos relativa al
numero total de unidades de poliaminoacidos en el copolimero de bloques, preferentemente 10% o0 mas hasta 40% o
menos, y considerando la eficacia y estabilidad del farmaco, lo mas preferentemente, de 15% o menos hasta 35% o
menos. Cuando exista una pluralidad de cetonas en los farmacos anticancerosos antraciclinicos anteriores, se unen
covalentemente a grupo hidrazida aproximadamente 13 cetonas.

La unién del farmaco anterior al copolimero para un conjugado de farmaco de la presente invencion se puede llevar a
cabo preferentemente por simple reaccién del farmaco con el grupo hidrazida del copolimero de bloques siempre que
sea posible en condiciones anhidras. Preferentemente, el copolimero de bloques de la presente invencion se puede
disolver en un disolvente deshidratado tal como N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, tetrahidrofurano,
diclorometano, cloroformo o una mezcla de estos disolventes, al cual se puede anadir el farmaco en la cantidad
deseada y hacerse reaccionar a 0,1 a 10 equivalentes, preferentemente 0,1 a 3 equivalentes, respecto al grupo
hidrazida. La reaccion se puede llevar a cabo a un intervalo de temperatura de 0°C a 50°C, preferentemente de 20°C
a 40°C, y mas preferentemente de 25°C a 37°C. La presion es preferentemente presion normal. El tiempo de
reaccion no queda limitado de forma especifica con tal que la reaccion transcurra totalmente y normalmente variara de
dos horas a dos dias. La solucion después de la reaccion se puede verter en un disolvente organico hidrofilo
apropiado, por ejemplo, un alcohol tal como 2-propanol, y el precipitado formado se puede lavar y recoger. La
recogida se puede hacer por un procedimiento de centrifugacion. Si fuera necesario, el copolimero conjugado con
farmaco se puede someter a purificacion por cromatografia de exclusién molecular o ultrafiltracion para separar el
farmaco no ligado.

En otro aspecto, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica de micelas poliméricas que
comprende una region de polimero soluble en agua que consiste en polietilenglicol como cubierta externa y una
region hidrofoba global que consiste en poliaminoacidos y/o derivados de los mismos como cubierta interna, teniendo
dicha region hidrofoba global un farmaco unido a un grupo hidrazida y un grupo hidréfobo, en el que dicho farmaco
unido a un grupo hidrazida y el grupo hidréfobo pueden estar presentes en la region hidréfoba global en el mismo
copolimero de bloques, o en la region hidréfoba global en diferentes copolimeros de bloques, estando unido el
farmaco al grupo hidrazida en el copolimero de blogues de la férmula siguiente:

R—(CH, CH, O} L,—(COCHNH)-~{COCHNH}—(COCHNH} R,

(CH,),  (CHy),  (CHy), (I)
éooa Lok3 %0

NH

"
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Ry—{CH, CH, O} L,—(NHCHCO)T(NH(IZHCO}T(NHCHCOh- R,
(sz), ((liﬂz), (fH,), (I1)
COOH COR, CO
NH
I
NH,
en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un grupo
alquilo C+-Cy+2 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo funcional seleccionado
del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un grupo tiol, un grupo hidroxi y un
grupo éster activo que puede estar protegido,

R> representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C4-Czp saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo,

R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C4-Cso saturado o no saturado o un grupo aril inferior alquiloxi,
L1 y L2 independientemente un de otro representan un enlazador,

m representa un numero entero de 5-1000,

n representa un numero entero de 0-1000,

p representa un numero entero de 1-1000, y

g representa un numero entero de 1-1000,

con la condicién de que cuando las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan 20% o
mas hasta menos de 90% de las unidades totales de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques y haya
presentes unidades que tienen un grupo &cido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen un
grupo acido carboxilico en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la regién de poliaminoacido, y cuando no
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen
un grupo hidréfobo en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo hidrazida en la cadena lateral estan
distribuidas al azar en toda la region de poliaminoacido, y

y representa un numero entero de 1 6 2.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "regiéon hidréfoba global" se refiere a una regién que se ha
hecho hidréfoba debido al grupo hidréfobo unido a los poliaminoacidos y/o sus derivados en el copolimero de bloques,
por lo que el copolimero de bloques puede formar una micela polimérica que tiene polietilenglicol como cubierta externa
en un medio acuoso en dicha regién hidrofoba.

La micela polimérica en dicha composicion farmacéutica puede estar compuesta por un copolimero de bloques para
un unico conjugado de farmaco de la presente invencién en el que el farmaco se conjugdé con el grupo hidrazida (es
decir, el farmaco conjugado con el grupo hidrazida y el grupo hidréfobo estan presentes en la region hidroéfoba global
en el mismo copolimero de bloques), o de (1) un copolimero de bloques que comprende una region de polimero
soluble en agua que consiste en polietilenglicol y una region de poliaminoacido que tiene un grupo hidrazida en la
cadena lateral y que opcionalmente tiene un grupo hidroéfobo, en el que el farmaco esta conjugado con el grupo
hidrazida, y de (2) un copolimero de bloques que comprende una region de polimero soluble en agua que consiste en
polietilenglicol y una regién de poliaminoacido que tiene un grupo hidréfobo y/o una region derivada del mismo, en el
que el farmaco no esta conjugado con el grupo hidrazida.

Como copolimero de bloques de acuerdo con el punto (1) anterior en la forma en la que el farmaco no esta conjugado,
por ejemplo, se puede usar la representada por la siguiente férmula:
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R—{CH, CH, 0} Ll—(CU?HNH},—(CU?HNH)T'{COCHNH)‘;‘ R,
COOE  COR, o

R,—{CH, CH, O}5~ Ly—(NHCHCO)-(NHCHCO)}-(NHCHCO)7- R,
COOH COR, 0

& — | —— T —
=

en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un dtomo de hidrogeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un grupo
alquilo C+-Cy+2 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo funcional seleccionado
del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un grupo tiol, un grupo hidroxi y un
grupo éster activo que puede estar protegido,

R2 representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C1-Cs saturado o no saturado o un grupo arilcabonilo,
R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo, y

R4 representa un grupo hidroxilo, un grupo oxi alifatico C+-Csp saturado o no saturado o un grupo aril inferior alquiloxi,

L1y L independientemente uno de otro representan un enlazador, que puede variar dependiendo del procedimiento
de produccién del copolimero y no queda limitado de forma especifica, y L1 incluye, por ejemplo, -Z-NH-, -CO-Z-NH-,
y -CO-NH-Z-NH- en los que Z es independientemente un grupo alquilo C+-Cs, y L incluye, por ejemplo, -Z-CO-, -CO-Z-,
-CO-Z-CO-, -Z-CO-Z- y -Z-CO-0-Z- en los que Z es independientemente un grupo alquilo C1-Cs,

m representa un nimero entero de 5-1000, preferentemente 40-600

n representa un numero entero de 0-1000, preferentemente 0-100

p representa un numero entero de 1-1000, preferentemente 1-100, y

g representa un nimero entero de 1-1000, preferentemente 1-100, y

y representa un numero entero de 1 6 2.

La introduccién de un grupo hidrazida o la unién de un farmaco al copolimero de bloques anterior se puede llevar a
cabo de acuerdo con el procedimiento para producir un copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de la
presente invencion.

Como copolimero de bloques de acuerdo con el punto (2) anterior, por ejemplo, se pueden usar los representados
por la férmula siguiente:

12
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R,—(CH, CH, 0}~ L,—{COCENB}—(COCHNH)=- R,

|
(CH,), (([‘H,),

cooH COR,
R,—(CH, CH, 0}5- L,—(NH(l}HCO),—(NHCHCO)T R,
(TH, }y (fﬂ,) y
cood COR,
en la que

Ri1, Rz, Rs, R4, L1, Lo, m, n, p e y son como se definen en las férmulas (1) y (ll), con la condicién de que cuando n
constituya de 50% a 100% de n+p y n esté presente, entonces n y p estan presentes de forma aleatoria o en bloques.
La relacion de mezcla del copolimero de bloques del punto (1) anterior en la que el farmaco se conjugd con el
copolimero de bloques y el copolimero de bloques del punto (2) anterior no esta limitada de forma especifica, y se
pueden mezclar en una relacion en un intervalo de 1:1 a 9:1. En este caso, el porcentaje del grupo hidréfobo con
respecto al nimero de poliaminoacidos totales en el copolimero de bloques mezclado total es igual o superior a 35%
hasta menor que 95%, preferentemente, igual o superior a 50% hasta menor que 95%. En este punto, puede estar
presente un grupo hidréfobo en cualquiera de los copolimeros de los puntos (1) y (2) anteriores. El porcentaje del
farmaco que se conjuga es igual o superior a 5% hasta 65% o menor, preferentemente igual o superior a 5% hasta
50% o menor, y mas preferentemente igual o superior a 5% hasta 20% o menor respecto al numero de los
poliaminoacidos totales en el copolimero de bloques mezclado total.

