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DESCRIPCION
Conjugados de poliacetal-farmaco como sistema de liberacion
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En forma tradicional, los agentes farmacéuticos principalmente han consistido en moléculas pequefias que se
dispensa en forma oral (como pastillas sélidas y liquidos) o como inyectables. Durante las uUltimas tres décadas, las
formulaciones (es decir, composiciones que controlan la via y/o tasa de administracion del farmaco y permiten la
administracion del agente terapéutico en el sitio donde se necesita) se han vuelto cada vez mas comunes y
complejas. No obstante, muchas preguntas y desafios respecto del desarrollo de nuevos tratamientos asi como los
mecanismos con los cuales administrarlos aun se deben tratar.

Si bien los esfuerzos de investigacion considerables realizados en esta area han llevado a avances significativos, se
han desarrollado métodos/sistemas de administracion de farmacos durante afios y que se usan en la actualidad,
todavia exhiben problemas especificos que requieren mejora. Por ejemplo, muchos farmacos exhiben potencias y
efectos terapéuticos limitados o reducidos de otro modo porque en general estan sujetos a la degradacion parcial
antes de llegar a un blanco deseado en el cuerpo o se acumulan en tejidos diferentes del blanco o ambos.

Un objetivo en el campo de los sistemas de administracion de farmacos, en consecuencia, es administrar
medicaciones intactas a areas especificamente dirigidas del cuerpo a través de un sistema que puede estabilizar el
farmaco y controlar la transferencia in vivo de los agentes terapéuticos por medio de mecanismos fisioldgicos o
quimicos o ambos. Durante la ultima década, se ha mostrado que materiales tales como microesferas poliméricas,
micelas poliméricas, polimeros solubles y materiales tipo hidrogel son efectivos para aumentar la estabilidad del
farmaco in vitro e in vivo, dinamica de liberacion, especificidad de direccionamiento, reduccion de la toxicidad del
farmaco sistémico y en consecuencia han mostrado gran potencial para usar en aplicaciones biomédicas, en
particular como componentes de varias formulaciones y dispositivos de administracion del farmaco.

En consecuencia existe una necesidad en el campo biomédico de conjugados poliméricos hidrdfilos, biocompatibles,
biodegradable y de baja toxicidad que comprenden modificadores farmacéuticamente utiles, que superan o
minimizan los problemas mencionados antes. Tales conjugados poliméricos se pueden usar en varias aplicaciones,
que incluyen formulaciones farmacéuticas terapéuticas y diagndsticas, vectores del gen, dispositivos médicos,
implantes y otros agentes terapéuticos, diagnosticos y profilacticos.

El disefio e ingenieria de los polimeros biomédicos (por ejemplo, polimeros para usar condiciones fisioldgicas) en
general estan sujetos a requerimientos especificos y estrictos. En particular, tales materiales poliméricos deben ser
compatibles con el medio biolégico en que se usaran, lo que a menudo significa que ellos muestran ciertas
caracteristicas de hidrofilicidad. En varias aplicaciones, ellos también deben mostrar biodegradabilidad adecuada (es
decir, ellos se degradan a especies de peso molecular bajo. Los fragmentos poliméricos a su vez se metabolizan en
el cuerpo o se excretan,).

La biodegradabilidad se logra normalmente por la sintesis o uso de polimeros que tienen uniones hidroliticamente
inestables en el esqueleto. Los componentes del esqueleto quimico mas comun con esta caracteristica son los
ésteres y las amidas. Mas recientemente, se han desarrollado nuevos polimeros con anhidrido, ortoéster, poliacetal,
policetal y otros componentes de esqueleto biodegradable. La hidrdlisis de la estructura del esqueleto es el
mecanismo prevalente para la degradacion de tales polimeros. Otros tipos de polimeros, tales como poliéteres,
pueden degradarse a través de la oxidacion intra— o extracelular. Los polimeros biodegradables pueden ser
naturales o sintéticos. Los polimeros sintéticos mas comunmente usados en aplicaciones médicas e investigacion
biomédica incluyen polietilenglicol (modificador de farmacocinética y respuesta inmune), alcohol polivinilico (portador
del farmaco) y poli(hidroxipropilmetacrilamida) (portador del farmaco). Ademas, los polimeros naturales también se
usan aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, dextrano, hidroxietilalmidon, albumina, poliaminoacidos y proteinas
parcialmente hidrolizadas se usan en aplicaciones que varian de expansores de plasma, a agentes
radiofarmacéuticos para nutricién parenteral. En general, los polimeros sintéticos pueden ofrecer mayores ventajas
que los materiales naturales ya que ellos se pueden adaptar para dar una amplia variedad de propiedades y
uniformidad lote a lote mas predecible que los materiales provenientes de la mayor parte de las fuentes naturales.
Los métodos de preparacion de varios materiales poliméricos son bien conocidos en la técnica. En muchas
aplicaciones biomédicas, las moléculas poliméricas se deben asociar quimicamente con la sustancia farmacolégica
u otros modificadores o entre si (por ejemplo, para formar un gel). Varias propiedades del producto final dependen
del caracter de asociacion, por ejemplo, perfil de liberacion del farmaco, inmunotoxicidad, inmunogenicidad y
farmacocinética, En consecuencia existe una necesidad de métodos de asociacion del polimero con las sustancias
farmacologicas y otros modificadores farmacéuticamente Utiles que pueden ser compatibles con el uso biomédico de
los asociados (conjugados, geles). Tales métodos deben permitir adicionalmente, cuando sea necesario, la
liberaciéon del farmaco en condiciones fisiolégicas con una velocidad 6ptima y en una forma o formas quimicas
optimamente adecuadas para la aplicacion deseada. Endo et al., Cancer Research 48, (12), 1988, 3330-3335
describe la produccion de los conjugados de metotrexato—1gG y los estudios realizados en este. WO03/059988
describe los polimeros policetal biodegradables, métodos para su formacion y uso y modificacién quimica para
incorporar grupos hidréfilos y/o farmacéuticamente utiles. WO 01/10468 describe la produccion y el uso de



10

15

20

25

30

35

ES 2365918 T3

complejos farmaco—portador en que al menos una cadena de nucledtidos y un farmaco se asocian en forma
reversible para formar un complejo de farmaco—portador. EP 1055685 describe polimeros ramificados no antigénicos,
conjugados preparados con los polimeros y moléculas biolégicamente activas y métodos de uso de los conjugados.

SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencion revela un conjugado de polimero de acuerdo con las reivindicaciones que es biodegradable,
biocompatible y exhibe baja toxicidad y/o bioadhesividad in vivo y contiene uno o varios modificadores unidos de
forma covalente al polimero por medio de ligaciones que contiene succinamida opcionalmente sustituida. La
invencion es tal como se define en las reivindicaciones anejas.

En un aspecto, la invencion comprende un conjugado que comprende un portador sustituido con una o varias
apariciones de un resto que tiene la estructura:

e

2

en donde el portador comprende

(a) un poliacetal biocompatible biodegradable, en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion de poliacetal tienen la siguiente estructura quimica:

R! R® R®
{ o) cl‘ o) c'z RI" }

| |

R? R* RS

en donde para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un
grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico,
arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente umdo a C1, R mcluye un atomo de carbono
covalentemente unido a Cy; n es un nimero entero, cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible
y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que conS|ste en hidrégeno, alifatico, aliciclico,
heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo y heteroanlo y para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, al
menos uno de R', R% R® R* R® y R® co mprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una
succinamida a traves de un enlace de éster; o

(b) un policetal biocompatible biodegradable, en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion del policetal tienen la siguiente estructura quimica:

9

R
R R® RS |
| | o} R®
Fo——o—o— T, o
l, o ks L L
R R

(0]

en donde cada aparicion de R' y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido a
C1 u OC1, R incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cp; n es un nimero entero; cada apariciéon de R
R* R® y R® es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en
hldrogeno alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo y heteroarilo; y para cada aparicion de la
estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R? R R R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para
acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster;

en donde cada aparicion de M es, de modo independiente, un modificador que es una pequefia molécula que tiene
un peso molecular < 1,5 kDa y en donde el modificador comprende una funcionalidad amina o esta quimicamente
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modificado de modo que comprende un grupo funcional apropiado para el enlace covalente con un acido succinico
opcionalmente sustituido a través de la formacién de un enlace de amida;

~~ denota la union directa o indirecta de M con el ligador L"; y

cada aparicion de LM es, de modo independiente, un ligador que contiene succinamida opcionalmente sustituida, en
donde el modificador M esta directa o indirectamente unido con el ligador de succinamida a través de un enlace
amida y el portador esta ligado directa o indirectamente a cada aparicion del ligador de succinamida a través de un
enlace de éster.

En otro aspecto, la invencién provee composiciones que comprenden los conjugados, métodos para su preparacion
y sus métodos de uso en el tratamiento de diversos trastornos, que incluyen cancer.

DEFINICIONES

Ciertos compuestos de la presente invencién y definiciones de grupos funcionales especificos también se describen
con mayor detalle en la presente. A los fines de esta invencion, los elementos quimicos se identifican de acuerdo
con la Tabla Periddica de los Elementos, version CAS, Handbook of Chemistry and Physics, 75th Ed., portada
interna y los grupos funcionales especificos se definen en general tal como se describe en la presente. Ademas, se
describen principios generales de la quimica organica, asi como restos funcionales especificos y reactividad, en
“Organic Chemistry”, Thomas Sorrell, University Science Books, Sausalito: 1999.

Por otra parte, un experto en la técnica apreciara que los métodos de sintesis, tal como se describe en la presente,
utilizan una variedad de grupos protectores.

“Grupo protector”: tal como se usa en la presente, la expresion grupo protector significa que un resto funcional
particular, por ejemplo, O, S o N, esta bloqueado temporalmente de modo que se puede llevar a cabo una reaccion
selectivamente en oftro sitio reactivo en un compuesto multifuncional. En formas de realizacion preferidas, un grupo
protector reacciona selectivamente con buen rendimiento para dar un sustrato protegido que es estable a las
reacciones proyectadas; el grupo protector se debe eliminar selectivamente con buen rendimiento por medio de
reactivos facilmente asequibles, con preferencia, reactivos no tdxicos que no atacan los otros grupos funcionales; el
grupo protector forma un derivado facilmente separable (con mayor preferencia, sin la generacion de nuevos centros
estereogénicos); y el grupo protector tiene un minimo de funcionalidad adicional para evitar otros sitios de reaccion.
Tal como se detalla en la presente, se pueden utilizar grupos protectores de oxigeno, azufre, nitrdgeno y carbono.
Por ejemplo, en ciertas formas de realizacion, se pueden utilizar determinados grupos protectores de oxigeno de
ejemplo. Estos grupos protectores de oxigeno incluyen éteres metilicos, éteres metilicos sustituidos (por ejemplo,
MOM (éter metoximetilico), MTM (éter metiltiometilico), BOM (éter benciloximetilico), PMBM (éter p—
metoxibenciloximetilico), para mencionar algunos), éteres etilicos sustituidos, éteres bencilicos sustituidos, éteres
sililicos (por ejemplo, TMS (éter trimetilsililico), TES (éter ftrietilsililico), TIPS (éter triisopropilsililico), TBDMS (éter t—
butildimetilsililico), éter tribencilsililico, TBDPS (éter t-butildifenilsililico), para mencionar algunos), ésteres (por
ejemplo, formiato, acetato, benzoato (Bz), trifluoroacetato, dicloroacetato, para mencionar algunos), carbonatos,
acetales y cetales ciclicos. En determinadas otras formas de realizacion de ejemplo, se utilizan grupos protectores
de nitrégeno. Los grupos protectores de nitrodgeno, asi como los métodos de proteccion y desproteccion se conocen
en la técnica. Se puede hallar una guia en “Protective Groups in Organic Synthesis” Third Ed. Greene, T.W. y Wuts,
P.G., Eds., John Wiley & Sons, New York: 1999. En determinadas formas de realizacion de ejemplo, RN1 y RN2 son
cada uno hidrégeno. Los grupos protectores de nitrégeno incluyen carbamatos (que incluyen metil-, etil-y
etilcarbamatos sustituidos (por ejemplo, Troc), para mencionar algunos) amidas, derivados imida ciclicos, N—alquilo y
N-arilaminas, derivados de imina y derivados de enamina, para mencionar algunos. Los grupos protectores de
ejemplo se detallan en la presente. Ademas, se describe una variedad de grupos protectores en “Protective Groups
in Organic Synthesis”, Third Ed. Greene, T.W. y Wuts, P.G., Eds., John Wiley & Sons, New York: 1999.