El procedimiento no queda limitado de forma especifica siempre que se forme una micela polimérica, y el copolimero
de bloques conjugado con farmaco de la presente invencion se puede disolver o dispersar, y luego agitar en un medio
acuoso para, de este modo, preparar micelas poliméricas. En este punto, se puede aplicar energia fisica, tal como una
onda ultrasénica, presion, fuerza de cizallamiento o una combinacién de las mismas. La micela también se puede
preparar disolviendo un copolimero de bloques en un disolvente organico volatil, seguido por la evaporacion del
disolvente organico hasta sequedad, luego afadiendo un medio acuoso al mismo, seguido por agitaciéon y seguidamente,
aplicando energia fisica tal como una onda ultrasénica, presion, fuerza de cizallamiento o una combinacion de las
mismas, o afiadiendo un medio acuoso al copolimero de bloques seguido por la aplicacién de una fuerza fisica como se
ha descrito antes. El disolvente volatil que se usa en el presente documento se refiere a metanol, etanol, acetona,
cloroformo, acetonitrilo, tetrahidrofurano, diclorometano y similares, y se pueden elegir como apropiados dependiendo
del farmaco que se va a unir. Como medio acuoso que se usa en el presente documento, se pueden citar agua,
solucion salina fisiolégica, un tampén y similares, y puede estar contenida una pequefia cantidad de disolvente
organico con tal que no afecte de modo adverso a la formacion de las micelas poliméricas. Considerando el sitio de
union del farmaco, el pH del tampodn varia preferentemente de 6 a 8 y, mas preferentemente, es neutro.

Cuando un copolimero de bloques conjugado con farmaco y un copolimero de bloques no conjugado con farmaco se
mezclan para preparar una micela polimérica, el procedimiento no queda limitado de forma especifica y, por ejemplo,
después de que ambos copolimeros de bloques se disuelvan en un disolvente organico volatil, el disolvente organico se
evapora hasta sequedad, al que se afade el medio acuoso anterior y se agita, y seguidamente se puede aplicar energia
fisica tal como una onda ultrasénica, presion, fuerza de cizallamiento o una combinacién de las mismas, o se afiade el
medio acuoso a ambos copolimeros de bloques, a los cuales se puede aplicar energia fisica como antes para preparar la
micela. El disolvente volatil que se usa en el presente documento se refiere a metanol, etanol, acetona, cloroformo,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, diclorometano y similares, y se pueden elegir como apropiados dependiendo del farmaco que
se va a unir.

Para la micela polimérica asi formada, el tamafio de particulas no queda limitado de forma especifica siempre que
éste permita la administracion a un cuerpo vivo, y es preferentemente igual o inferior a 10 um y, mas preferentemente
igual o inferior a 5 um. De forma especifica, cuando se administra por via intravenosa, es preferentemente igual o
inferior a 200 nm y, mas preferentemente, igual o inferior a 100 nm. Si fuera necesario, la solucion acuosa que contiene
la composicion farmacéutica de micela polimérica se puede filtrar con un filtro hidréfilo que tenga el tamafio de poro
deseado. Ademas, cuando sea necesario, se puede afadir un agente tamponante, un agente de isotonicidad, un
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estabilizador o similar, a la composicion farmacéutica que contiene la micela polimérica.

Cuando se administra a un cuerpo vivo una composicion farmacéutica de copolimero de bloques conjugado con
farmaco o de micela polimérica de la presente invencion, la via de administraciéon no queda limitada de forma
especifica, y se pueden citar la administracion intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraarticular, intraperitoneal,
intraocular y similares. La cantidad administrada se puede elegir segun sea apropiado dependiendo del tipo de
enfermedad, la edad, el peso corporal, el sexo y factores similares del paciente.

EJEMPLOS

La presente invencion se explicara a continuacion con referencia a ejemplos especificos.
Ejemplo 1

Sintesis de MeO-PEG-PBLA

En atmésfera de argén, se afiadieron a 61,64 g (5,14 mmol) de polietilenglicol que tenia metoxi en un extremo y
aminopropilo en el otro extremo (MeO -PEG-NH,, peso molecular medio: 12.000), 400 ml de dimetil sulfoxido
deshidratado (DMSO) y 200 ml de N,N-dimetilformamida deshidratada (DMF) y se disolvid, a lo cual se afiadieron
67,21 g (269,68 mmol) de anhidrido del acido 3-bencil-L-aspartato N-carboxilico (BLA-NCA, MW= 249,22) y se dejo
reaccionar durante la noche a 37°C en atmdsfera de argon. La solucidon se afiadié entonces gota a gota a 6 | de
solucion mixta de hexano / acetato de etilo (1/1) precipitando un polimero. Esta se filtré usando papel de filtro Kiriyama
(¢ 90 mm, 5B). Al polimero se afiadieron 6 litros de una solucién nueva de hexano / acetato de etilo (1/1) y se repitio
dos veces lavando con un procedimiento similar, y luego se sec6 a presion reducida obteniendo un polvo del
copolimero de bloques de metoxipolietilenglicol-poli((3-bencil-L-aspartato) (MeO -PEG-PBLA). Se conflrmo que el
compuesto obtenido era el compuesto de interés por cromatografia de exclusion molecular (GPC) y RMN de 'H en las
condiciones descritas a continuacién. A partir del resultado de la GPC, el peso molecular del polimero es Mp= 20.778
Da y la distribucion de peso molecular del polimero es Mw/Mn = 1,06. El grado de polimerizacién del polimero poli(P’!
bencil- L-aspar’[ato) (PBLA) se calcula que es 40 a partir del peso molecular de la cadena de PEG y del espectro de
RMN de H. El que tiene un peso molecular de 12.000 y un grado de polimerizacion de PBLA se abrevia como "12-40".

Por razones de conveniencia en los Ejemplos, en el calculo se usé un peso molecular de MeO-PEG-PBLA de 20.000
Da. El MeO-PEG-PBLA obtenido es un copolimero de bloques que tenia m=272 y n+p+1=40 como valores medios en
la formula general | y en el que p constituye el 100% del mismo.

A no ser que se indique de otro modo, se usaron las siguientes condiciones en un analisis similar a continuacion.
[Dispositivos de medida y condiciones, etc.]

(1) Determinacion del peso molecular (GPC)

Sistema: Waters 600 GPC System

Columna: Fase movil: DMF que contiene cloruro de litio 10 mM

Caudal: 0,8 ml/min

Deteccion: Refractometro (RI)

(2) Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H)

JEOL AL300 (300 MHz) fabricado por Nippon Denshi, disolvente: DMSO-d6, temperatura: temperatura ambiente.
Ejemplo 2

Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd, Bn)

En atmésfera de argon, se afiadieron a 5 g (0,25 mmol) de MeO-PEG-PBLA (12-40) obtenido en el Ejemplo 1, 50 ml de
DMF deshidratado y se disolvié. Se afiadio hidrazina anhidra 159 pl (5 mmol, Mw = 32,05), 0,5 veces los equivalentes
relativos al éster bencilico (20 equivalentes relativos al copolimero de bloques) y se dejé reaccionar durante la noche
a temperatura ambiente. Después de la reaccion, se afiadieron gota a gota para precipitar un polimero 700 ml de 201
propanol enfriado hasta -20°C. Para recoger el polimero se llevo a cabo centrifugacion (8.000 x g, 15 min, 4°C). Se repitio
dos veces un lavado con un procedimiento de centrifugacion similar con 2-propanol enfriado hasta -20°C. Se repitio
dos veces un lavado con un procedimiento de centrifugacion similar con 700 ml de soluciéon mixta de hexano / acetato
de etilo (1/1). Después de filtracién usando papel de filtro Kiriyama (¢ 45 mm, 5B), se secd a presion reducida
obteniendo un polimero en polvo (MeO-PEG-pAsp (Hyd, Bn)). Se confirmé que el compuesto obtenldo era el
compuesto de interés por acetilacion del grupo hidrazida con anhldrldo acético seguido por RMN de 'H en las
condiciones descritas antes. A partir de los resultados de la RMN de 'H, la cadena lateral de poli(acido aspartico) por
molécula de polimero tenia 19 grupos hidrazida (q), 13 grupos éster bencilico (p) y 8 COOH (n).
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Ejemplo 3
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd, C8)

En atmdsfera de argon, se afiadieron a 1,5 g (0,075 mmol) de MeO-PEG-PBLA (12-40) obtenido en el Ejemplo 1, 15
ml de DMF deshidratado y se disolvié. Se afadié n-octilamina, 249 ul (1,5 mmol, Mw =129,25), 0,5 veces los
equivalentes relativos al éster bencilico (20 equivalentes relativos al copolimero de bloques) y se dejo reaccionar durante
la noche a temperatura ambiente. Se afiadié hidrazina anhidra 47,6 ul (1,5 mmol), 0,5 veces los equivalentes relativos
al éster bencilico (20 equivalentes relativos al copolimero de bloques) y se dejo reaccionar durante la noche a
temperatura ambiente.

Después de la reaccion, ésta se purificé en un procedimiento similar al Ejemplo 2 obteniendo un polimero en polvo
(MeO-PEG-pAsp (Hyd, C8)). Se confirmé que el compuesto obtenido era el compuesto de interés llevando a cabo una
acetilacion como en el Ejemplo 2 seguida por RMN de 'H en las condiciones descritas antes. A partir de los resultados
de la RMN de "H, la cadena lateral de poli(acido aspartico) por molécula de polimero tenia 20 grupos hidrazida (q), 11
grupos octilo (p) y 9 COOH (n).

Ejemplo 4
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd, C4-Fenilo)

En atmosfera de argon, se afiadieron a 1,5 g (0,075 mmol) de MeO-PEG-PBLA (12-40) obtenido en el Ejemplo 1, 15 ml
de DMF deshidratado y se disolvié. Se afiadio hidrazina anhidra 47,6 pl (1,5 mmol), 0,5 veces los equivalentes relativos
al éster bencilico (20 equivalentes relativos al copolimero de bloques) y se dejé reaccionar durante la noche a
temperatura ambiente. A continuacién, se afiadié 4-fenilbutilamina, 711 pl (4,5 mmol, Mw = 149,23), 1,5 veces los
equivalentes relativos al éster bencilico (60 equivalentes relativos al copolimero de bloques) y se dejo reaccionar
durante la noche a temperatura ambiente. Después de la reaccion, ésta se purificd del mismo modo que en el Ejemplo
2 obteniendo un polimero en polvo (MeO-PEG-pAsp (Hyd, C4-Fenilo)). Se confirmé que el compuesto obtenido era el
compuesto de interés llevando a cabo la acetilacion como en Ejemplo 2 seguida por RMN de 'H. La cadena lateral
de poli(acido aspartico) por molécula de polimero tenia 20 grupos hidrazida (q), 13 grupos fenilbutilo (p) y 7 COOH

(n).
Ejemplo 5

a. Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn) (en lo sucesivo, puede hacerse referencia a hidrocloruro de
doxorrubicina como DOX)

Se disolvieron 250 mg de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn) obtenido en el Ejemplo 2, en 0,5 ml de DMSO deshidratado,
al que se afiadié hidrocloruro de doxorrubicina (DOX, Mw = 580), 1,5 veces los equivalentes relativos al grupo hidrazida
(30 equivalentes relativos al copolimero de bloques) y se dejé reaccionar a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 3 dias. Después de la reaccion, la solucion se vertio en 80 ml de 2-propanol enfriado hasta -20°C para
precipitar un polimero. El polimero se recogié por centrifugacion (2.380 x g, 10 min, 4°C). Se repitié cuatro veces
lavando con un procedimiento de centrifugacion similar con 90 ml de 2-propanol limpio enfriado hasta -20°C. A
continuacion se disolvio el polimero en 50 ml de metanol (MeOH) y se purificd por cromatografia de exclusion
molecular en una columna rellena con Sephadex LH-20 hinchada con MeOH (fabricada por GE Healthcare
Bioscience) para separar la DOX no ligada. A la solucién de polimero recogida, se afiadieron 80 ml de DMF, luego se
concentré por evaporacion hasta aproximadamente 30 ml y se repitid la purificacién con cromatografia de exclusion
molecular. A la solucién de polimero recogida se afiadieron 8 ml de DMF y se separ6 el MeOH por evaporacion. A
continuacién, se afadio la solucion de polipéptido gota a gota a 80 ml de una solucion mixta de hexano / acetato de
etilo (1/1) pare precipitar un polimero. El polimero se recogid por un procedimiento de centrifugacion (2.380 x g, 10
min, 10°C). A continuacion, se repitié dos veces lavando con un procedimiento de centrifugacion similar con 90 ml de
solucion mixta de nueva hexano / acetato de etilo (1/1). Después de filtrar usando papel de filtro Kiriyama (¢21 mm,
58), se seco a presion reducida obteniendo un conjugado en polvo de hidrocloruro de doxorrubicina-polimero (MeO-PEG
pAsp (Hyd-DOX, Bn)). El resultado de la medida por HPLC descrito a continuaciéon indicé que la cantidad de
hidrocloruro de doxorrubicina unido por molécula de conjugado polimérico fue 13, 0 32,5% de las unidades totales de
poliaminoacidos.

b. En un procedimiento de acuerdo con el descrito antes en el punto a., se prepard un conjugado de hidrocloruro de
doxorrubicina-polimero en el que habia 8 moléculas de hidrocloruro de doxorrubicina ligadas a una molécula de
polimero.

La cantidad ligada de hidrocloruro de doxorrubicina en una molécula de conjugado de polimero se calcul6 a partir de los
valores medidos por HPLC de las concentraciones de acido aspartico y de hidrocloruro de doxorrubicina en el polimero
hidrolizado, suponiendo que una molécula de polimero contiene 40 moléculas de acido aspartico. La concentracion de
acido aspartico se determiné de acuerdo con las instrucciones (Nihon Waters) para el analisis de aminoacidos por
Waters AccQ/Tag™. Por otro lado, se determind la concentracion de DOX por HPLC en la que se dispersé el
conjugado DOX-polimero en tampon fosfato sodico 20 mM (pH 7,4) hasta una concentracion de 1 mg/ml, se afiadié a
una porcion del mismo la misma cantidad de HCI 0,2 N y se dejo reposar a la concentracion final de HCI 0,1 N durante
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1 hora a temperatura ambiente, seguido por determinacién por HPLC. Las condiciones de la HPLC son las siguientes.
A no ser que se indique de otro modo, todas las determinaciones por HPLC de DOX se llevaron a cabo en las mismas
condiciones.

Sistema: Waters Alliance System

Columna: Tosoh TSK-gel ODS-80™ (4-6¢ x 150 mm) (40°C)
Fase movil: formiato amonico 25 mM (pH 3,0)/acetonitrilo = 7/3
Caudal: 1 ml/min

Deteccion: Fluorescencia (Ex: 488 nm, Em: 560 nm)

Volumen de inyeccion: 10 pl

Ejemplo 6

Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C8)

Usando MeO-PEG-pAsp (Hyd, C8) obtenido en el Ejemplo 3, se obtuvo un conjugado de hidrocloruro de doxorrubicinal’|
polimero MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C8) con el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 5. El resultado
de la determinacién por HPLC indicd que la cantidad de hidrocloruro de doxorrubicina por molécula del polimero
obtenido fue de 12.

Ejemplo 7
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C4-Fenilo)

Usando MeO-PEG-pAsp (Hyd, C4-Fenilo) obtenido en el Ejemplo 4, se obtuvo un conjugado de hidrocloruro de
doxorrubicina-polimero MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C4-Fenilo) con el mismo procedimiento que se ha descrito en el
Ejemplo 5. El resultado de la determinacion por HPLC indicé que la cantidad de hidrocloruro de doxorrubicina por
molécula del polimero obtenido fue de 6.

Ejemplo 8
Estudio farmacocinético en la rata usando MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn)
1) Preparacion de micelas

Se usaron dos compuestos, es decir, el conjugado (13 DOX) obtenido en el Ejemplo 5a y MeO-PEG-pAsp (Hyd-
DOX, Bn) (8 DOX) (Ejemplo 5b) preparado en el procedimiento de acuerdo con el Ejemplo 5a y que tiene una cantidad
diferente de DOX ligada. Se pes6 con exactitud en un vial de muestra una cantidad de entre 10-20 mg de cada
polimero, al que se anadié 1 ml de diclorometano para disolver totalmente el polimero. A continuacién, bajo la
corriente de nitrégeno, se evaporo el disolvente para preparar el polimero en forma de pelicula. A presion reducida, se
seco adicionalmente a temperatura ambiente durante 1 hora, y luego se afiadié tampdn fosfato sédico 20 mM (pH 717
4)/glucosa al 5%(p/v) hasta una concentracion de polimero de 10 mg/ml para hidratar la pelicula de polimero a 4°C.
Después de agitar durante la noche a 4°C, se sometid a tratamiento por ultrasonidos en agua enfriada con hielo
durante 10 minutos usando un Biodisruptor (Nihonseiki Kaisha Ltd., Unidad de Alta Potencia). Seguidamente, se filtrd
con un filtro de 0,22 um (Millipore, Millex™ GP PES) para preparar una micela del filtrado, que se usé en el siguiente
experimento.

2) Estudio en animales

A ratas macho Wistar (Charles River Laboratories Japan, Inc., 6-7 semanas de edad) anestesiadas, se administraron las
dos micelas anteriores en la vena caudal en las siguientes condiciones (n = 3). Se usaron jeringas revestidas de
heparina para recoger la sangre y, después de centrifugar la sangre extraida a 4°C, se recogio el plasma y se almacend
a -30°C hasta su uso.

Dosis: 1 mg/kg en términos de la cantidad de DOX

Tiempos de extraccion de sangre: 5 minutos, 1, 3, 6, 9, 24, 48 horas después de la administracion
Cantidad de sangre extraida: 0,2-0,25 ml cada vez (de la vena yugular)

3) Determinacion de la concentracion de DOX en el plasma

a) Determinacion de la concentracion total de DOX

A 50 pl de plasma de rata recogido, se afiadieron 100 pl de acetonitrilo y 50 p de HCI 0,4 N en este orden hasta un total
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de 200 pl. Después de agitar, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, se centrifugd
(Funakoshi, Chibitan, 10.000 rpm, 10 minutos) a temperatura ambiente para recoger 100 pl de sobrenadante, al que se
anadieron 30 pl de NaOH 0,2 N, 20 pl de Triton X-100 al 1% y 50 wl de 2 pug/ml de hidrocloruro de daunorrubicina (Wako)
(patron interno) / tampdn formiato amoénico 20 mM (pH 3,0) en este orden hasta un total de 200 pl. El liquido de la
muestra de tratamiento se llen6 en un vial de muestra de HPLC, y se sometié a analisis HPLC para determinar la
concentracion de DOX en el plasma.