“Biocompatible”: El término “biocompatible”, tal como se usa en la presente, pretende describir compuestos que
ejercen efectos de respuesta al huésped o destructivos minimos mientras que esta en contacto con liquidos
corporales o células vivas o tejidos. Asi, un grupo biocompatible, tal como se usa en la presente, se refiere a un
resto alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo, que entra dentro de la definicion de la
expresion biocompatible, tal como se definen con anterioridad y en la presente. El término “biocompatibilidad” tal
como se usa en la presente también implica minimas interacciones con proteinas de reconocimiento, por ejemplo,
anticuerpos naturales, proteinas celulares, células y otros componentes de sistemas biol6gicos, a menos que se
deseen especificamente tales interacciones. De esta manera, se considera que las sustancias y grupos funcionales
que especificamente causan los efectos anteriores, por ejemplo, farmacos y profarmacos son biocompatibles. Con
preferencia (a excepcion de los compuestos pretendidos como ciclotoxicos, tales como, por ejemplo, agentes
antineoplasicos), los compuestos son “biocompatibles” si su adicion a células normales in vitro, en concentraciones
similares a las concentraciones in vivo sistémicas pretendidas, da como resultado menos o igual al 1% de muerte
celular durante el tiempo equivalente a la vida media del compuesto in vivo (por ejemplo, el periodo de tiempo
requerido para el 50% del compuesto administrado in vivo por eliminar/clarificar) y su administracion in vivo induce
una inflamacién minima y médicamente aceptable, reaccion a cuerpos extrafios, inmunotoxicidad, toxicidad quimica
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u otros efectos secundarios. En la oracién anterior, la expresion “células normales” se refiere a células que no
pretenden ser destruidos o afectados significativamente de otro modo por el compuesto en ensayo.

“Biodegradable”: Tal como se usa en la presente, polimeros “biodegradables” son polimeros que son susceptibles
al procesamiento bioldgico in vivo. Tal como se usa en la presente, los compuestos “biodegradables” son aquellos
que, cuando son absorbidos por células, pueden ser fracturados por la maquinaria lisosomal u otra maquinaria
quimica o por hidrdlisis en componentes que las células pueden volver a usar o disponer sin un efecto téxico
significativo sobre las células. Los fragmentos de degradacion no inducen, con preferencia, o inducen poca
sobrecarga organica o celular o procesos patoldgicos causados por tal sobrecarga u otros efectos adversos in vivo.
Los ejemplos de procesos de biodegradacion incluyen hidrélisis enzimatica y no enzimatica, oxidaciéon y reduccion.
Las condiciones apropiadas para la hidrdlisis no enzimatica de las estructuras poliméricas de diversos conjugados,
por ejemplo, incluyen la exposicion de los conjugados biodegradables al agua a una temperatura y un pH del
compartimiento intracelular lisosomal. La biodegradacién de algunas estructuras de los conjugados, por ejemplo,
conjugados de poliacetal o policetal de la presente invencion, también se puede mejorar extracelularmente, por
ejemplo, en regiones de bajo pH del cuerpo del animal, por ejemplo, una superficie inflamada, cerca de macréfagos
activados u otras células que liberan los factores de degradacion. En determinadas formas de realizacion preferidas,
el tamafio efectivo de la molécula polimérica a pH —7,5 no cambia de modo detectable durante 1 a 7 dias y queda
dentro del 50% de tamario del polimero original durante al menos algunas semanas. Por otro lado, a pH ~5, el
polimero se degrada, con preferencia, de modo detectable durante 1 a 5 dias y se transforma por completo en
fragmentos de bajo peso molecular dentro de un marco de dos semanas o varios meses. La integridad del polimero
en estas pruebas se puede medir, por ejemplo, por HPLC de exclusion de tamafio. A pesar de que puede preferirse
una degradacion mas rapida en algunos casos, en general puede desearse mas que el polimero se degrade en
células con la velocidad que no exceda la velocidad de metabolizacion o excrecion de fragmentos poliméricos por las
células. En formas de realizacion preferidas, los polimeros y los subproductos de biodegradacion polimérica son
biocompatibles.

“Hidrofilico”: El termino “hidrofilico”, como se refiere a sustituyentes en las unidades monomeéricas poliméricas, no
difiere esencialmente del significado comun de este término en la técnica y denota restos quimicos que contienen
atomos ionizables, polares o polarizables o que, de otro modo, puede ser solvatado por moléculas de agua. De esta
manera, un grupo hidrofilico, tal como se usa en la presente, se refiere a un resto alifatico, aliciclico, heteroalifatico,
heteroaliciclico, arilo o heteroarilo, que entra dentro de la definicién de la expresion hidrofilico, tal como se definid
con anterioridad. Los ejemplos de restos organicos hidrofilicos particulares que son apropiados incluyen grupos
alifaticos o heteroalifaticos que comprenden una cadena de atomos en un rango de entre aproximadamente uno y
doce atomos, hidroxilo, hidroxialquilo, amina, carboxilo, amida, éster carboxilico, tioéster, aldehido, nitrilo, isonitrilo,
nitroso, hidroxilamina, mercaptoalquilo, heterociclo, carbamatos, acidos carboxilicos y sus sales, acidos sulfénicos y
sus sales, ésteres de acido sulfénico, acidos fosféricos y sus sales, ésteres de fosfato, éteres de poliglicol,
poliaminas, policarboxilatos, poliésteres y politioésteres. En formas de realizacién preferidas de la presente invencion,
al menos una de las unidades monomeéricas poliméricas incluyen un grupo carboxilo (COOH), un grupo aldehido
(CHO), un metilol (CH20H) o un glicol (por ejemplo, CHOHCH>OH o CH—(CH20H).).

“Hidrofilico”: El término “hidrofilico”, cuando se refiere a los polimeros de la invencién, no difiere en general del uso
de este término en la técnica y denota polimeros que comprenden grupos funcionales hidrofilicos tal como se definié
con anterioridad. En una forma de realizacion preferida, el polimero hidrofilico es un polimero hidrosoluble. La
hidrofilicidad del polimero se puede medir directamente por determinacion de energia de hidratacién o por
investigacion entre dos fases liquidas o por cromatografia en fases sélidas con una hidrofobicidad conocida, como,
por ejemplo, C40 C1s.

“Biomoléculas”: El término “biomoléculas”, tal como se usa en la presente, se refiere a moléculas (por ejemplo,
proteinas, aminoacidos, péptidos, polinucleétidos, nucleétidos, carbohidratos; azucares, lipidos, nucleoproteinas,
glicoproteinas, lipoproteinas, esteroides, etc.) que pertenecen a clases de compuestos quimicos, ya sea naturales o
creados de forma artificial (por ejemplo, por medio de métodos sintéticos o recombinantes), que se hallan
comunmente en células y tejidos. Los tipos de biomoléculas de ejemplo incluyen enzimas, receptores,
neurotransmisores, hormonas, citoquinas, modificadores de la respuesta celular como factores del crecimiento y
factores quimiotacticos, anticuerpos, vacunas, haptenos, toxinas, interferones, ribozimas, agentes antisentido,
plasmidos, ADN y ARN.

“Portador”: El término portador, tal como se usa en la presente, se refiere a cualquier molécula pequena o grande,
biomolécula, particula, gel u otro objeto o material que esta o se puede unir covalentemente con unas o varias
moléculas de farmaco con un ligador de succinamida.

“Condiciones fisiologicas”: La frase “condiciones fisiolégicas”, tal como se usa en la presente, se refiere al rango
de condiciones quimicas (por ejemplo, pH, fuerza idnica) y bioquimicas (por ejemplo, concentraciones enzimaticas)
se probablemente se pueden encontrar en los fluidos extracelular de tejidos vivos. Para la mayoria de los tejidos
normales, el pH fisiologico va de aproximadamente 7,0 a 7,4. El plasma sanguineo circulante y el liquido intersticial
normal representan ejemplos tipicos de condiciones fisiologicas normales.
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“Polisacarido”, “carbohidrato” u “oligosacarido”: Los términos “polisacarido”, “carbohidrato” u “oligosacarido” son
conocidos en la técnica y se refieren, en general, a sustancias que tienen la férmula quimica (CH20),, donde en
general n>2 y sus derivados. Los carbohidratos son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas o cambio a tales
sustancias en transformaciones quimicas simples, tales como hidrdlisis, oxidacion o reduccion. Tipicamente, los
carbohidratos estan presentes en forma de acetales o cetales ciclicos (tales como glucosa o fructosa). Estas
unidades ciclicas (monosacaridos) se pueden conectar entre si para formar moléculas con pocas (oligosacaridos) o
varias (polisacaridos) unidades de monosacaridos. A menudo, los carbohidratos con un nimero bien definido, tipos y
posicionamiento de unidades de monosacaridos se denominan oligosacaridos, mientras que los carbohidratos que
consisten en mezclas de moléculas de cantidades y/o posicionamiento de unidades de monosacarido variables se
denominan polisacaridos. Los términos “polisacarido”, “carbohidrato” y “oligosacarido” se usan en la presente de
modo indistinto. Un polisacarido puede incluir azicares naturales (por ejemplo, glucosa, fructosa, galactosa, manosa,
arabinosa, ribosa y xilosa) y/o derivados de azucares naturales (por ejemplo, 2'—fluororibosa, 2'—desoxirribosa y
hexosa).

“Molécula pequefia” Tal como se usa en la presente, la expresion “molécula pequefa” se refiere a moléculas, ya
sea naturales o creadas artificialmente (por ejemplo, por sintesis quimica) que tienen un peso molecular
relativamente bajo. Las moléculas pequefas preferidas son biolégicamente activas porque producen un efecto local
o sistémico en animales, con preferencia, mamiferos, con mayor preferencia, seres humanos. Tipicamente, las
moléculas pequefias tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 1500 Da (1500 g/mol). En determinadas
formas de realizacion preferidas, la molécula pequefia es un farmaco y la molécula pequefia se menciona como
“molécula de farmaco” o “farmaco”. Con preferencia, a pesar de no ser necesario, el farmaco es uno que ya se ha
definido como seguro y efectivo para ser usado por una agencia gubernamental o ente apropiado. Por ejemplo, los
farmacos para uso humano enumerados por la FDA segun 21 C.F.R. §§ 330.5, 331 a 361 y 440 a 460; los farmacos
para uso veterinario enumerados por la FDA segun 21 C.F.R. §§ 500 a 589, son considerados todos apropiados
para usar con los presentes polimeros hidrofilicos.

Las clases de moléculas de farmacos que se pueden usar en la practica de la presente invencion incluyen
sustancias anticancer, radionuclidos, vitaminas, sustancias anti—SIDA, antibiéticos, inmunosupresores, sustancias
antivirales, inhibidores de enzima, neurotoxinas, opioides, hipnoéticos, anti—histaminas, lubricantes, tranquilizantes,
anti—convulsivos, relajantes musculares y sustancias anti—-Parkinson, antiespamddicos y contractotes musculares
que incluyen bloqueadores del canal, midticos y anticolinérgicos, compuestos anti—glaucoma, compuestos anti—
parasito y/o anti—protozoarios, moduladores de interacciones de la matriz celular—extracelular que incluyen
inhibidores del crecimiento celular y moléculas anti—adhesion, agentes vasodilatadores, inhibidores de ADN, ARN o
sintesis de proteina, anti-hipertensivos, analgésicos, antipiréticos, agentes antiinflamatorios esteroides y no
esteroides, factores anti—angiogénicos, factores anti—secretorios, agentes anticoagulantes y/o antitromboticos,
anestésicos locales, oftalmicos, prostaglandinas, anti—-depresores, sustancias anti—psicéticas, anti—eméticos,
agentes de imagen. Muchas moléculas grandes son también farmacos.

Un listado, aunque no exhaustivo, mas completo de clases y farmacos especificos adecuadas para uso en la
presente invencion se puede hallar en “Pharmaceutical Substances: Syntheses, Patents, Applications” por Axel
Kleemann y Jurgen Engel, Thieme Medical Publishing, 1999 y el “Merck Index: An Encyclopedia of Chemicals,
Drugs, and Biologicals”, Edited bi Susan Budavari et al., CRC Press, 1996.