b) Determinacion de la concentracion libre de DOX

A 50 pl de plasma de rata recogido, se afiadieron 100 ul de acetonitrilo, se centrifugd (Funakoshi, Chibitan, 10.000
rom, 10 minutos) a temperatura ambiente para recoger 50 ul de sobrenadante, al cual se afiadieron 100 pl de 2
ng/ml de hidrocloruro de daunorrubicina (Wako) (patron interno / tampdn fosfato sédico 20 mM (pH 7,4). El liquido de
la muestra de tratamiento se llend en un vial de muestra de HPLC, y se sometié a andlisis HPLC para determinar la
concentraciéon de DOX en el plasma.

c) Calculo de la concentracion de DOX conjugado con polimero

Usando los valores de los puntos (a) y (b) anteriores, se calcul6 la concentracién de DOX conjugado con polimero en
base a la siguiente ecuacion:

(Concentracion de DOX conjugada con polimero) = (Concentracion total de DOX) — (Concentracion de
DOX libre)
4) El resultado de la determinacién de la concentracion cambia con el tiempo en el plasma

En la Fig. 1 se muestran los intervalos temporales de la concentracién total de DOX en el plasma después de la
administracién intravenosa. Tanto los conjugados de polimero de 8 DOX como de 13 DOX mostraron una
concentracion persistente en plasma, indicando una excelente retencién en la sangre. La concentracion de DOX libre
fue de aproximadamente 1/100 la concentracién total de DOX, y el conjugado DOX-polimero fue estable en la sangre. El
AUC como la concentracion total de DOX fue 149 y 238 pg/mli-h para 8 DOX y 13 DOX, respectivamente. El resultado
del AUC se muestra en la Tabla 1.

Ejemplo 9
Estudio farmacocinético en la rata usando MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C8) y MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C4-Fenilo)

Usando el conjugado de hidrocloruro de doxorrubicina-polimero MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C4-Fenilo) obtenido en el
Ejemplo 7 y MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C8) obtenido en el Ejemplo 6, se prepararon micelas de forma similar al
Ejemplo 8, y se sometieron a un estudio farmacocinético en la rata.

Como resultado, para MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C4-Fenilo), el AUC cuando 1 mg/ml en términos de la cantidad de
DOX que se administré en la vena caudal fue 156 ug/ml-h, indicando que este conjugado tenia una excelente
retencion en la sangre comparable al Ejemplo 8.

Para MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, C8), esta fue 90,7 ug/ml-h, indicando que este tenia una retencién en la sangre
superior al Ejemplo comparativo 7 descrito mas adelante.

Ejemplo comparativo 1
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd)

En atmdsfera de argon, se afadieron 6 g (0,3 mmol) de MeO-PEG-PBLA (12-40) obtenido en el Ejemplo 1, 60 ml de
DMF deshidratado y se disolvio. Se afiadioé hidrazina anhidra 1,14 ml (36 mmol, Mw 32,05), el triple de equivalentes
respecto al éster bencilico (120 equivalentes respecto al copolimero de bloques) y se dejé reaccionar durante la
noche a temperatura ambiente. La purificacién del mismo modo que en el Ejemplo 2 dio un MeO-PEG-pAsp (Hyd) en
polvo. Se confirmé que el compuesto obtenido era el compuesto de interés llevando a cabo la acetilacion como se
describe en Ejemplo 2 seguida por RMN de 'H. La cadena lateral de poli(acido aspartico) por molécula de polimero
tenia 37 grupos hidrazida (q) y 3 COOH (n).

Ejemplo comparativo 2
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd, NH4)

A 2 g (0,11 mmol) de MeO-PEG-pAsp (Hyd, Bn) obtenido del mismo modo que el Ejemplo 2, se afiadieron 30 ml de
NaOH 0,1 N, y se hidrolizé a temperatura ambiente durante 4 horas. A continuacién, después de dializar frente a 3
litros de solucién de amoniaco al 0,25% durante 2 dias [corte de peso molecular (MWCO) = 3.500), se cambié cinco
veces la soluciéon de amoniaco al 0,25%)] y frente a 3 litros de agua durante 2 dias [corte de peso molecular (MWCO) =
3.500), se cambié el agua destilada 4 veces], ésta se liofilizd. El polvo de polimero obtenido se disolvio en 20 ml de
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DMSO y se afiadio gota a gota a 500 ml de éter dietilico para precipitar el polimero. Este se filtré usando papel de filtro
Kiriyama (¢ 45 mm, 5B). Después de repetir un lavado similar dos veces con 400 ml de éter dietilico nuevo, éste se
seco a presion reducida obteniendo un MeO-PEG-pAsp (Hyd, NH4) en polvo. Se confirmé que el compuesto obtenido
era el compuesto de interés llevando a cabo la acetilacion como se describe en el Ejemplo 2 seguida por RMN de
'H. La cadena lateral de poli(acido aspartico) por molécula tenia 18 grupos hidrazida y 22 sales amonio.

Ejemplo comparativo 3
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (COOH)

A 2 g (0,1 mmol) de MeO-PEG-PBLA (12-40) obtenido en el Ejemplo 1, se afiadieron 16 ml (8 mmol) de NaOH 0,5
N, y se hidroliz6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de ajustar hasta pH 3 con acido citrico
monohidratado, éste se sometié a ultrafiltracion (Millipore, sistema Laboscale TFF System (membrana UF: unido a
Pellicon™ XL Biomax5)) seguido por filtracion en filtro (Millipore Strivex™ GS, 0,22 um) y luego se liofilizd. A continuacién,
éste se disolvié en 20 ml de DMF y se afiadié gota a gota a 500 ml de solucién mixta de hexano / acetato de etilo (1/1)
para precipitar el polimero. Seguidamente se filtré con papel de filtro Kiriyama (¢ 45 mm, 5B). Al polimero se afiadieron
luego 500 ml de una solucién de hexano / acetato de etilo (1/1) nueva, se repitid dos veces un procedimiento similar y
luego se seco a presion reducida obteniendo un hidrolizado en polvo (MeO-PEG-pAsp (COOH)).

Ejemplo comparativo 4
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (amida-DOX)

En una atmosfera de argon, se afadieron a 1 g (0,059 mmol) de MeO-PEG-pAsp (COOH) obtenido en el Ejemplo
comparativo 3, 100 ml de DMF deshidratado y se disolvieron, a lo cual se afiadieron hidrocloruro de doxorrubicina
1,365 g (2,35 mmol), 1 equivalente con respecto al acido carboxilico (40 equivalentes con respecto al copolimero de
blogues), diciclohexilcarbodiimida (DCC, Mw = 206,33) 728 mg (3,53 mmol), 1,5 veces los equivalentes con respecto al
acido carboxilico (60 equivalentes con respecto al copolimero de bloques) y trietlamina (Mw = 101,19) 492 ul (3,53
mmol), 1,5 equivalentes con respecto al acido carboxilico (60 equivalentes con respecto al copolimero de bloques), y se
dejo que reaccionaran durante la noche a temperatura ambiente. Después de la reaccion, la solucién se dializé frente a
3 litros de agua durante 1 dia [corte de peso molecular (MWCO) = 3.500), se cambié el agua destilada 5 veces], y se
liofilizd. Seguidamente, se disolvié el polimero en 20 de DMF y se purificd por cromatografia de exclusion molecular
en una columna rellena con DMF-Sephadex LH-20 hinchada (fabricada por GE Healthcare Bioscience). Después de
recoger la solucion, ésta se dializo frente a 3 litros de agua durante 2 dias [corte de peso molecular (MWCO) = 3.500),
se cambiod el agua destilada 5 veces] y se liofilizéd. Seguidamente, se disolvio el polimero en DMF y se purifico por
cromatografia de exclusion molecular y se repitié la liofilizacién obteniendo el polimero en polvo (MeO-PEG-pAsp
(amida-DOX)) en el que el grupo amino de DOX esta unido al acido carboxilico del polimero mediante una union amida.
El resultado de la medida por HPLC indicd que la cantidad unida de doxorrubicina por molécula de polimero era de 13.

Ejemplo comparativo 5
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX)

Usando MeO-PEG-pAsp (Hyd) obtenido en el Ejemplo comparativo 1 en un procedimiento igual que el del Ejemplo 5,
se obtuvo un conjugado de hidrocloruro de doxorrubicina-polimero (MeO -PEG-pAsp (Hyd-DOX)). El resultado de la
medida por HPLC indic6 que la cantidad unida de hidrocloruro de doxorrubicina por molécula de polimero era de 8.

Ejemplo comparativo 6
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX)

Usando MeO-PEG-pAsp (Hyd) obtenido en el Ejemplo comparativo 1 en un procedimiento igual que el del Ejemplo 5,
se obtuvieron conjugados de hidrocloruro de doxorrubicina-polimero (MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX)) con una cantidad
diferente de hidrocloruro de doxorrubicina unida. El resultado de la medida por HPLC indicé que la cantidad unida de
hidrocloruro de doxorrubicina por molécula de polimero era de 15, 20 y 39, respectivamente. Con respecto al
conjugado de polimero en el que habia 39 DOX unidas, se pens6 que también habia presente DOX libre.

Ejemplo comparativo 7
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, NH4)

Usando MeO-PEG-pAsp (Hyd, NH4) obtenido en el Ejemplo comparativo 2 en un procedimiento igual al del Ejemplo 5,
se obtuvo un conjugado de hidrocloruro de doxorrubicina-polimero (MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, NH4)). El resultado de
la medida por HPLC indicd que la cantidad unida de hidrocloruro de doxorrubicina por molécula de polimero era de
12.

Ejemplo comparativo 8

Estudio farmacocinético en MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX)
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1) Preparacion de micelas poliméricas usando conjugados de DOX obtenidos en los Ejemplos comparativos 5y 6

Se peso con precision una cantidad entre 10-20 mg de cada uno de cuatro polimeros diferentes (8, 15, 20 y 39 DOX)
en un vial de muestra, al que se afiadié 1 ml de diclorometano para disolver totalmente. A continuacién, bajo una
corriente de nitrégeno, se evaporo el disolvente para preparar el polimero en forma de pelicula. A presion reducida,
se seco adicionalmente a temperatura ambiente durante 1 hora, y luego se afiadié tampén fosfato sédico 20 mM (pH
7,4)/glucosa al 5% (p/v) hasta una concentracion de polimero de 10 mg/ml para hidratar la pelicula de polimero a 4°C.
Después de agitar durante la noche a 4°C, se sometié a tratamiento por ultrasonidos en agua enfriada con hielo
durante 10 minutos usando un Biodisruptor (Nihonseiki Kaisha Ltd., Unidad de Alta Potencia). Seguidamente, se filtrd
con un filtro de 0,22 um (Millipore, Millex™ GP PES) para preparar micelas poliméricas del filtrado, que se usaron en el
siguiente experimento.

2) Estudio farmacocinético en la rata

A ratas macho Wistar (Charles River Laboratories Japan, Inc., 6-7 semanas), se administraron las micelas anteriores
en la vena caudal en las mismas condiciones que en el Ejemplo 8 (1 mg/kg como cantidad de DOX, (n = 3). Después
se centrifugd la sangre extraida a 4°C, se determiné la concentracion de DOX en el plasma en un procedimiento igual
que el del Ejemplo 8.

3) Resultado de la determinacion de los cambios en los niveles de plasma con el tiempo

En la Fig. 2 se muestran los cambios en la concentracién total de DOX en el plasma después de la administracion
intravenosa, y las AUC calculadas en base a los resultados de esta determinacion se resumen en la Tabla 1.
Mientras que los conjugados de 39 y 20 DOX-polimero desaparecen rapidamente, los conjugados de 15 y 8 DOX|
polimero presentan una retencion en el plasma relativamente persistente. Las AUC de los conjugados de 39, 20, 15y 8
DOX-polimero fueron 1,2, 3,1, 7,6 y 19,1 ug/ml-h, respectivamente. Sin embargo, ésta fue igual o inferior a la décima parte
cuando se compara con el AUC obtenida en el Ejemplo 1.

Ejemplo comparativo 9
Preparacién de micelas de MeO-PEG-pAsp (amida-DOX)

Se peso6 con exactitud una cantidad entre 10-20 mg del polimero MeO-PEG-pAsp (amida-DOX) obtenido en el
Ejemplo comparativo 4 en un vial de muestra, al cual se anadié6 1 ml de diclorometano para disolver totalmente el
polimero. A continuacion, bajo una corriente de nitrégeno, se evaporo el disolvente para preparar el polimero en forma
de pelicula A presion reducida, se seco adicionalmente a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se afadio
tampodn fosfato sodico 20 mM (pH 7,4)/glucosa al 5% (p/v) hasta una concentracién de polimero de 10 mg/ml para
hidratar la pelicula de polimero a 4 °C. Después de agitar durante la noche a 4 °C, ésta se sometio a un tratamiento por
ultrasonidos en agua enfriada en hielo durante 10 minutos usando el Biodisruptor (Nihonseiki Kaisha Ltd., Unidad de
Alta Potencia). A continuacion, se filtrd en gel (columna PD-10, GE Healthcare Bioscience, eluyente: tampoén fosfato
sodico 20 mM (pH 7,4)/glucosa al 5% (p/v) para eliminar la DOX libre en la muestra y el polimero recogido se usé
como las micelas poliméricas.

Ejemplo comparativo 10
Preparacion de liposomas que encapsulan DOX

Usando lecitina de soja refinada H (HPC) [AJINOMOTO HEALTHY SUPPLY, INC.], colesterol (Col) (Wako),
conjugado de metoxipolietilenglicol-carbamato de distearoil fosfatidiletanolamina (PEG-DSPE) (NOF CORPORATION,
SUNBRIGHT™ DSPE-020CN, peso molecular de la cadena de PEG: 2.000), se prepararon liposomas con una
composicion a una relacion molar de HPC:Col:DSPE-PEG=2:1:0,1. Asi, se prepar6 bajo una corriente de nitrégeno
una pelicula de la composicién anterior a partir de la solucién madre lipidica en cloroformo. Esta se secé durante la
noche a presion reducida y luego se afiadié soluciéon acuosa 250 mM de (NH4)2SO4 a la misma y se hidraté a 60 ° C.
Después de radiacion por ultrasonidos (5 minutos) a 60 °C, se sometié a un tratamiento con filtro de 0,1 ym con Mini-
Extruder (Avanti Polar Lipids) a 60 °C durante 11 veces. Seguidamente, se recogieron los liposomas por
ultracentrifugacion (65.000 rpm, 1 hora, 20°C, Beckman Coulter, rotor MLA-130) y se suspendieron en una solucion
acuosa de glucosa al 5%. A los liposomas vacios recogidos, se les afiadié solucion de DOX (glucosa al 5% (p/v))
(lipido: DOX = 1: 0,2 p/p), y se incub6 a 65°C durante 2 horas. Seguidamente, con el fin de eliminar la DOX que no
quedo encapsulada en los liposomas, se siguié un procedimiento de ultracentrifugacién similar (65.000 rpm, una hora,
20°C, Beckman Coulter, rotor MLA-130) para obtener liposomas como precipitado. Adicionalmente, éstos se
purificaron (eluyente: glucosa al 5% (p/v)) por exclusién molecular (PD-10, GE Healthcare Bioscience) y la fraccion de
liposomas recogida se usé como una muestra para administrar a las ratas.

Ejemplo comparativo 11
Preparacién de micelas adsorbidas fisicamente que encapsulan DOX

Sintesis de MeO-PEG-PBLA(12-40 Bn 60%)
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En atmdsfera de argon, se disolvio 1 g (0,059 mmol) de MeO-PEG-pAsp (COOH) obtenido en el Ejemplo comparativo
3 en 20 ml de DMF deshidratado, al que se afiadieron 244 ul (2,36 mmol) de alcohol bencilico, 1 equivalente con
respecto al acido carboxilico (40 equivalentes con respecto al copolimero de bloques), 288 mg (2,36 mmol) de 411
dimetilamino piridina DMAP, Mw = 122,17), 1 equivalente con respecto al acido carboxilico (40 equivalentes con
respecto al copolimero de bloques) y se afiadieron 548 ul (3,54 mmol) de diisopropilcarbodiimida (DIPCI, Mw = 126,2, d:
0,815), 1,5 veces los equivalentes con respecto al acido carboxilico (60 equivalentes con respecto al copolimero de
bloques) y se dejo reaccionar durante la noche a temperatura ambiente. Después de la reaccion, la solucién se afiadio
gota a gota a 200 ml de soluciéon mixta (1/1) de hexano/acetato de etilo para precipitar un polimero, que seguidamente
se filtré con papel de filtro Kiriyama (¢ 45 mm, 5B). Ademas, el polimero se lavé dos veces con 200 ml de una solucion
mixta (1/1) de hexano/acetato de etilo nueva para obtener un polvo polimérico.

El polimero obtenido se dispersd en 100 ml de agua y luego se sometié a ultrafiltracion (Millipore, sistema Laboscale
TFF System (membrana UF: unido a Pellicon™ XL Biomax5)) seguido por filtracién en filtro (Millipore Strivex™ GS,
0,22 um) y luego se liofilizd. A continuacion, éste se disolvié en 20 ml de DMF y se afiadidé gota a gota a 200 ml de
solucién mixta de hexano / acetato de etilo (1/1) para precipitar el polimero. Seguidamente se filtré con papel de filtro
Kiriyama (¢ 45 mm, 5B). Seguidamente, el polimero se lavé dos veces con una solucion mixta de hexano / acetato de etilo
(1/1) nueva y se seco a presion reducida para obtener un polvo de polimero.

El polimero obtenido se confirmé en las mismas condiciones que el Ejemplo 1, y el resultado de la GPC demostrd que el
polimero tenia un peso molecular Mp = 19500 Da y una distribuciéon de peso molecular Mw/Mn = 1,08. La introduccion
de grupos bencilo calculada a partir de RMN de 'H fue de 25 moléculas y la tasa de introduccion calculada a partir de
MeO-PEG-PBLA (12-40) obtenida en el Ejemplo 1 fue de 63%.