“‘Grupo o entidad farmacéuticamente Util”: Tal como se usa en la presente, la expresion grupo o entidad
farmacéuticamente Util se refiere a un compuesto o fragmento de este o un resto quimico que, cuando se asocia con
los conjugados de la presente invencion, pueden ejercer alguna funcion o actividad biolégica o diagndstica cuando
se administra a un sujeto o aumentar las propiedades terapéuticas, diagndsticas o preventivas de los conjugados en
aplicaciones biomédicas o mejorar la seguridad, atear la biodegradacion o excrecion o es detectable. Los ejemplos
de grupos o entidades farmacéuticamente utiles adecuados incluyen modificadores de hidrofilicidad/hidrofobicidad,
modificadores farmacocinéticos, modificadores bioldgicamente activos, modificadores detectables. “Modificador”:
Tal como se usa en la presente, la expresion modificador se refiere a un resto organico, inorganico o bioorganico
que se incorpora de modo covalente en un portador. Los modificadores pueden ser moléculas pequefias y pueden
pertenecer a cualquier clase quimica o farmacéutica, por ejemplo, nucleétidos, agentes quimioterapéuticos, agentes
antibacterianos, agentes antivirales, inmunomoduladores, hormonas o analogos, enzimas, inhibidores, alcaloides y
un radionuclido terapéutico (por ejemplo, emisor alfa, beta o positrones). En ciertas formas de realizacion, los
agentes quimioterapéuticos incluyen, inhibidores de topoisomerasa | y Il, agentes alquilantes, antraciclinas,
doxorrubicina, cisplastino, carboplatino, vincristina, mitromicina, taxol, camptotecina, oligonucleétidos antisentido,
ribozimas y dactinomicinas. En ciertas formas de realizacién, los modificadores de acuerdo con la invencién incluyen,
biomoléculas, moléculas pequefas, agentes terapéuticos, grupos o entidades farmacéuticamente Utiles,
macromoléculas, marcas diagnoésticas, agentes quelantes, restos hidrdéfilos, dispersantes, agentes modificadores de
carga, agentes modificadores de viscosidad, tensioactivos, agentes de coagulacion y floculantes, para mencionar
algunos. Un modificador puede tener una o varias funciones farmacéuticas, por ejemplo, actividad bioldgica y
modificacién de la farmacocinética. Los modificadores de farmacocinética pueden incluir, por ejemplo, anticuerpos,
antigenos, ligandos del receptor, grupos hidrofilo, hidréfobo o cargados. Los modificadores biolégicamente activos
incluyen, por ejemplo, farmacos y profarmacos terapéuticos, antigenos, inmunomoduladores. Los modificadores
detectables incluyen marcas diagnésticas, tales como sustancias radiactivas, fluorescentes, paramagnéticas,
superparamagnética, ferromagnética, modulador de rayos X, opaco rayos X, reflectivos por ultrasonido y otras
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sustancias detectables por uno de métodos clinicos o laboratorio disponibles, por ejemplo, centellografia,
espectroscopia RMN, MRI, tomografia de rayo X, sonotomografia, fotoimagen, radioinmunoensayo. Los vectores del
gen viral y no viral se consideran modificadores.

“Macromolécula’: Tal como se usa en la presente, la expresion macromolécula se refiere a moléculas, sea natural o
creado artificialmente (por ejemplo, por medio de la sintesis quimica) que tienen un peso molecular relativamente
alta, en general por encima de 1500 g/mol.

“Marca diagnéstica” Tal como se usa en la presente, la expresion marca diagndstica se refiere a un atomo, grupo
de atomos, resto o grupo funcional, un nanocristal u otro elemento diferenciado de una composicion de materia, que
se puede detectar in vivo 0 ex vivo usando métodos analiticos en la técnica. Cuando se asocian con un conjugado
de la presente invencion, tales marcas diagndsticas permiten el control del conjugado in vivo. En forma alternativa o
adicional, las construcciones y composiciones que incluyen marcas diagndsticas se pueden usar para controlar
funciones o estructuras bioldgicas. Los ejemplos de marcas diagnédsticas incluyen marcas que se pueden usar en
procedimientos diagnodsticos médicos, tales como, is6topos radiactivos (radionuclidos) para centellografia gamma y
tomografia de emision de positrones (PET), agentes de contraste para imagen de resonancia magnética (MRI) (por
ejemplo, atomos paramagnéticos y nanocristales superparamagnéticos), agentes de contraste para tomografia
computada y otros métodos de imagen basado en rayos X, agentes para métodos diagndsticos basados en
ultrasonido (sonografia), agentes para activacion neutrénica (por ejemplo, boro, gadolinio), fluoréforos para varios
procedimientos opticos, y, en general los restos que pueden emitir, reflejar, absorber, dispersar o afectar de otro
modo los campos u ondas electromagnéticas (por ejemplo, rayos gamma, rayos X, ondas de radio, microondas, luz),
particulas (por ejemplo, particulas alfa, electrones, positrones, neutrones, protones) u otras formas de radiacion, por
ejemplo, ultrasonido.

“‘Cantidad eficiente de un agente oxidante especifico de glicol”: se refiere a la escision oxidativa de los
polisacaridos mencionados en la presente invencion, la frase cantidad eficiente de un agente oxidante especifico del
glicol significa una cantidad del agente oxidante especifico del glicol que provee la apertura oxidativa de
esencialmente todos los anillos de carbohidrato de un polisacarido.

“Grupo hidréfilo protegido” y “resto organico protegido”, estos términos como se usan en la presente, significan
un grupo quimico que no interferira en una reaccidon quimica a la que esta sujeta el portador o conjugado del
portador. Los ejemplos de grupos hidréfilos protegidos incluyen ésteres carboxilicos, grupos alcoxi, tioésteres,
tioéteres, grupos vinilo, grupos haloalquilo, Fmoc—alcoholes, etc.

“Alifatico”. En general, la expresion alifatico, tal como se usa en la presente, incluye hidrocarburos alifaticos tanto
saturados como insaturados, de cadena lineal (es decir, no ramificado) o ramificada, que estan opcionalmente
sustituido con uno o varios grupos funcionales. Tal como apreciara un experto en la técnica, “alifatico” incluye en la
presente restos de alquilo, alquenilo, alquinilo. De esta manera, tal como se usa en la presente, la expresion “alquilo”
incluye grupos alquilo lineales y ramificados. Una convencién analoga se aplica a otros términos genéricos tales
como “alquenilo” y “alquinilo”. Por otra parte, tal como se usa en la presente, los términos “alquilo”, “alquenilo”,
“alquinilo” comprenden grupos tanto sustituidos como no sustituidos. En ciertas formas de realizacion, tal como se
usa en la presente, “alquilo inferior” se usa para indicar aquellos grupos alquilo (sustituidos, no sustituidos,
ramificados o no ramificados) con aproximadamente 1-6 atomos de carbono.

“Alquenilo”: la expresion alquenilo denota un grupo monovalente derivado de un grupo hidrocarbonado que tiene al
menos un enlace doble carbono—carbono por eliminacion de un atomo de hidrégeno simple, estos grupos alquenilo
estan opcionalmente sustituidos con uno o varios grupos funcionales. Los sustituyentes incluyen cualquiera de los
sustituyentes mencionados mas abajo, es decir, los sustituyentes mencionados mas abajo resultan en la formacion
de un compuesto estable. Los grupos alquenilo incluyen, por ejemplo, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten—
1—ilo.

“Alquinilo”: la expresion alquinilo tal como se usa en la presente se refiere a un grupo monovalente derivado de un
hidrocarburo que tiene al menos un enlace triple de carbono—carbono por eliminacion de un atomo de hidrégeno
simple, estos grupos alquenilo estan opcionalmente sustituidos. Los sustituyentes incluyen cualquiera de los
sustituyentes mencionados mas abajo, es decir, los sustituyentes mencionados mas abajo que resultan en la
formacion de un compuesto estable. Los grupos alquinilo representativos incluyen etinilo, 2—propinilo (propargilo), 1—
propinilo.

En ciertas formas de realizacion, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo empleados en la invencion contienen
aproximadamente 1-20 atomos de carbono alifaticos. En otras formas de realizacion determinadas, los grupos
alquilo, alquenilo y alquinilo empleados en la invencién contienen aproximadamente 1-10 atomos de carbono
alifaticos. En otras formas de realizacién mas, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo empleados en la invencion
contienen aproximadamente 1-8 atomos de carbono alifaticos. En otras formas de realizacién mas, los grupos
alquilo, alquenilo y alquinilo empleados en la invencién contienen aproximadamente 1-6 atomos de carbono
alifaticos. En otras formas de realizacion mas, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo empleados en la invencion
contienen aproximadamente 1-4 atomos de carbono. Los grupos alifaticos ilustrativos incluyen asi, por ejemplo,
metilo, etilo, n—propilo, isopropilo, alilo, n—butilo, sec—butilo, isobutilo, terc-butilo, n—pentilo, sec—pentilo, isopentilo,
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terc—pentilo, n—hexilo, sec—hexilo, restos que nuevamente pueden llevar uno o varios sustituyentes. Los grupos
alquenilo incluyen, por ejemplo, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2—buten—1-ilo. Los grupos alquinilo
representativos incluyen etinilo, 2—propinilo (propargilo), 1—propinilo.

“Aliciclico”™: tal como se usa en la presente, la expresion aliciclico se refiere a compuestos que combinan las
propiedades de compuestos alifaticos y ciclicos e incluyen hidrocarburos alifaticos ciclicos o policiclicos y
compuestos cicloalquilo en puente que estan opcionalmente sustituidos con uno o varios grupos funcionales. Tal
como apreciara un experto en la técnica, “aliciclico” incluye en la presente restos cicloalquilo, cicloalquenilo y
cicloalquinilo, que estan opcionalmente sustituidos con uno o varios grupos funcionales. Los grupos aliciclicos
ilustrativos incluyen asi, por ejemplo, ciclopropilo, —CHz—ciclopropilo, ciclobutilo, —CH.—ciclobuitilo, ciclopentilo, -CH>—
ciclopentilo—n, ciclohexilo, —CHzy—ciclohexilo, ciclohexeniletilo, ciclohexaniletilo, norborbilo, restos que nuevamente
pueden llevar uno o varios sustituyentes.

“Cicloalquilo”: tal como se usa en la presente, la expresion cicloalquilo se refiere especificamente a grupos que
tienen 3 a 7, con preferencia, 3 a 10 atomos de carbono. Los cicloalquilos apropiados incluyen ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo que, como en el caso de los restos alifaticos, heteroalifaticos o
heterociclicos, pueden estar opcionalmente sustituidos. Una convencion analoga se aplica a otros términos
genéricos como “cicloalquenilo”, “cicloalquinilo”.

“Heteroalifatico”: tal como se usa en la presente, la expresion heteroalifatico se refiere a restos alifaticos en donde
uno o varios atomos de carbono en la cadena principal fueron sustituidos con un heteroatomo. De esta manera, un
grupo heteroalifatico se refiere a una cadena alifatica que contiene uno o varios atomos de oxigeno, azufre,
nitrégeno, fosforo o silicio, por ejemplo, en lugar de atomos de carbono. Los restos heteroalifaticos pueden ser
ramificados o lineales, no ramificados. En ciertas formas de realizacion, los restos heteroalifaticos estan sustituidos
por reemplazo independiente de uno o varios atomos de hidrégeno con uno o varios restos que incluyen alifatico;
heteroalifatico; aliciclico; heteroaliciclico; aromatico, heteroaromatico; arilo; heteroarilo; alquilarilo; alquilheteroarilo;
alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroarlltlo F; CI; Br; I; -=NOg2; —CN; —CF3 -
CH,CF3; —CHCyz; —CH20H;~CH2CH,0H; —CHzNH2; —~CH,S0,CHs; 0 ~GR®' en donde G es —O—, -S—, -NR%—, —
C(=0)-, —=S(=0)-, —SO2, —C(=0)0—, —-C(=0O)NR*~, —OC(=0)-, —NRGZC( =0)-, ~OC(=0)0—, —~OC(=0)NR®—,

RGzcg 0)0—, —NR®2C( OgNRGZ— ~0(=S)~, ~C(=S)S~, ~SC(=S)-, ~SC(= sgs— -C(= Rezg— _C(=NR®%)0-, —
C=ENRPINR®-, —OC(= ~NR®C(=NR®)-, —-NR¥S0,~, NR¥ZSO,NR- 0 so NR®’~, en donde cada
aparicion de RC® of , R®? y RG3 mcluye de modo mdependlente hidrégeno, halégeno o un resto opcionalmente sustituido
de alifatico, heteroallfatlco aliciclico, heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico, arilo, heteroarilo, alquilarilo o
alquilheteroarilo. Los ejemplos adicionales de sustituyentes de aplicacién general se ilustran por medio de las formas
de realizacion especificas mostradas en los ejemplos que se describen en la presente.