Se pesaron con precision aproximadamente 10 mg de hidrocloruro de doxorrubicina (Wako), a la que se afiadio,
DMSO (Wako) a 10 mg/ml y se disolvid. Se afadieron a esto el doble de moles (aproximadamente 5 pl) de trietilamina
(Sigma-Aldrich) respecto al hidrocloruro de doxorrubicina, que se dejé reposar durante la noche a temperatura ambiente.
Por otro lado, como polimero se usé PEG-PBLA (60%Bn) (12-40). Se pesaron con precision aproximadamente 20 mg
del polimero, al que se afiadi6 DMSO (Wako) y se disolvié hasta 10 mg/ml. Se afiadieron a la mezcla 0,4 ml de una
solucién de hidrocloruro de doxorrubicina en DMSO preparada como antes (polimero: DOX = 1: 0,2 p/p), y se coloco
esta mezcla en un tubo de membrana de didlisis (Spectra/Por™) con un corte de peso molecular (MWCO) de 3.500, y se
dializé durante la noche frente a 300 ml de tampoén borato 20 mM (pH 8,0) a 4°C. El contenido del tubo de membrana
de dialisis se recogio y se sometié a ultrasonidos en agua enfriada en hielo durante 5 minutos usando el Biodisruptor
(Nihonseiki Kaisha Ltd., Unidad de Alta Potencia). Seguidamente, se filtré con un filtro de 0,22 um (Millipore, Millex™
GP PES) y luego se filtro en gel (columna PD-10, GE Healthcare Bioscience, eluyente: glucosa al 5%(p/v)) para
eliminar la DOX libre de la muestra. La fraccién recogida eran micelas poliméricas atrapadas fisicamente que
encapsulaban DOX, y se usaron en el experimento siguiente.

Ejemplo comparativo 12
Preparacion de una solucién de DOX

Se pesaron con precision aproximadamente 10 mg de hidrocloruro de doxorrubicina (Wako), a lo que se afiadid una
solucién acuosa al 5% (p/v) de glucosa para disolver totalmente el farmaco hasta una concentracién de 2 mg/ml y se us6
en el experimento con animales.

Ejemplo comparativo 13
Estudio farmacocinético de los Ejemplos comparativos
1) Estudio de administracién en la rata

A ratas macho Wistar (Charles River Laboratories Japan, Inc., 6-7 semanas) anestesiadas con éter, se administraron
las preparaciones de DOX de los Ejemplos comparativos anteriores 7 y 9-12 en la vena caudal a 1 mg/kg (5 mg/kg
para el Ejemplo comparativo 12) en términos de cantidad de DOX (n = 3). Después de centrifugar la sangre recogida a
4°C, se recogio el plasma y se almaceno a -3°C hasta su uso.

Dosis: 1 mg/kg en términos de la cantidad de DOX (5 mg/kg para el Ejemplo comparativo 12)

Tiempos de extraccion de sangre: 5 minutos, 1, 3, 6, 9, 24, 48 horas después de la administracion
Cantidad de sangre extraida: 0,2-0,25 ml cada vez (de la vena yugular)

La sangre recogida se centrifugé a 4°C para recoger el plasma, que se almacend a -30°C hasta su uso.
2) Determinacion de la concentracion de DOX

Para el Ejemplo comparativo 7, la concentracion de DOX en plasma se determiné como en el Ejemplo 8, y para el
resto de Ejemplos comparativos, se uso el siguiente procedimiento.
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(1) En el caso de liposomas

A 40 pl de plasma de rata recogido, se afiadieron 40 ul de acetonitrilo y se agito, a lo cual se afadié 40 ul de una
solucién acuosa al 1% de Triton X-100. Después de centrifugar (Funakoshi, Tibitan, 10,000 rpm, 10 minutos) a
temperatura ambiente, se recogieron 80 pl del sobrenadante, al que se afiadieron 20 ul de 10 pug/ml de hidrocloruro de
daunorrubicina (Wako) que se usa como patrén interno / tampon formiato amonico 25 mM (pH 3,0). La concentracion
de DOX se determino usando un sistema Waters Alliance System en las condiciones descritas en el Ejemplo 8.

(2) En el caso de MeO-PEG-pAsp (Amida-DOX)

A 50 pl de plasma de rata recogido se afiadieron 50 pl de HCI 1N hasta un total de 100 pl, y después de agitar, se
calentd hasta 85°C durante 2 minutos. En un experimento preliminar, sin embargo, se habia confirmado que se podia
convertir en compuestos relacionados el 100% de doxorrubicina. Después de enfriar la muestra hasta temperatura
ambiente, se afiadieron secuencialmente 100 ul de acetonitrilo, 50 pl de hidrocloruro de doxorrubicina que se usa
como patrén interno / tampoén borato 1 M (pH 8,0) y 50 ul de NaOH 1N y se agitd. A continuacién, se centrifugd
(Funakoshi, Chibitan, 10.000 rpm, 10 minutos) a temperatura ambiente para recoger 100 pl del sobrenadante que se
filtré con un filtro de 0,22 pm (Millipore, Millex™ GP PES) y se analiz6 el filtrado por HPLC. Usando una curva de
calibracién generada tratando una soluciéon acuosa de DOX de una forma similar, se determiné la concentracion de
DOX en el plasma.

(3) En el caso de la solucién de DOX

Se determind de acuerdo con el procedimiento de determinacién de la concentracién de DOX descrito en el Ejemplo
8.

3) Resultado de la determinacion de los cambios con el tiempo en los niveles plasmaticos

El resultado de cursos del tiempo de la concentracion de cada preparacion de DOX en el plasma se muestra en la
Fig. 3, y el AUC calculada en base al resultado de esta determinacién se resume en la Tabla 1. Comparado con el
resultado de la solucién, el aumento en el AUC debido a las micelas poliméricas fisicamente atrapadas fue de siete
veces superior. Por otro lado, en el conjugado de DOX (Ejemplo comparativo 7) que tiene una sal de amonio y un
conjugado de DOX-polimero (Ejemplo comparativo 9) que usa la unién amida, el AUC aumentd aproximadamente en
500 veces, que sin embargo fue una cuarta parte del Ejemplo 5. En los liposomas (Ejemplo comparativo 10), el
aumento fue de aproximadamente 2000 veces, dando un AUC casi comparable al Ejemplo 5.

Tabla 1 AUC de cada preparacion de DOX después de la administracion intravenosa en ratas (1 mg/kg) (media de n = 3)

Preparacion de DOX AUC (pg/ml-h)
8DOX (Ej. Comp. 5) 19,1
15DOX (Ej. Comp. 6) 7,6
20DOX (Ej. Comp. 6) 3,1
39DOX (Ej. Comp. 6) 1,2
12DOX (Ej. Comp. 7) 69,5
8DOX (Ejemplo 5b) 149
13DOX (Ejemplo 5a) 238
6DOX (Ejemplo 7) 156
12DOX (Ejemplo 3) 90,7
13DOX (Amida) (Ej. Comp. 9) 57,9
DOX liposoma (Ej. Comp. 10) 267
Micelas que adsorben fisicamente DOX (Ej. Comp. 11) 0,84
Solucién de DOX (Ej. Comp. 12) 0,12

Para el Ejemplo comparativo 12, la dosis se ha corregido dividiendo el AUC obtenida para 5 mg/kg por 5.

Ejemplo 10
Efecto de la adicién de un polimero que tiene un grupo hidréfobo
1) Preparacion de micelas mixtas

Se us6 MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX) (Ejemplo comparativo 6) que contenia 39 moléculas de DOX en un polimero. Se
peso en un vial de muestra de forma precisa una cantidad de entre 10-20 mg de cada uno de este conjugado y PEG(]
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PBLA (60% Bn) (12-40) que tiene un grupo hidréfobo preparado en el Ejemplo comparativo 11 para dar una relacion
en peso de 1:1, y luego se afiadié 1 ml de diclorometano al mismo para disolver totalmente el polimero. A continuacion,
bajo la corriente de nitrégeno, se evapor6 el disolvente para preparar un polimero en forma de pelicula. A
continuacion, se secé a presion reducida a temperatura ambiente durante 1 hora, se afiadié tampdn fosfato sédico 20
mM (pH 7,4)/glucosa al 5% (p/v) hasta una concentracion de polimero de 10 mg/ml para hidratar la pelicula de
polimero a 4°C. Después de agitar durante la noche a 4°C, se sometié a tratamiento por ultrasonidos en agua enfriada
con hielo durante 10 minutos usando un Biodisruptor (Nihonseiki Kaisha Ltd., Unidad de Alta Potencia).
Seguidamente, se filtré con un filtro de 0,22 um (Millipore, Millex™ GP PES) para preparar micelas del filtrado, que se
usaron en el siguiente experimento.

2) Estudio farmacocinético de la rata y el resultado

En un procedimiento similar al del Ejemplo 8, se administraron por via intravenosa las micelas anteriores en una dosis
d 1 mg/kg en términos de la cantidad de DOX. Determinando cambios en la concentracion en plasma, se calculd que
el AUC era 12,4 pg/ml-h, indicando una mejora del AUC de aproximadamente 10 veces al compararla con la que se
obtiene cuando se usa Unicamente conjugado DOX-polimero en la preparacion (descrito en el Ejemplo comparativo
13). El resultado de muestra que afiadiendo un copolimero de bloques que tiene un grupo hidréfobo, se puede
mejorar la estabilidad de micelas de conjugado DOX-polimero en la sangre.

Ejemplo 11
Estudio sobre la dependencia del pH de la liberaciéon de farmaco

Se pesaron con exactitud aproximadamente 10 mg del polimero obtenido en el Ejemplo 5 en un vial de muestra, al
que se afadié 1 ml de diclorometano para disolver totalmente el polimero. A continuacion, bajo una corriente de
nitrogeno, se evapord el disolvente para preparar el polimero en forma de pelicula. A presion reducida, se secé
adicionalmente a temperatura ambiente durante 1 hora, y luego se afiadié tampon fosfato sddico 20 mM (pH 7,4)
hasta una concentracién de polimero de 10 mg/ml para hidratar la pelicula de polimero a 4°C. Después de agitar
durante la noche a 4°C, se someti6 a tratamiento por ultrasonidos en agua enfriada con hielo durante 10 minutos
usando un Biodisruptor (Nihonseiki Kaisha Ltd., Unidad de Alta Potencia). Seguidamente, se filtré con un filtro de
0,22 um (Millipore, Millex™ GP PES) para preparar micelas del filtrado, que se usaron en el siguiente experimento.