“Heteroaliciclico”, “heterocicloalquilo” o “heterociclico” el término heteroaliciclico, heterocicloalquilo o
heterociclico, tal como se usa en la presente, se refiere a compuestos que combinan las propiedades de
heteroalifatico y ciclico compuestos e incluyen heterociclos mono- o policiclicos saturados e insaturados tales como
morfolino, pirrolidinilo, furanilo, tiofuranilo, pirrolilo, etc., que estan opcionalmente sustituidos con uno o varios grupos
funcionales, tal como se define en la presente. En ciertas formas de realizacion, la expresion “heterociclico’ se
refiere a un anillo no aromatico de 5, 6, 7 u 8 miembros o un grupo policiclico, que incluye un grupo bi— o triciclico
que comprende anillos fusionados de seis miembros que tienen entre uno y tres heteroatomos seleccionados, de
modo independiente, de oxigeno, azufre y nitrdgeno, en donde (i) cada anillo de 5 miembros tiene 0 a 2 enlaces
dobles y cada anillo de 6 miembros tiene 0 a 2 enlaces dobles, (ii) los heteroatomos de nitrégeno y azufre pueden
estar opcionalmente oxidados, (iii) el heteroatomo de nitrdgeno puede estar opcionalmente cuaternizado y (iv)
cualquiera de los anteriores anillos heterociclicos pueden estar fusionados en un anillo arilo o heteroarilo. En ciertas
formas de realizacion, “heteroaliciclico”, “heterocicloalquilo” o “heterociclico” se refiere a un sistema de anillos
parcialmente insaturados o completamente saturados de 3 a 10 miembros, que incluye anillos simples de 3 a 8
atomos de tamanio y sistemas de anillos bi- y triciclicos que pueden incluir grupos heterociclicos aromaticos anillo de
seis miembros o grupos heterociclicos aromaticos fusionados con un anillo no aromatico. Los heterociclos
representativos incluyen pirrolidinilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo,
oxazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo y tetrahidrofurilo. En ciertas formas de realizacion,
se utiliza un grupo “heterocicloalquilo o heterociclo sustituido” y tal como se usa en la presente, se refiere a un grupo
heterocicloalquilo o heterociclo, tal como se definié con anterioridad, sustituido con el reemplazo independiente de
uno, dos o tres de los atomos de hidrégeno con alifatico; heteroalifatico; aliciclico; heteroaliciclico; aromatico,
heteroaromatico; arilo; heteroarilo; alquilarilo; alquilheteroarilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio;
ariltio; heteroalquiltio; heteroarlltlo F; CI; Br; I; =NOg2; —CN; —CFj3; —CH2CF3, —CHCy;; —CH,OH; —CH,CH.OH; —
CH2NH2,—CH2802CH3, —GR® en donde G es —-O-, -S—, -NR®-, —C(= 2— -S(=0)-, —SOz— —C(= O)O—

C(EO)NR®—, _OC(=0)-, —NR®:C(=0)-, —-OC(=0)O-, ~OC(=O)NR%—, —NRC(= ogo— -NR®C(=O)NR®*%-, -
C(=S)- -C(= S)S— _8C(= S)— —SC(=S)S—, ~C(=N RGZ) - —C(= =NR®)O—, —C(=NR%)NR%— ~OC(=N NR%)-, -
RGZC( NR®)—, _NR®2S0,—, ~NR®S0,NR%- 0 ~SO,NR®%, en donde cada aparicion de RS R%? y R® mcluye de

modo mdependlente hldrogeno halégeno o un resto opmonalmente sustituido de alifatico, heteroallfatlco aliciclico,
heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico, arilo, heteroarilo, alquilarilo o alquilheteroarilo. Los ejemplos adicionales
0 en general sustituyentes aplicables se ilustran por medio de formas de realizacion especificas mostradas en los
ejemplos que se describen en la presente.
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Ademas, se apreciara que cualquiera de los restos aliciclicos o heteroaliciclicos descritos con anterioridad y en la
presente puede comprender un resto arilo o heteroarilo fusionado. Los ejemplos adicionales de sustituyentes
aplicables en general se ilustran por medio de formas de realizacion especificas mostradas en los ejemplos que se
describen en la presente.

“Resto aromatico”: tal como se usa en la presente, la expresion resto aromatico se refiere a restos hidrocarbonados
mono— o policiclicos estables insaturados sustituidos o no sustituidos que tienen, con preferencia, 3—14 atomos de
carbono, que comprende al menos un anillo que satisface la regla de Huckel en cuanto a aromaticidad. Los ejemplos
de restos aromaticos incluyen fenilo, indanilo, indenilo, naftilo, fenantrilo y antracilo.

“Resto heteroaromatico”: tal como se usa en la presente, la expresion resto heteroaromatico se refiere a restos
monoheterociclicos o poliheterociclicos estables sustituidos 0 no sustituidos insaturados que tienen con preferencia,
3—-14 atomos de carbono, que comprenden al menos un anillo que satisface la regla de Huckel en cuanto a la
aromaticidad. Los ejemplos de restos heteroaromaticos incluyen piridilo, quinolinilo, dihidroquinolinilo, isoquinolinilo,
quinazolinilo, dihidroquinazolilo y tetrahidroquinazolilo.

También se apreciara que los restos aromaticos y heteroaromaticos, tal como se define en la presente, se pueden
unir por medio de un resto alifatico (por ejemplo, alquilo) o heteroalifatico (por ejemplo, heteroalquilo) y, asi, también
incluyen restos tales como restos —(alifatico)aromatico, —(heteroalifatico)aromatico, —(alifatico)heteroaromatico, —
(heteroalifatico)heteroaromatico, —(alquil)aromatico, —(heteroalquil)aromatico, —(alquil)heteroaromatico y -
(heteroalquil)heteroaromatico. De esta manera, tal como se usa en la presente, las frases “restos aromaticos o
heteroaromaticos” 'y  “aromatico, heteroaromatico, —(alquil)aromatico, —(heteroalquil)aromatico, -
(heteroalquil)heteroaromatico y —(heteroalquil)heteroaromatico” son indistintas. Los sustituyentes incluyen cualquiera
de los sustituyentes previamente mencionados, es decir, los sustituyentes mencionados para restos alifaticos o para
otros restos tal como se describen en la presente, que da como resultado la formaciéon de un compuesto estable.

“Arilo”: tal como se usa en la presente, la expresion arilo se refiere a restos aromaticos, tal como se describié con
anterioridad, que excluyen aquellos unidos por medio de un resto alifatico (por ejemplo, alquilo) o heteroalifatico (por
ejemplo, heteroalquilo). En ciertas formas de realizacion de la presente invencion, “arilo” se refiere a un sistema de
anillo carbociclicos mono— o biciclicos que tiene uno o dos anillos que satisfacen la regla de Huckel en cuanto a la
aromaticidad, que incluyen fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, indenilo.

“Heteroarilo”; tal como se usa en la presente, la expresion heteroarilo se refiere a restos heteroaromaticos, tal como
se describid con anterioridad, excluyendo aquellos unidos por medio de un resto alifatico (por ejemplo, alquilo) o
heteroalifatico (por ejemplo, heteroalquilo). En ciertas formas de realizacion de la presente invencion, la expresion
“heteroarilo”, tal como se usa en la presente, se refiere a un radical ciclico insaturado que tiene de cinco a
aproximadamente diez atomos del anillo de los cuales un atomo del anillo esta seleccionado de S, O y N; cero, uno o
dos atomos del anillo son heteroatomos adicionales seleccionados, de modo independiente, de S, O y N; y los
demas atomos del anillo son carbono, estando unido el radical con el resto de la molécula a través de cualquiera de
los atomos del anillo tales como, por ejemplo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo.

Los sustituyentes de los restos arilo y heteroarilo incluyen cualquiera de los sustituyentes previamente mencionados,
es decir, los sustituyentes mencionados para restos alifaticos o para otros restos tal como se describen en la
presente, dando como resultado la formacion de un compuesto estable. Por ejemplo, los grupos arilo y heteroarilo
(que incluyen grupos arilo biciclicos) pueden no estar sustituidos o pueden estar sustituidos, en donde la sustitucion
incluye el reemplazo de uno, dos o tres de los atomos de hidrogeno independientemente con uno o varios de los
siguientes restos que incluyen: alifatico; heteroalifatico; aliciclico; heteroaliciclico; aromatico, heteroaromatico; arilo;
heteroarilo; alquilarilo; alquilheteroarilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio;
heteroariltio; F; ClI; Br; I; =NO2; —CN; —CF3; —CH.CF3; —-CHC;; -CH,0OH; —CH>CH>,OH; —CH2NHS>; —CHQSOQCH:;; o -

GR®', en donde G es —-O-, -S—, NR**~, —-C(=0)-, -S(=0)-, —SO-—, ~G(=0)0-, ~C(= =O)NR®-, -OC(=0)-, —
NRG2 C(=0)~, ~OC(=0)O-, ~OC(= OéNRGZ “NR®2C(=0)0—, -NR%C( o NR 2 ~C(=S)-, ~C(= S)S—, —SC( S)-, —
&2 )S—, —C(=NR%)-, ~C(=NR™)0, —C(= NRENR®_, —OC(=ENR®)-, -NR®ZC(=NR®)-, —NR®2SO,-, —

SO, NRG3 0o —-SO,NR®’-, en donde cada aparicion de R®, RG2 y R® incluye, de modo independiente,
hldrogeno, halégeno o un resto opcionalmente sustituido de alifatico, heteroalifatico, aliciclico, heteroaliciclico,
aromatico, heteroaromatico, arilo, heteroarilo, alquilarilo o alquilheteroarilo. Los ejemplos adicionales de
sustituyentes aplicables en general se ilustran por medio de las formas de realizacion especificas mostradas en los
ejemplos que se describen en la presente.

“Alcoxi” (o “alquiloxi”): tal como se usa en la presente, la expresion alcoxi (o alquiloxi) se refiere a un grupo alquilo,
tal como se describié previamente, unido al resto molecular principal a través de un atomo de oxigeno (“alcoxi”’). En
ciertas formas de realizacion, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1-20 atomos de carbono alifaticos. En
otras formas de realizacion determinadas, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1-10 atomos de carbono
alifaticos. En otras formas de realizacién mas, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1-8 atomos de carbono
alifaticos. En otras formas de realizacion mas, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1-6 atomos de carbono
alifaticos. En otras formas de realizacion mas, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1—-4 atomos de carbono
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alifaticos. Los ejemplos de grupos alcoxi incluyen metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n—butoxi, terc—butoxi, neopentoxi
y n—hexoxi.

“Amina”: la expresion amina se refiere a un grupo que tiene la estructura —N(R)2, en donde cada aparicion de R es,
de modo independiente, hidrégeno o un resto de alifatico, heteroalifatico, aromatico o heteroaromatico o los grupos
R, tomados juntos, pueden formar un resto de heterociclico. En ciertas instancias, un grupo amina se puede cargar
(protonizar) o cuarternizar, por ejemplo, —HN"(R)? o -N*(R)®.

“Alguilamino”: tal como se usa en la presente, la expresion alquilamino se refiere a un grupo que tiene la estructura
—NHR’, en donde R’ es alquilo, tal como se define en la presente. El término “aminoalquilo” se refiere a un grupo que
tiene la estructura NH2R'-, en donde R’ es alquilo, tal como se define en la presente. En ciertas formas de
realizacién, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1-20 atomos de carbono alifaticos. En otras formas de
realizacién determinadas, el grupo alquilo contiene aproximadamente 1-10 atomos de carbono alifaticos. En otras
formas de realizaciéon mas, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo empleados en la invencion contienen
aproximadamente 1-8 atomos de carbono alifaticos. En otras formas de realizacion mas, el grupo alquilo contiene
aproximadamente 1-6 atomos de carbono alifaticos. En otras formas de realizacion mas, el grupo alquilo contiene
aproximadamente 1-4 atomos de carbono alifaticos. Los ejemplos de alquilamino incluyen metilamino, etilamino,
iso—propilamino.