A 950 pl de tampodn formiato amonico 20 mM (pH 3), tampodn acetato sédico (pH 5) o tampdn fosfato sédico (pH 7,4)
previamente calentado hasta 37°C, se afadieron 50 ul de las micelas poliméricas preparadas en el procedimiento
anterior para iniciar un experimento de liberacion de farmaco. A intervalos de tiempo predeterminados, se recogieron 50
ul de la muestra y en lugar de la cantidad de liquido, se repuso con el mismo tampon. La concentracion libre de DOX
en la muestra recogida se determiné por HPLC de acuerdo con el procedimiento antes citado.

El resultado se muestra en la Fig. 4. Mientras que la DOX se liber6 rapidamente a pH 3, la velocidad de liberacion
disminuyé cuando el pH del liquido se hacia neutro hasta pH 5 a 7,4, confirmando de este modo la dependencia del
pH.

Ejemplo 12
Estudio de la eficacia del farmaco

Se usaron células PC-3 de cancer de prostata humano subcutaneas transplantadas a ratones atimicos macho como
modelo para evaluar la eficacia del farmaco.

Se adquirieron ratones atémicos macho (Balb nu/nu, 5 semanas) de Charles River Laboratories Japan, Inc., y se
adquirieron células PC-3 de cancer de prostata humano de Human Health Sciences Foundation Resources Bank. Las
células PC-3 que se habian subcultivado en un incubador de CO2 se suspendieron en solucion salina para inyeccion
(Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) y se inyectaron subcutaneamente en el lomo de los ratones atimicos hasta un
recuento celular de 2 x 10% 50 pl por animal. A continuacion, después de mantener el ratén atimico durante
aproximadamente 2 semanas, se inicié la administracion del farmaco cuando el volumen medio del tumor alcanzaba
aproximadamente 50 mm?®. Los conjugados de DOX-polimero (dos pautas de tratamiento: Ejemplo 5 y Ejemplo
comparativo 6) se administraron en la vena caudal (cada 4 dias durante un total de 3 veces) y se valoré el efecto
antitumoral a partir del volumen del tumor, y los efectos secundarios a partir de los cambios en el peso corporal (8
animales por grupo). A efectos de comparacion, se usaron la solucion de DOX (Ejemplo comparativo) y los liposomas
que encapsulan DOX (Ejemplo comparativo 10). La cantidad administrada de cada preparacion fue la MTD (Ejemplos
comparativos 6, 10, 12) determinada previamente usando ratones sanos normales o 2/3 de la cantidad (Ejemplo 5).

En las Fig. 5 y Fig. 6 se muestran los cambios en el volumen del tumor y en el peso corporal. En el caso de la solucion
de DOX (Ejemplo comparativo 12), el peso corporal disminuyd hasta un maximo de 17% en la MDT de 5 mg/kg y el
efecto de la inhibicion del crecimiento del tumor fue T/C = 0,4 en el maximo [T/C: la relacion del volumen de tumor del
grupo de administracion de farmaco (T) respecto a la del grupo control (C)]. En el caso de liposomas (Ejemplo
comparativo 10), persistia hasta la finalizacién del experimento una reduccién en el peso corporal del 20% o superior
en la MTD de 5 mg/kg y la inhibicién del tumor crecié hasta T/C = 0,43. En el caso de conjugado de DOX-polimero
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(Ejemplo comparativo 6), el peso corporal disminuyé en un maximo de 13% en 15 mg/kg, y la inhibicion del tumor
hasta T/C = 0,42. En el Ejemplo 5, el peso corporal se redujo un maximo de 15% en MTD x 2/3 de 11 mg/kg,
mientras que cambidé y comenzé a aumentar el dia 16 después de la administracion y a continuacion y presento el
efecto de inhibicion del crecimiento del tumor hasta T/C = 0,32. Los resultados anteriores indican que el conjugado de
DOX-polimero (Ejemplo 5) tiene un excelente efecto antitumoral cuando se compara con la solucion de DOX o con los
liposomas que encapsulan DOX.

Ejemplo 13
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd, Bn)

Salvo porque se cambio la relacion de equivalentes de la hidrazina anhidra, el polimero se sintetizd en base al

procedimiento de sintesis descrito en el Ejemplo 2. De forma especifica, se afiadieron 79,3 pul (2,5 mmol, Mw = 32,05)

de hidrazina anhidra, 0,25 veces los equivalentes respecto al éster bencilico (10 equivalentes con respecto al

copolimero de bloques) en 5 g (0,25 mmol) de MeO-PEG-PBLA (12-40) para obtener un polimero en polvo (MeO-PEG!]
pAsp (Hyd, Bn)). El compuesto obtenido se confirmo que era el com1puesto de interés llevando a cabo la acetilacion del

grupo hidrazida igual que en el Ejemplo 2, seguido por RMN de H. La cadena lateral de poli(acido aspartico) por
molécula de polimero tenia 10 grupos hidrazida (q), 26 grupos éster bencilico (p) y 4 COOH (n).

Ejemplo 14
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn)

Se disolvieron 500 mg de MeO-PEG-pAsp (Hyd, Bn) obtenido en el Ejemplo 13 en 5 ml de DMSO deshidratado, al
que se afadieron el doble de equivalentes de hidrocloruro de doxorrubicina (DOX, MW = 580) con respecto al grupo
hidrazida (20 equivalentes respecto al copolimero de bloques) y se dejo reaccionar a 37°C en la oscuridad durante 3
dias. Después de la reaccion, se purificd del mismo modo que en el Ejemplo 5 para obtener un conjugado de
hidrocloruro de doxorrubicina-polimero (MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn)). El resultado de la HPLC indicé que la
cantidad de hidrocloruro de doxorrubicina por molécula del conjugado de polimero era de 9.

Ejemplo 15
Sintesis de MeO-PEG-pAsp (Hyd-EPI, Bn)

Salvo porque se reemplazé hidrocloruro de doxorrubicina por hidrocloruro de epirrubicina, se siguié un procedimiento
similar al del Ejemplo 14 en el que se afadieron el doble de equivalentes de hidrocloruro de epirrubicina (en lo
sucesivo denominada EPI, MW = 580) con respecto al grupo hidrazida (20 equivalentes con respecto al copolimero
de bloques), y se dejo reaccionar durante 3 dias para obtener un conjugado de hidrocloruro de epirrubicina-polimero
(MeO-PEG-pAsp (Hyd -EPI, Bn)). El resultado de la HPLC indicé que la cantidad de hidrocloruro de epirrubicina por
molécula del conjugado de polimero era de 9.

Ejemplo 16
Estudio farmacocinético en la rata usando MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn) y MeO-PEG-pAsp (Hyd-EPI, Bn)

Usando el conjugado de hidrocloruro de doxorrubicina-polimero (MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn)) obtenido en el
Ejemplo

14 y el conjugado de hidrocloruro de epirrubicina-polimero (MeO-PEG-pAsp (Hyd-EPI, Bn)) obtenido en el Ejemplo 15, se
prepararon micelas de igual modo que en el Ejemplo 8, y se sometieron a un estudio farmacocinético en la rata. La
medida de la concentracion plasmatica de EPI se llevé a cabo del mismo modo que la medida de la concentracion
de DOX descrita en el Ejemplo 8.

Como resultado, para MeO-PEG-pAsp (Hyd-DOX, Bn), cuando se administré en la vena caudal 1 mg/ml en términos de
la cantidad de DOX, el AUC fue 142 ug/ml-h, indicando que esta conjugado tenia una excelente retencion en la sangre
cuando se compara con el Ejemplo 8. Igualmente para MeO-PEG-pAsp (Hyd-EPI, Bn), cuando se administrd en la
vena caudal 1 mg/ml en términos de la cantidad de EPI, el AUC fue 132 ug/ml-h, indicando también que este tenia una
excelente retencion en la sangre.

Por otro lado, cuando se pesan de forma precisa 10 mg de hidrocloruro de epirrubicina (Shandong Newtime
Pharmaceuticals) al que se afiadié una solucion de glucosa al 5%(p/v) y se disolvié totalmente, y se administré 1
mg/kg de éste en la vena caudal, el AUC fue de 0,04 ug/ml-h.