“Acido carboxilico”: el término acido carboxilico tal como se usa en la presente se refiere a un compuesto que
comprende un grupo de la férmula —CO2H.

“Halo, haluro y halégeno”: los términos halo, haluro y halégeno tal como se usa en la presente se refieren a un
atomo seleccionado de fluor, cloro, bromo y yodo.

“Metilol”: el término metilol tal como se usa en la presente se refiere a un grupo alcohol de la estructura —-CH,OH.

“Hidroxialquilo”: Tal como se usa en la presente, la expresion hidroxialquilo se refiere a un grupo alquil, tal como se
definié con anterioridad, que lleva al menos un grupo OH.

“Mercaptoalquilo”: el término mercaptoalquilo tal como se usa en la presente se refiere a un grupo alquilo, tal como
se definié con anterioridad, que lleva al menos un grupo SH.

“Acilo”: el término acilo, tal como se usa en la presente, se refiere a un grupo que comprende un grupo carbonilo de
la féormula C=0. Los ejemplos de grupos acilo incluyen haluros de acilo, anhidridos, tioésteres, amidas y ésteres
carboxilicos.

“Hidrocarburo”: el término hidrocarburo, tal como se usa en la presente, se refiere a cualquier grupo quimico que
comprende hidrégeno y carbono. El hidrocarburo puede estar sustituido o no sustituido. El hidrocarburo puede estar
insaturado, saturado, ramificado, no ramificado, ciclico, policiclico o heterociclico. Los hidrocarburos ilustrativos
incluyen, por ejemplo, metilo, etilo, n—propilo, iso—propilo, ciclopropilo, alilo, vinilo, n-butilo, terc—butilo, etinilo,
ciclohexilo, metoxi, dietilamino. Como sabra un experto en la técnica, todas las valencias se deben satisfacer
haciendo todo tipo de sustituciones.

“Sustituido”: los términos sustituido, ya sea precedido por la expresion “opcionalmente” o no y sustituyente, tal como
se usa en la presente, se refiere al reemplazo de radicales de hidrogeno en una estructura dada con el radical de un
sustituyente especificado. Cuando mas de una posicion en cualquier estructura dada puede estar sustituida con mas
de un sustituyente seleccionado de un grupo especificado, el sustituyente puede ser el mismo o diferente en
cualquier posicion. Tal como se usa en la presente, se contempla que la expresion “sustituido” incluye todos los
sustituyentes permisibles de compuestos organicos. En un aspecto amplio, los sustituyentes permisibles incluyen
sustituyentes aciclicos y ciclicos, ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos, aromaticos y no
aromaticos de compuestos organicos. Los heteroatomos tales como nitrégeno pueden tener sustituyentes de
hidrégeno y/o cualquier sustituyente permisible de compuestos organicos descritos en la presente que satisfacen las
valencias de los heteroatomos. Los ejemplos de sustituyentes incluyen alifatico; heteroalifatico; aliciclico;
heteroaliciclico; aromatico, heteroaromatico; arilo; heteroarilo; alquilarilo; alquilheteroarilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi;
heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroariltio; F; Cl; Br; I; -NO2; —CN; —CF3; —CH2CF3; —CHC)2; —CH,OH,;
~CHaCHZOH; ~CHoNHa; ~CH,S0.CH; o —-GR®", en donde G es —O-, -S—, -NR®’*~, —C(=0)—, —-S(=0)-, -SO2—, —
C(=0)0-, —-C(=O)NR®*-, -OC(=0)-, -NR®C(=0)-, -OC(=0)0-, -OC(=O)NR*-, -NR®C(=0)0-, -
NR®*C(=O)NR®~, —C(=S)-, —C(=S)S—, —SC(=S)-, ~SC(=S)s-, —C(=NR%®)-, —C(=NR®?) O, -C(=NR**)NR®**-, —
OC(=NR®)-, -NR®*C(=NR**)-, -NR**S0,—, -NR**SO,NR%*- 0 ~SO,NR®-, en donde cada aparicién de R®', R®?
y R® incluye, de modo independiente, hidrégeno, halégeno o un resto opcionalmente sustituido de alifatico,
heteroalifatico, aliciclico, heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico, arilo, heteroarilo, alquilarilo o alquilheteroarilo.
Los ejemplos adicionales de los sustituyentes aplicables en general se ilustran por medio de las formas de
realizacion especificas mostradas en los ejemplos que se describen en la presente.

“Ligador de succinamida” o “succinamida”: a menos que se especifique otra cosa, tal como se usa en la presente,
la expresion ligador de succinamida o succinamida designa un ligador que tiene la estructura:
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w9

N =3
e R, 0

o}

en donde g es un numero entero de 0—4; R"es hidrégeno o un grupo protector de nitrégeno; y cada aparicion de R?
es, de modo independiente, hidrégeno, halégeno, —CN NO2, un resto alifatico, aI|C|cI|co heteroalifatico, heterociclico,
arilo, heteroarilo, aromatlco heteroaromatlcoo—GR , en donde G es —O—, —S—, -NR®—, —-C(=0)-, —S( 0)—-, —SO2—,
—C% O)O— —C(=O)NR®-, —OC(=0)-, -NR%cC(= O)— —-0C(=0)0-, —-OC(=O)N RG2 - NR® CG( 0)0-, -

JNR®2_, _C(=S)-, ~C(=S)S—, ~SC(=S)=, —-SC(=S) S—, —C(= NRGZ) _C(=NR®%)0—, —C(=NR®Z)NR®_. —
OC( NRGZ) “NR®C(=NR®)-, -NR®280,—, NR®*S0,NR®~ 0 —SO,NR®, en donde cada aparicién de RG1 R%2y
R es, de modo independiente, hidrogeno, halégeno o un resto opmonalmente sustituido de alifatico, heteroallfatlco
aliciclico, heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico, arilo o heteroarilo. En ciertas formas de realizacion,

R"
|
Ne_

W

designa el sitio de unién de un modificador M, que esta directa o indirectamente unido con el resto de succinimida a
través de un enlace de amida. En ciertas formas de realizacion,

o4

designa el sitio de unién de un portador que esta ligado directa o indirectamente al resto de succinamida a través de
un enlace de éster.

“Succinimida”: a menos que se especifique otra cosa, tal como se usa en la presente, la expresion succinimida
designa un resto que tiene la estructura:

o]
RO N—

o]

»

en donde g es un numero entero de 0—4; y cada apariciéon de R? es, de modo independiente, hidrogeno, halégeno, —
CN, NOg, un resto de alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heterociclico, arilo, heteroarilo, aromatico, heteroaromatico o
—-GR®", en donde G es —O—, -S—, —-NR%*-, —Cé 0)-, -S(= 0) -S0,—, -C(=0)0-, —C( O)NR®-, ~OC(=0)-, —
NR®?C(=0)-, -OC(=0)0—-, —OC(= ON NR®%- 2C(=0)0=, _NR®2C(=0)NR®— ~C(=S)~, ~C( (=S)S—, ~SC(=8)-, -
scg 8)S-, —C(= NR®?)—, —O(= NR®%)O-, —C( NRGZ), NRE— —OC(= NRGZ)—, _NR®C(=NR®)-. -NR®S0,-, —

2S0,NR®*~ 0 —SO;NR®-, en donde cada aparicion de R®', R® y R®® es, de modo independiente, hidrégeno,
halogeno 0 un resto opmonalmente sustituido de alifatico, heteroallfatlco aliciclico, heteroaliciclico, aromatico,
heteroaromatico, arilo o heteroarilo.

Los siguientes son términos mas generales usados a lo largo de la presente solicitud:

"Animal™: Tal como se lo utiliza en la presente, el término “animal” se refiere a seres humanos asi como también a
animales no humanos, en cualquier etapa de desarrollo, lo que incluye por ejemplo mamiferos, aves, reptiles,
anfibios, peces, gusanos y células simples. Se considera que los cultivos de células y las muestras del tejido vivo
constituyen pluralidades de animales. Es preferible que el animal no humanos sea un mamifero (por ejemplo, un
roedor, un raton, una rata, un conejo, un perro, un gato, un primate o un cerdo). Un animal puede ser un animal
transgénico. El término “sujeto” abarca animales.

"Asociado con": Cuando dos entidades estan “asociadas entre si”, como se describe en la presente, estan ligados
por una interaccion covalente o no covalente, directa o indirecta. Es preferible que la asociacion sea covalente. Las
interacciones no covalentes deseables incluyen la ligacion de hidrégeno, interacciones de Van der Walsh,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2365918 T3

interacciones hidréfobas, interacciones magnéticas, interacciones electrostaticas, o combinaciones de los mismos,
etc.

"Cantidad eficiente": En general, en la medida en que se refiere a un agente activo o a un dispositivo para entrega
un farmaco, la expresion “cantidad efectiva” se refiere a la cantidad necesaria para suscitar la respuesta biologica
deseada. Como comprendera una persona con la pericia habitual en esta especialidad, la cantidad eficiente de un
agente o dispositivo puede variar en funcion de factores tales como el punto final biolégico deseado, el agente que
debe entregarse, la composicion de la matriz encapsuladora, el tejido apuntado, etc. Por ejemplo, la cantidad
eficiente de microparticulas que contienen un antigeno a ser entregado para inmunizar un individuo, es la cantidad
que tiene como resultado una inmunorrespuesta suficiente para impedir la infeccion con un organismo que tiene el
antigeno administrado.

"Directamente unido": Tal como se lo utiliza en la presente, la expresién “directamente unido”, en la medida en que
se refiere a una fijacién covalente de una entidad a otra (por ejemplo, un modificador unido a un ligador succinamida)
significa que las dos entidades estan conectadas entre si mediante un enlace covalente. Por ejemplo, en el presente
documento se describe un modificador unido a ligadores succinamida, por lo cual el punto de fijacion del ligador
sucinamida es un enlace amida. Un modificador adecuado podria ser cualquier modificador que comprenda una
funcionalidad amina (o forma protegida de la misma), que forma un enlace amida al reaccionar con el grupo acido
carboxilico de un ligador acido succinico adecuado.

"Indirectamente unido": Tal como se lo utiliza en la presente, la expresion “indirectamente unido”, en la medida en
que se refiere a la fijacion covalente de una entidad a otra (por ejemplo, un modificador unido a un ligador
succinamida) significa que las dos entidades estan conectadas entre si por intermedio de una ligacion de resto (a
diferencia de un enlace covalente directo). Por ejemplo, en el presente documento se describen modificador unidos a
ligadores succimamida, con lo cual el punto de fijacion al ligador succinamida es un enlace amida. Un modificador
podria ser cualquier modificador que comprende una funcionalidad, que puede estar “encapuchada” con una resto
quimico que comprende un grupo amida, o forma protegida del mismo, de manera tal que el modificador amida—
capuchonado podria ahora formar un enlace amida al reaccionar con el grupo acido carboxilico de un ligador acido
succinico adecuado.

"Residuo aminoacilo natural": La expresion residuo amino acilo natural, tal como se la utiliza en la presente se
refiere a uno cualquiera de los aminoacidos L comunes que se presentan naturalmente en las proteinas de
presentacion natural: glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle), lisina (Lys), arginina (Arg),
histidina (His), prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr), fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr), triptéfano (Trp), acido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), asparagina (Asn), glutamina (GlIn), cisteina (Cis) y metionina(Met).

"Residuo aminoacilo no natural”: La expresion residuo amino acilo no natural, tal como se la utiliza en la presente
se refiere a cualquier aminoacido que no sea un aminoacido natural. Esto incluye, por ejemplo, los radicales a—, -,
w—, D—, L— aminoacilo, y los compuestos de la formula general

js\ﬁ/kn/‘%

en la que la cadena lateral R es diferente de las cadenas laterales de aminoacidos que se presentan en la naturaleza.

"Aminoacilo": En términos mas generales, la expresion amino acilo, tal como se la utiliza en la presente, abarca
aminoacidos naturales y no naturales.

"PHF" se refiere a poli(1-hidroximetiletilenhidroximetil-formal).
"CPT" se refiere a camptotecina.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra un experimento de liberacién de profarmaco dado a titulo de ejemplo, a partir de PHF-CPT en
plasma de rata a 37 °C. Inserto: linealizacion logaritmica de la cinética PHF—CPT. Valores medios tomados de dos
experimentos independientes, para todos los puntos SD<10% de la media, p<0,05.

La Figura 2 ilustra un estudio de la dinamica de los tamafos de los tumores, dados a titulo de ejemplo, en ratones
desnudos con xenoinjertos LS174t. Flechas: inyecciones de farmacos (qwx3). Obsérvese que aun la dosis
conjugada mas pequefa es mas activa que el control Irinotecan. Estadisticas: n=10 por grupo, variaciones estandar
dentro del 25% de la media, no mostrada por razones de claridad en la figura.
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La Figura 3 ilustra dindmicas de volumenes de tumores en los animales sobrevivientes con xenoinjertos LS174t, n
=10 por grupo, dosis iguales (160 nm/kg de CPT) de Irinotecan y PHF-CPT.

La Figura 4 ilustra un estudio de supervivencia de animales dado a titulo de ejemplo correspondiente al estudio de la
dinamica de los tamafos de los tumores de la Figura 3.

La Figura 5 ilustra un experimento de biocinética, dado a titulo de ejemplo, de conjugado de PHF-CPT (médula
espinal PHF 111IN-DTPA etiquetado y CPT 3H etiquetado).

La Figura 6 ilustra un experimento de biodistribuciéon dado a titulo de ejemplo del polimero portador (111In) y CPT
(3H) 24 horas post administracion IV de PHF-CPT doblemente etiquetado. Xenoinjerto: HT29, tumores de 0,1-0,15
ml; n=6 por grupo.

La Figura 7 ilustra un experimento de microdistribucion dado a titulo de ejemplo de CPT en tejido de tumor a las 24
horas post administracion de PHF-CPT. Imagenes de fluorescencia de CPT (izquierda) y contraste de fase
(derecha) de la misma region. Rebanada sin tefiir, no unido. Campo: 80 x 130Pm.

La Figura 8 ilustra una distribucion operativa porcentual dada a titulo de ejemplo del tejido entre CPT y PHF=CPT.
Xenoinjerto HT29 en ratones desnudos (n=6), administrado por IV a razén de 20 mg de CPT por kg, 48 horas
después de la inyeccion, % de dosis por gramo de tejido. Nivel 26X de CPT En Tumor con dosis de Fleximer 5X en
circulacion con Fleximer—CPT.

DESCRIPCION DETALLADA DE DETERMINADAS FORMAS DE REALIZACION DE LA INVENCION

Seguidamente se describiran de manera mas particular y se destacaran en las reivindicaciones determinadas formas
de realizacién de la invenciéon. Debe entenderse que las formas de realizacion particulares de la invencion se
muestran a titulo de ilustracion y no tienen por objeto servir de limitaciones de la invencion.

Al estar orientada a la necesidad de conjugados polimeros solubles completamente biodegradables no bioadhesivos
para uso en aplicaciones biomédicas, en un aspecto, la presente invencidon provee novedosos conjugados
portadores, en donde el portador ha sido modificado quimicamente por fijacion covalente de (bio)moléculas
pequenas/grandes o de otros restos (in)organicos (es decir, modificadores) por intermedio de enlaces que contienen
monosuccinamidas opcionalmente sustituidas.

De esta manera, en ciertas formas de realizacion, la invenciéon provee un conjugado que comprende un portador
sustituido con una o varias apariciones de un resto que tiene la estructura:

e

2

en donde el portador comprende

(a) un poliacetal biocompatible biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion de poliacetal tienen la siguiente estructura quimica:

R R® RS

T

—© c'—o—=c, R"}

| , "
R? R RS

en donde para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un
grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico,
arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unldo a C1, R* incluye un atomo de carbono
covalentemente unido a Cy; n es un nimero entero; cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible
y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que conS|ste en hidrégeno, alifatico, aliciclico,
heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo y heteroarilo; y para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, al
menos uno de R', R R®, R4 R® y R® compren de un grupo funcional apropiado para acoplarse con una
succinamida a traves de un enlace de éster; o

(b) un policetal biocompatible biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion del policetal tienen la siguiente estructura quimica:
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R
R R® RS |
| | | o) R?
Fo—q—o—e—; T
n
R R* RS |L2 Flt“

(0]

en donde cada aparicion de R’ y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido
aCiuOCy; R mcluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cy; n es un nimero entero; cada aparicion
de R®, RY, R® y R®'es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que
consiste en hidrégeno alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroalnmchco arllo X heteroarllo y para cada
aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R", R4 R, R, R y R® comprende un grupo
funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster;

en donde cada aparicion de M es, de modo independiente, un modificador que es una pequefia molécula que tiene
un peso molecular = 1,5 kDa y en donde el modificador comprende una funcionalidad amina o esta quimicamente
modificado de modo que comprende un grupo funcional apropiado para el enlace covalente con un acido succinico
opcionalmente sustltwdo através de la formaC|on de un enlace de amida; ¥™V'denota una unién directa o indirecta
de M con el ligador L"; y cada aparicion de L™ es, de modo independiente, un ligador que contiene succinamida
opcionalmente sustltwda en donde el modificador M esta directa o indirectamente unido con el ligador de
succinamida a través de un enlace amida y el portador esta ligado directa o indirectamente a cada aparicion del
ligador de succinamida a través de un enlace de éster.

En ciertas formas de realizacion, cada aparicién de LM comprende, de modo independiente, un resto que tiene la
estructura:

O

S o

en donde

denota el sitio de unién con el modificador M;
\ /\
@)

denota eI sitio de unlon con eI portador g es un numero entero de 0_41\ R" es hidrégeno o alquilo, alquenilo, —
C(= O)R -C (= O)OR -SR™ SO,R™; en donde cada aparicion de R es, de modo independiente, hidrégeno,
alquilo, alquenllo alqumllo C|cloanU|Io mcloalquemlo cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo,
heterocicloalquilo,  heterocicloalquenilo,  heterocicloalquinilo,  heteroalifatico,  heteroaliciclico,  aromatico,
heteroaromatico, arilo, heteroarilo; R es, de modo independiente, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo, cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heterocwloalquno heterocicloalquenilo,
heterocmloalqumllo heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arilo, heteroarilo, -C(=0)R** 0 —ZR**, en donde Z es -O—, -S—, —
NR?®, en donde cada aparicion de R y R?® es, de modo independiente, hidrégeno o un resto de alquilo, alquenilo,
anunmIo cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heterocicloalquilo,
heterocicloalquenilo, hctcrocicloalquinilo, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo.

En ciertas formas de realizacion, R"es hidrégeno.

En ciertas formas de realizacion, cada aparicion de R?es hidrégeno. En ciertas formas de reahzamon una o varias
apariciones de R%es alquilo C1-10. En ciertas formas de realizacion, una o varias apariciones de R%es alquilo C_s.
En determinada forma de realizacion, una o varias apariciones de R%es un grupo hidrofébico. En determinada forma
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de realizacién, una o varlas apariciones de R?es un grupo hidrofilico. En determinada forma de realizacion, una o
varlas apariciones de R?es un grupo aniénico. En determinada forma de realizacion, una o varlas apariciones de

R?es un grupo cationico. En determinada forma de realizacion, una o varias apariciones de R?es un ligando de
receptor.

En ciertas formas de realizacion, los conjugados de la presente invencion tienen la estructura general:

)
[E\NW‘N O-4-FPORTADOR

_ (R, .
o q Jy

en donde R?y q son tal como se definieron con anterioridad, “wA*denota unién directa o indirecta de M con el

ligador de succinamida; y t es un nimero entero que designa la cantidad de restos de modificador conjugados con el
portador.

Estos conjugados realizaron una liberacion en fase dual de los restos de modificador (M), tal como se indica en el
esquema 1 siguiente:

Ezguema 1

E'. j fase 1 OH fase 2
B @3 e

portadar -CH o
unién directa o

AN TR
indirecta Y
/ d
H (=i union directa) o ligador
secundario, por ejemplo,
residuo de aminoacido (si
union indirecta)

La liberacion de fase dual procede con un clivaje de enlace de éster (con liberacion de portador—OH) y simultanea
formacion de M—succinimida en el lado de la amida, seguido de posterior hidrdlisis del resto de M—succinimida (con
liberacion de M). El proceso de liberaciéon puede proceder con formacion de subproductos en la fase 1 y/o la fase 2.
Por ejemplo, un subproducto que se puede formar en la fase 1 incluye:

(]
OH
H (Rz)q
o s
donde
[PaV AVl

denota unién directa o indirecta de M. De modo similar, un subproducto que se puede formar en la fase 1 incluye:

0

J
W N lW
H (RZ)q
o

?
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donde Y™V denota hidrogeno (si unién directa) o un ligador secundario (si unién indirecta).

En un aspecto, la invencion comprende conjugados de farmaco—portador, en donde uno o varios restos de farmaco
(por ejemplo, PM mas pequefio o igual que aproximadamente 1,5 kDa) se unen covalentemente al portador a través
de un ligador de succinamida opcionalmente sustituido, ya sea directa o indirectamente.

Tal como se traté con anterioridad, estos sistemas desarrollan una liberacion en fase dual de restos de farmaco, tal
como se indica en el siguiente esquema 2:

Esguema2
o
U fase 1 o fase 2
farmacuwl portad |l§rEFaC|Un de farmaco - 4, liberacion de farmaco
farmacu farmaco
o ¥ -
@y portadaor -OH ) H
unian directa o . N‘H)) n’f,
indirecta
/4
_ H (=i unian directa) o ligador
farmacao secundario, por ejemplo,

liberacian de farmaca residua de aminoacido (si
unian indirecta)

Tal como se traté con anterioridad, se pueden formar subproductos en el proceso.

Se han realizado intentos por emplear ligadores de succinamidoésteres con el grupo amida en el lado del portador,9
que no dio como resultado una liberacion de farmaco en fase dual. En el sistema de la invencién, el
succinamidoéster se orienta de modo tal que el éster se forme en el lado del portador, mientras que el carboxilo
opuesto forma un enlace amida con un modificador con contenido de amina (por ejemplo, farmaco o derivado de
farmaco).

En ciertas formas de realizacion, el sistema de liberaciéon de farmaco en fase dual, tal como se aplica a moléculas de
farmaco (es decir, como modificadores) permite la manipulacion de preparaciones macromoleculares solubles,
potencialmente direccionables con nueva farmacocinética y reducida toxicidad. En ciertas formas de realizacion, el
sistema de la invencién incluye componer un conjugad hidrofilico de portador-farmaco que libere un profarmaco
lipofilico (por ejemplo, profarmaco de CPT que tiene un anillo lactona estabilizado), que, a su vez, libera la sustancia
farmacologica activa localmente (intra— y extracelularmente), sin necesidad de previa metabolizacién por el complejo
hepatico microsomal P450.

Las ventajas potenciales del sistema liberacion en fase dual, cuando se aplica a farmacos incluyen: (1) la capacidad
de preparar conjugados de farmaco—portador hidrosolubles que, por ejemplo, se pueden administrar por via
intravenosa. (2) activacion del profarmaco intermediario (lll) “in situ” mas que en el higado, de modo que son
posibles la administracion local y el direccionamiento [el solicitante ejemplificd esta forma de realizacion con CPT
como el farmaco. Distinto que con otros profarmacos de CPT, por ejemplo, irinotecano, el profarmaco de CPT
intermediario esta activado de hecho “in situ”]. (3) el método de la invencién puede permitir la liberacién de ciertos
farmacos en forma estabilizada (en forma del intermediario de farmaco—succinimida) (como es el caso de CPT, que
se libera en una forma lactona—estabilizada), que asegura la deposicion del profarmaco en tejidos y bajas
velocidades de redistribucion y transferencia a la orina.

Esta invencion difiere de los sistemas de liberacion de farmacos existentes en al menos las siguientes formas:

(1) En sistemas de liberacion de farmaco conocidos en la técnica, el farmaco se pretende liberar en general en
una etapa. Por el contrario, la presente invencioén incluye (i) liberacion de una molécula succinimidada o de
farmaco (profarmaco) o una combinacion de formas succinimidadas y succinamidadas; y (ii) liberacion del
farmaco de la molécula de farmaco succinimidada o succinamidada.