Estos intervalos temporales de concentracion de farmaco en el plasma después de administraciéon intravenosa se
muestran en la Fig. 7. Cuando se compara con la solucidon de hidrocloruro de epirrubicina, tanto el conjugado de
polimero de DOX y de EPI presentaron concentraciones persistentes en plasma, indicando que éstos tenian una
excelente retencién en la sangre al compararlos con los Ejemplos comparativos.
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REIVINDICACIONES
1. Un copolimero de bloques para un conjugado de farmaco, comprendiendo dicho copolimero una regiéon de

polimero soluble en agua que consiste en polietilenglicol y una regién de poliaminoacido que tiene un grupo
hidrazida y un grupo hidréfobo en la cadena lateral, comprendiendo el copolimero de bloques la siguiente estructura:

R,—{CH, CH, 0}~ L,—(CUCHNH),,—(COCHNH)—,-(CO(IJHNH}—,- R,

(CHy) , (CH,), {CH,), (I)
b Lo

NH

i,

o

R,—CH, CH, 0)+ L,—(NHCHCO)‘,,—(NH?HCO)-,—(NH(IZHCO)-;- R,
(fH;) y (fﬂzl y (TH:) Y
COOH COR, fO
NH

(II)

NH,

en la que

R1, que puede se igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo, o un grupo
alquilo C4-C42 lineal, ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo funcional
seleccionado del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un grupo tiol, un
grupo hidroxi y un grupo éster activo que puede estar protegido,

R2 representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C1-C3p saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo, y

R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C4-Csp saturado o no saturado o un grupo aril inferior alquiloxi,
L1 y L2 independientemente uno de otro representa un enlazador,

m representa un numero entero de 5-1000,

n representa un numero entero de 0-1000,

p representa un numero entero de 1-1000, y

g representa un numero entero de 1-1000,

con la condicién de que cuando las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan 20% o
mas hasta menos de 90% de las unidades totales de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques y haya
presentes unidades que tienen un grupo &cido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen un
grupo acido carboxilico en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la regién de poliaminoacido, y cuando no
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen
un grupo hidréfobo en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo hidrazida en la cadena lateral estan
distribuidas al azar en toda la regién de poliaminoacido, y

24



10

15

20

25

30

ES 2364 987 T3

y representa un nimero entero de 1 6 2.

2. El copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que las unidades
que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyen 25% o mas hasta 75% o menos de las unidades totales
de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques.

3. El copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que Rs es un grupo
hidréfobo seleccionado del grupo que consiste en un grupo bencilo, un grupo fenilo, un grupo Cs-fenilo y un grupo
alquilo Ce-Ce.

4. Un copolimero de bloques conjugado con un farmaco en el que un farmaco que tiene una estructura cetonica se
ha unido al grupo hidrazida del copolimero de bloques para un conjugado de farmaco de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

5. El copolimero de bloques conjugado con un farmaco de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el farmaco
que tiene una estructura cetonica es un farmaco anticanceroso antraciclinico.

6. El copolimero de bloques conjugado con un farmaco de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el farmaco
anticanceroso antraciclinico esta unido a un nimero igual a 10% o mas hasta 50% o menos de las unidades totales
de los poliaminoacidos.

7. El copolimero de bloques conjugado con un farmaco de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que el farmaco
anticanceroso antraciclinico esta unido a un nimero igual a 10% o mas hasta 40% o menos de la unidades totales de
los poliaminoacidos.

8. EIl copolimero de bloques conjugado con un farmaco de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que el farmaco
anticanceroso antraciclinico se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de
daunorrubicina, hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de amrubicina,
nemorrubicina y PNU-159682.

9. Una composicion farmacéutica de micelas poliméricas que comprende una region polimérica soluble en agua que
consiste en polietilenglicol como cubierta externa y una regiéon hidréfoba global que consiste en poliaminoacidos y/o
derivados de los mismos como cubierta interna, teniendo dicha region hidrofoba global un farmaco unido a un grupo
hidrazida y un grupo hidréfobo, en el que dicho farmaco unido a un grupo hidrazida y el grupo hidréfobo pueden estar
presentes en la region hidrofoba global en el mismo copolimero de bloques, o en la region hidréfoba global en un
copolimero de bloques distinto, estando unido el farmaco al grupo hidrazida en el copolimero de bloques de la formula
siguiente:

Ri—{CH, CH; 0}5- L,—(COCHNH}~(COCHNH}—~(COCHNH)— R,

(?H,), (?H,), (CH, ), (1)

==}

|
?
COOH (OB, it
N
l
N

H,
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R~—(CH, CH, 0} Lg—(NHCHCO}T(NH(':HCOJ,—(NH(IlHCU}T R,

((Ill'lg), ({I:Hg), (?Hz), (I1)
COo0H COR, fO

Plil'l

NH,

en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un grupo
alquilo C 1-Cq2 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo funcional
seleccionado del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un grupo tiol, un
grupo hidroxi y un grupo éster activo que puede estar protegido,

R2 representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C4-C3p saturado o no saturado o un grupo
arilcarbonilo,

R3 representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo,

R4 representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C4-Csg saturado o no saturado o un grupo aril inferior alquiloxi,
L1y Ly independientemente uno de otro representa un enlazador,

m representa un numero entero de 5-1000,

n representa un numero entero de 0-1000,

p representa un numero entero de 1-1000, y

q representa un numero entero de 1-1000,

con la condicién de que cuando las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan 20% o
mas hasta menos de 90% de las unidades totales de los poliaminoacidos en el copolimero de bloques y haya
presentes unidades que tienen un grupo &cido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen un
grupo acido carboxilico en la cadena lateral estan distribuidas al azar en toda la region poliaminoacido, y cuando no
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que tienen
un grupo hidréfobo en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo hidrazida en la cadena lateral estan
distribuidas al azar en toda la regién poliaminoacido, e

y representa un numero entero de 1 6 2.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que las unidades que tienen un grupo
hidréfobo en la cadena lateral constituyen 25% o mas hasta 75% o menos de las unidades totales de
poliaminoacidos en el copolimero de bloques.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que Rs es un grupo hidréfobo seleccionado
del grupo que consiste en un grupo bencilo, un grupo fenilo, un grupo Cs-fenilo y un grupo alquilo Cs-Cre.

12. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que al grupo hidrazida del copolimero de
bloques anterior se ha unido un farmaco que tiene una estructura ceténica.

13. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que el farmaco que tiene una estructura
ceténica es un farmaco anticanceroso antraciclinico.

14. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el farmaco anticanceroso
antraciclinico esta unido a un numero igual a 10% o mas hasta 50% o menos de las unidades totales de los
poliaminoacidos.

15. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que el farmaco anticanceroso
antraciclinico esta unido a un numero igual a 10% o mas hasta 40% o menos de las unidades totales de los
poliaminoacidos.
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16. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el farmaco anticanceroso
antraciclinico se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina,
hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de amrubicina, nemorrubicina y
PNU-159682.

17. La composicion farmacéutica que comprende:

(1) un copolimero de bloques en el que el farmaco esta unido al grupo hidrazida de la formula siguiente:

R—{CH, CH, 0)5 L, —{(COCHNH}—~(COCHNH)5—(COCHNH)+~ R,
u::a,), (CH,),  (CH,), (1)
o T L
NH
NH,

R,—{CH, CH, 0} L,——(NHCHCO)T(NH?HCO)T(NHCHCO},— R,
(fH,), {|CH,), (TH,),r (11)
COOH COR, fO

NH

I
NH,

en la que

R1, que puede ser igual o distinto, representa un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi, un grupo metilo o un grupo
alquilo C+-C+2 lineal o ramificado o ciclico sustituido, en el que el sustituyente representa un grupo funcional
seleccionado del grupo que consiste en un grupo maleimida, un grupo amino, un grupo carboxilo, un grupo tiol, un
grupo hidroxi y un grupo éster activo que puede estar protegido,

R2 representa un atomo de hidrégeno, un grupo carbonilo alifatico C4-Csg saturado o no saturado o un grupo arilcarbonilo,

Rs representa -O-Rs 0 -NH-Rs en el que Rs, que puede ser igual o distinto, representa un grupo hidréfobo, y Ry
representa un grupo hidroxi, un grupo oxi alifatico C+-Csp saturado o no saturado o un grupo aril inferior alquiloxi,

L1y Ly independientemente uno de otro representa un enlazador,
m representa un numero entero de 5-1000,

n representa un numero entero de 0-1000,

p representa un numero entero de 1-1000,

q representa un numero entero de 1-1000, y

y representa un nimero enterode 162,y

(2) el siguiente copolimero de bloques:
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R,—(CH, CH, 03+ L,—(COCHNH)};~(COCHNH)} R,

((|2H1,),r ((‘Jﬂg) y (II1)
COOH COR,
R,—{CH, CH, 0} L,—(HHCHCO)—,—(NH?HCD),— R,
(CHy)},  (CH,), IV
(|:00H LOR:
en el que

R1, Rz, R3, R4, L4, Lo, m, n, p e y son como se definen en las formulas (1) y (Il), con la condicion de que cuando las
unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral constituyan de 50% a 100% de las unidades que tienen un
grupo acido carboxilico en la cadena lateral mas las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena lateral y
haya presentes unidades que tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral, entonces las unidades que
tienen un grupo acido carboxilico en la cadena lateral y las unidades que tienen un grupo hidréfobo en la cadena
lateral estan distribuidas al azar en toda regién poliaminoacido o en los bloques.

18. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 17, en la que el farmaco tiene una estructura
cetdnica.

19. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 18, en la que el farmaco que tiene una estructura
ceténica es un farmaco anticanceroso antraciclinico.

20. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 19, en la que el farmaco anticanceroso
antraciclinico se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina,
hidrocloruro de epirrubicina, pirarrubicina, hidrocloruro de idarrubicina, hidrocloruro de amrubicina, nemorrubicina y
PNU-159682.
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Fig.4

100

Jm.

0 10- 20 30 40 50
TIEMPO (h)

—o- pH3 -0~ pH5 - pH7.4

31



ES 2364 987 T3

Fig.b
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Fig.7
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