(2) En sistemas de liberacion de pequefias moléculas que contienen un grupo ligador de succinamidato entre la
molécula de farmaco y el portador conocido en la técnica, el farmaco esta conectado con dicho ligador a través
de un grupo éster. El farmaco se libera, en consecuencia, en una etapa, mientras que el ligador queda
conectado con el portador.

También se ha de entender que debe brindar una consideracion al tamafio (peso molecular) de los modificadores
que se pueden usar en la practica de la presente invencion. Por ejemplo, tal como se describe con mayor detalle en
el Ejemplo 11, la reaccion de ciclacion—eliminacion que resulta en la liberacion de profarmaco succinimidado implica
el plegamiento del succinamidoéster en una estructura de intermediario ciclico (ver, por ejemplo, los esquemas 1y
2), con posterior ataque nucleofilico intramolecular sobre el carbono del éster. Sin desear estar ligado por cualquier
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teoria particular, el impedimento estérico de un modificador a granel (por ejemplo, proteina) puede prevenir tal
plegamiento y, por ende, interferir significativamente con la liberacién del farmaco, haciendo que los modificadores
no sean apropiados para la liberacién del farmaco en fase dual. La presente invencion describe una clase de
modificadores que son apropiados para la liberacion de farmaco en fase dual como modificadores con PM inferior a
1,5 kDa. La invencion puede utilizar derivados de acido succinico no sustituidos o sustituidos y se puede usar en
combinacién con una variedad de sustancias farmacolédgicas que incluyen agentes antineoplasicos, antiinfecciosos y
anestésicos.

Portadores

Un portador apropiado puede comprender una o varias funcionalidades que pueden reaccionar, en condiciones
apropiadas, con un anhidrido succinico opcionalmente sustituido que tiene la estructura:

0O
2y 1

(R%)q o

O
para formar un portador succinilado que tiene la estructura:

o
Lo
portador d OH
o (R%),
- = s

o una de sus sales; en donde s es un numero entero que designa la cantidad de sitios de succinilacion en el portador,
q es un numero entero de 0—4; y cada aparicion de R? es, de modo independiente, hidrogeno, halégeno, —CN, NO,,
un resto de alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heterociclico, arilo, heteroarilo, aromatico, heteroaromatico o —GRG1,
en donde G es ~O—, -S—, -NR®—, — C(=0)—, -S(=0)—, SO, —-C (=0)O—-, —C(=0)NR®*~, —~OC(=0)-, -NR®*C(=0)-,
—OC(=0)0—-, — OC(=0)NR®%-, —NRGZC(=O%O—, -NR®C(=O)NR®-, - C (= )~ ~C(=8)S—, ~SC(=S)-, ~SC(=8)S~, -
C(=NR%)-, _C(ENR®)0-, ~C(=NR®)NR®—, —OC(=NR®)-, -NR2C(=NR®®)—, -NR%SO»-, ~NR¥SO,NR®~ 0 —
SO:NR®-, en donde cada aparicion de R®' R®*? y R es, de modo independiente, hidrogeno, halégeno o un
derivado opcionalmente sustituido de alifatico, heteroalifatico, aliciclico, heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico,
arilo o heteroarilo.

En otras formas de realizacion determinadas, un portador apropiado puede comprender una o varias funcionalidades
que pueden reaccionar, en condiciones apropiadas, con un anhidrido succinico opcionalmente sustituido (como
antes), acido succinico,

R?)q

0]
o L
(
O

dihaloanhidrido de succinilo,

R?)q

Y
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X = haluro

éster succinico

HO
OR

(R?)q

o cualquier otro reactivo para succinilacion.

En otras formas de realizacion determinadas, un portador apropiado puede comprender una o varias funcionalidades
que pueden reaccionar, en condiciones apropiadas, con un acido succinico opcionalmente sustituido que tiene la
estructura:

R1

l o)
M N \)J\
' | OH

(R?)
0 4 ,

en donde q y R¥son tal como se definieron con anterioridad; M es un modificador; ~\"denota unién directa o
indirecta de M con el resto de succinilo; y R"es hidrégeno, —C(=O)R1A, —C(=O)OR1A, -SR™ SO,R™ o un resto de
alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heterociclico, arilo, heteroarilo, aromatico, heteroaromatico, en donde cada
aparicion de R"™ es, de modo independiente, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo,
cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo,
heterocicloalquinilo, heteroalifatico, heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico, arilo o heteroarilo; para formar un

conjugado que tiene la estructura:
T‘
M hanna i
% Q—= portador
(R"),
© t

q

en donde t es un numero entero que designa la cantidad de restos de modificador conjugados con el portador.

En ciertas formas de realizacion, cuando el portador es un polimero, aproximadamente 2 a aproximadamente 25%
de mondmeros comprende un modificador M, con mayor preferencia, aproximadamente 5 a aproximadamente 20%,
con mayor preferencia, aproximadamente 5 a aproximadamente 18%, con mayor preferencia, aproximadamente 5 a
aproximadamente 15%, con mayor preferencia, aproximadamente 6 a aproximadamente 15%, con mayor
preferencia, aproximadamente 6 a aproximadamente 14%, con mayor preferencia, aproximadamente 7 a
aproximadamente 13%, con mayor preferencia, aproximadamente 7 a aproximadamente 12%, con mayor
preferencia, aproximadamente 8 a aproximadamente 12%, con mayor preferencia, aproximadamente 9 a
aproximadamente 12%, con mayor preferencia, aproximadamente 10 a aproximadamente 12%, con mayor
preferencia, aproximadamente 9 a aproximadamente 11%, con maxima preferencia, aproximadamente 10 a
aproximadamente 11%.

Los conjugados de la invencién pueden encontrar un uso en aplicaciones biomédicas, tales como ingenieria de
genes de entrega de farmacos y de tejidos. El portador es biocompatible y biodegradable. En determinadas formas
de realizacion, el portador es una macromolécula, polimero soluble, nanoparticula, gel, liposoma, micela, sutura o
implante. La expresion “polimero soluble” comprende polimeros biodegradables biocompatibles tales como un polial
(por ejemplo, poliacetal o policetal hidrofilico). El portador puede ser hidrdfilo.
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Los portadores utilizados en la presente invencion son poliacetales o policetales biodegradables biocompatibles que
comprenden al menos un enlace hidrolizable en cada unidad monémero posicionado dentro de la cadena principal.
Esto asegura que el proceso de degradacion (por intermedio de hidrdlisis/desdoblamiento de las unidades
monomeéricas) resultara en la fragmentacion del polimero conjugado en los componentes monoméricos (es decir,
degradacién) y confiere a los conjugados polimeros de la invencidon sus propiedades biodegradables. Las
propiedades (por ejemplo, solubilidad, bioadhesividad y caracter hidrofilo de los conjugados de polimeros
biodegradables biocompatibles pueden modificarse mediante subsiguiente sustitucion de grupos hidroéfilos o
hidréfobos adicionales. Ejemplos de polimeros biodegradables biocompatibles pueden hallarse entre otros en las
patentes US 5.811.510, 5.863.990 y 5.958.398; solicitud de patente provisional US 60/348.333; solicitud de patente
de utilidad US 10/501.565; patentes europeas Nros.: 0820473 y 03707375.6; y solicitudes de patente internacionales
PCT/US03/01017 y PCT/US03/22584. En los documentos mencionados arriba pueden encontrarse una guia acerca
del significado, preparacion y aplicaciones de este tipo de polimeros.

Como se describe en los ejemplos, hemos preparado con éxito conjugados biodegradables biocompatibles que son
hidrofilos, hidrolizables y que comprenden moléculas de farmaco (por ejemplo, camptotecina (es decir, CPT)) unidos
de forma covalente al polimero portador por intermedio de enlaces que contienen monosuccinamida. De esta
manera, en determinadas formas de realizacién dadas a titulo de ejemplo, los portadores adecuados para
implementar la presente invencién son poliacetales o policetales que tienen al menos un atomo de oxigeno
acetal/cetal en cada unidad mondmera posicionada dentro de la cadena principal. Como se expuso en lo que
precede, esto asegura que el proceso de degradacion (por intermedio de hidrdlisis/ desdoblamiento de los grupos
acetal/cetal del polimero) tendra como resultado la fragmentacion del conjugado poliacetal o policetal en
componentes de bajo peso molecular (es decir, una degradacion). De esta manera, un aspecto novedoso de la
presente invencion presente es el que se refiere a la estructura y propiedades de conjugados que comprenden uno o
varios modificadores covalentemente unidos — por intermedio de enlaces que contiene succinamida, a un portador
hidrofilo que tiene grupos acetal/cetal en la cadena principal.

En determinadas otras formas de realizacion de ejemplo, el portador comprende un poliacetal biocompatible
biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de repeticion de poliacetal tienen la
siguiente estructura quimica:

R’ B R
o ::1‘ 0 sg——RL—]—
Lok L

en donde para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un grupo
biocompatible e incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cs; R* incluye un atomo de carbono
covalentemente unido a C2; n es un numero entero; cada aparicion de R, R*, R® y R® es un grupo biocompatible y
esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en hidrogeno, alifatico, aliciclico, heteroalifatico,
heteroaliciclico, arilo y heteroarilo; y para cada aparicién de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R%,
R®, R*, R®y R® comprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace
de éster. En ciertas formas de realizacion, el grupo funcional es un resto hidroxilo.

En otras formas de realizacién de ejemplo, el portador comprende un policetal biocompatible biodegradable, en
donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de repeticion del policetal tienen la siguiente estructura
quimica:

R' R R® T1
| | ¢ T
P S
_I_D CI o C2_T n —'—(}!I —0 Rx—}j
r? R* RS FLQ 'L.

en donde cada aparicion de R y R%es un grupo biocompatible e incluye un atomo de carbono covalentemente unido
a C1u OCy; R incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Co; n es un nimero entero; cada aparicion de
R® R% R® y R® es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en
hidrégeno, alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo y heteroarilo; y para cada aparicion de la
estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R? R R R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para
acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster. En ciertas formas de realizacion, el grupo funcional
es un resto de hidroxilo.

19



10

15

20

25

30

35

ES 2365918 T3

Los ejemplos de restos organicos apropiados son grupos alifaticos que tienen una cadena de atomos en un intervalo
de entre aproximadamente 1 y 12 atomos, hidroxilo, hidroxialquilo, amina, carboxilo, amida, éster carboxilico, tioéster,
aldehido, nitrilo, isonitrilo, nitroso, hidroxilamina, mercaptoalquilo, heterociclo, carbamatos, acidos carboxilicos y sus
sales, acidos sulfénicos y sus sales, ésteres de acido sulfonico, acidos fosféricos y sus sales, ésteres de fosfato,
éteres de poliglicol, poliaminas, policarboxilatos, poliésteres, politioésteres, grupos de utilidad farmacéutica, una
sustancia biolégicamente activa o un rétulo diagndstico.

En ciertas formas de realizacién, en los poliacetales y policetales1 degcritaos c‘itirectam%nte con anterioridad, para cada
aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R, R*, R", R® y R” comprende un grupo funcional
que aumenta la hidrofilicidad del polimero o se adapta para una unién covalente con el ligador de succinamida.

En ciertas formas de realizacion, en los poliacetales y policetales descritos directamente con anterioridad, para cada
aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R% R} R, R® y R® comprende un grupo carbonilo
adaptado para la unién covalente con el ligador LM. En determinadas formas de realizacion de ejemplo, los
poliacetales y policetales descritos directamente con anterioridad, en donde al menos uno de R', R?, R®, R*, R°y R®
comprenden un grupo hidroxilo, se conjugan con uno o varios restos que tienen la estructura:

O

(RAq— O

A=

O-

2
endonde qy R? son como se definen en general con anterioridad y en clases y subclases de la presente.
En otra forma de realizacion mas, al menos uno de R1, R2, R3, R4, R® y R® contiene un resto quiral.

En ciertas formas de realizacion, los portadores biocompatibles biodegradables de la invencién pueden tener
enlaces cruzados. La guia para ligadores cruzados y metodologia de ligacién cruzada en conexidon con poliales en
general se puede hallar, por ejemplo, en la solicitud provisional US N.°: 60/348.333; solicitud de utilidad US N.°:
10/501.565 y la solicitud internacional N.°: PCT/US03/01017.

En determinadas formas de realizacion de ejemplo, el portador es un poliacetal biocompatible biodegradable o un
policetal que esta entrecruzado con epibromhidrina o epiclorhidrina. En ciertas formas de realizacion, la
epibromhidrina o epiclorhidrina esta presente en una cantidad en el intervalo de entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 20% en peso de los poliacetales o policetales biocompatibles biodegradables entrecruzados.

En una forma de realizacion, los poliacetales o policetales biocompatibles biodegradables apropiados para poner en
practica la presente invencion tienen un peso molecular de entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1500
kDa. En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, los poliacetales o policetales biocompatibles
biodegradables tienen un peso molecular de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 1000 kDa.

En ciertas formas de realizacion, los portadores poliméricos se modifican (es decir, se conjugan con uno o varios

modificadores) en uno o ambos términos. Por ejemplo, cuando el portador es un policetal, el portador puede tener la
estructura:

Rl

15

_an

en donde n es un numero entero y R’ puede ser un modificador. Por ejemplo, R’ puede comprender un éster de N—
hidroxisuccinimida o un resto de maleimida para conjugar con proteinas u otras biomoléculas; R* y R pueden
comprender un fosfolipido y un resto especifico blanco tales como anticuerpo, respectivamente, para la modificacion
de liposomas.

En otras formas de realizacion determinadas, los portadores se pueden sustituir en una posicion terminal y una o
varias posiciones no terminales o tanto en una posicién terminal como una o varias posiciones no terminales.
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En ciertas formas de realizacién, el portador es una macromolécula lineal, una macromolécula ramificada, una
macromolécula globular, un copolimero de injerto, un copolimero de peine, una nanoparticula o un portador a base
de lipidos. En determinadas formas de realizacién de ejemplo, el portador a base de lipidos es un liposoma.

En ciertas formas de realizacion, el portador es PHF, una estructura que se muestra a continuacion:

[ H ] H
HOI-gC\ ] HL,T/D H A H
H
Pt G I G-
HOH, T | — HOH
HO/CHZ n

Modificadores

Los modificadores de acuerdo con la invencion incluyen pequefias moléculas que tienen un peso molecular < 1,5
kDa. En determinadas formas de realizacion, el modificador es un resto quimioterapéutico. En determinadas formas
de realizacion, el modificador es camptotecina (CPT), que esta opcionalmente enlazada de manera covalente a un
ligador secundario. En determinadas formas de realizaciéon, el modificador es taxol, que esta enlazado
opcionalmente de manera covalente a un ligador secundario. En determinadas formas de realizacion, el modificador
es iludina, que tiene la siguiente estructura:

o
HO

AALA

OH,

opcionalmente covalentemente ligado a un ligador secundario.

Los ejemplos de moléculas pequefias incluyen farmacos tales como vitaminas, sustancias anti—SIDA, sustancias
anticancer, radionudclidos, antibidticos, inmunosupresores, sustancias antivirales, inhibidores de enzimas,
neurotoxinas, opioides, agentes hipnoéticos, antihistaminas, lubricantes, tranquilizantes, anticonvulsivantes,
miorrelajantes y sustancias antiparkinson, antiespasmadicos y agentes para la contraccion de los musculos que
incluyen bloqueadores de canales, miéticos y anticolinérgicos, compuestos antiglaucoma, agentes antiparasitarios y
compuestos antiprotozoarios, moduladores de las interacciones de matriz entre células y entorno extracelular que
incluyen inhibidores del crecimiento de las células, y moléculas antiadhesion, agentes vasodilatadores, inhibidores
de ADN, ARN o de la sintesis de las proteinas, antihipertensivos, analgésicos, antipiréticos, agentes antiinflamatorios
esteroides y no esteroides, factores antiangiogénicos, factores antisecretorios, anticoagulantes y/o agentes
antitromboticos, anestésicos locales, agentes oftalmicos, prostaglandinas, antidepresivos, sustancias antipsicoticas,
antieméticos y de imagen.

En determinadas formas de realizacion, el modificador puede estar quimicamente modificado de manera de
comprender un grupo funcional (es decir, un grupo amina) apropiado para el enlace covalente con un &cido
succinico opcionalmente sustituido a través de la formacion de un enlace de amida; estando dicho acido succinico
conjugado al portador por medio de la formacion de un enlace éster.

Conjugados

Los conjugados de la invencion comprenden una o varias apariciones de M, donde M es un modificador, en donde
una o varias apariciones de M pueden ser iguales o diferentes. En ciertas formas de realizaciéon, una o varias
apariciones de M son un resto biocompatible. En ciertas formas de realizacién, una o varias apariciones de M son un
resto hidrofilico. En ciertas formas de realizacién, una o varias apariciones de M son una molécula de farmaco. En
ciertas formas de realizacion, una o varias apariciones de M son un resto quimioterapéutico. En ciertas formas de
realizacion, una o varias apariciones de M son un resto de camptotecina.

En otra forma de realizacion determinada, una o varias apariciones de M se unen con el ligador de succinamida ya
sea directamente o a través de un segundo ligador. El ligador secundario puede ser un residuo de aminoacilo, de
modo tal que el conjugado tiene la siguiente estructura general:
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R1‘

en donde p es un numero entero de 1-12; t es un numero entero que designa la cantidad de restos de modificador
conjugados con el portador; y cada aparicion de R es, de modo independiente, hidrégeno, halégeno, —CN, NOg, un
resto alifatico, aliciclico, heteroallfatlco heterociclico, arilo, heteroarilo, aromatico, heteroaromatico o —GR®"
donde G es —O—, -S—, -NR®*- . =C(=0)~, =§(=0)-, =80~ ~C(=0)0-, -C(= =0)NR®%, ~OC(=—0)-, — NR®*C(= 0)— -
OC(= O&O— -0OC( OgNRGZ— —NR C(-0)O-, NR 2C(=0) NR%=, —_C(=S)-, —C(= S)S— —SC(=S)—, —SC(= S;S— -
C(=NR®*?)—, —C(=NR**)0-, —C(=NR**)NR®®, —OC( NRGz)— ~NR®C (=NR%)-, -NR®SO,—, ~NR?SO,NR®— 0 —
SO,NR®’-, en donde cada aparicion de R®', R®? y R® es, de modo independiente, hidrégeno, halégeno o un resto
opmonalmente sustituido de alifatico, heteroallfatlco aliciclico, heteroaliciclico, aromatico, heteroaromatico, arilo o
heteroarilo.

En ciertas formas de realizacion, el ligador secundario es un residuo de a—aminoacilo y el conjugado tiene la
siguiente estructura general:

o) RY o)

|
M‘HQJ\[/N\’(\F)LO sortador
(R?),

R 0

en donde t es un numero entero que designa la cantidad de restos de modificador conjugados con el portador; y R
designa una cadena lateral de aminoacidos natural o no natural.

Como se traté mas en general con anterioridad, en ciertas formas de realizacion, cuando el portador es un polimero,
aproximadamente 2 a aproximadamente 25% de mondmeros comprende un modificador M, con mayor preferencia,
aproximadamente 5 a aproximadamente 20%, con mayor preferencia, aproximadamente 5 a aproximadamente 18%,
con mayor preferencia, aproximadamente 5 a aproximadamente 15%, con mayor preferencia, aproximadamente 6 a
aproximadamente 15%, con mayor preferencia, aproximadamente 6 a aproximadamente 14%, con mayor
preferencia, aproximadamente 7 a aproximadamente 13%, con mayor preferencia, aproximadamente 7 a
aproximadamente 12%, con mayor preferencia, aproximadamente 8 a aproximadamente 12%, con mayor
preferencia, aproximadamente 9 a aproximadamente 12%, con mayor preferencia, aproximadamente 10 a
aproximadamente 12%, con mayor preferencia, aproximadamente 9 a aproximadamente 11 %, con maxima
preferencia, aproximadamente 10 a aproximadamente 11%.

En ciertas formas de realizacién, M es CPT. En ciertas formas de realizacién, M es CPT vy el ligador secundario es
un residuo de aminoacilo. En ciertas formas de realizacién, M es CPT y el ligador secundario es un residuo de glicina.

En otras formas de realizacion, en los conjugados de la invencién, una o varias apariciones de M comprenden un
modificador biolégicamente activo.

En determinada forma de realizacion, el modificador es un resto quimioterapéutico. En ciertas formas de realizacion,
el modificador es camptotecina (CPT). De esta manera, en un aspecto, la presente invencion provee un conjugado
de CPT—portador, en donde CPT vy el portador estan covalentemente unidos a través de un ligador que contiene
succinamida, en donde CPT esta directa o indirectamente unido con el resto de succinamida a través de un enlace
amida y el portador esta ligado directa o indirectamente al resto de succinamida a través de un enlace de éster. En
ciertas formas de realizacidon, CPT esta indirectamente unido con el resto de succinamida por medio de un resto de
aminoacilo. En ciertas formas de realizacion, CPT esta indirectamente unido con el resto de succinamida por medio
de un resto de glicina. El portador es un poliacetal o policetal del tipo descrito en la presente.

En ciertas formas de realizacién, se provee un conjugado de PHF—CPT que tiene la estructura () mostrada en el
esquema 3 siguiente:
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Esguema 3

fase 1

AN .
- E fase 2

en donde n, k y m son nimeros enteros entre 10-300, 1—20 y 0—300, respectivamente.
Tal como se indico con anterioridad, el conjugado (1) puede liberar posteriormente CPT en un proceso de dos fases.

En determinada forma de realizacion, se provee un conjugado de PHF—CPT que tiene la estructura:

0.1n

(1a)

en donde n es un numero entero entre 10-3000.

En ciertas formas de realizacion, se provee un conjugado de PHF-Taxol que tiene la estructura (lI) mostrada en el

siguiente esquema 4:
FA( n k L\(D‘};
o

F‘l‘t‘j—fﬁ}‘“ "T“ - @-«\ o
S S G o

an

Esquema 4

10 en donde n, k y m son nimeros enteros de entre 10-300, 1-20 y 0-300, respectivamente.

Tal como se indico con anterioridad, el conjugado (ll) puede liberar posteriormente taxol en un proceso de dos fases.
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En determinada forma de realizacion, se provee un conjugado de PHF-Taxol que tiene la estructura:

oH OH
o\(o oro
OH 0.1n o J0.9n
o
o
lla
(lla) "
£
TAXOL ;

en donde n es un numero entero entre 10—-3000.

En ciertas formas de realizacion, se provee un conjugado de PHF—iludina que tiene la estructura (lll) mostrada en el
5 siguiente esquema 5:

Esquema §

7 | s

en donde n, k y m son numeros enteros de entre 10-300, 1-20 y 0-300, respectivamente.

Tal como se indicod con anterioridad, el conjugado (lll) puede liberar posteriormente iludina en un proceso de dos
fases.

10 En ciertas formas de realizacion, se provee un conjugado de PHF—iludina que tiene la estructura:
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OH OH '
o]

o (llla)

en donde n es un numero entero de entre 10—-3000.

Los conjugados biocompatibles de la invencidon pueden ser preparados para satisfacer los requerimientos de
biodegradabilidad y caracter hidréfilo. Por ejemplo, bajo condiciones fisiologicas, es posible lograr un equilibrio entre
biodegradabilidad y estabilidad. Por ejemplo, es sabido que las macromoléculas con pesos moleculares mas alla de
un umbral determinado (en general, superior a 50—100 kDa, en funcién de la forma fisica de la molécula) no son
excretados por los rifiones, ya que las moléculas pequefias pueden ser eliminados del cuerpo solamente a través de
la incorporacion por las células y degradacion en compartimientos intracelulares, notablemente los lisosomas. Esta
observacion es un ejemplo de como es posible disefiar materiales funcionalmente estables y ademas
biodegradables mediante la modulacién de su estabilidad bajo condiciones fisiologicas generales (pH = 7,5+ 0,5) y
con un pH lisosomal (pH aproximadamente igual a 5). Por ejemplo, es sabido que la hidrdlisis de los grupos acetal y
cetal es catalizada por acidos, por lo que en términos generales los poliales seran menos estables en un entorno
lisosomal acido que, por ejemplo, en plasma de sangre. Es posible disefiar un test para comparar el perfil de
degradaciéon de los polimeros a por ejemplo, pH=5 y pH=7,5 a 37°C en un medio acuoso y de esta manera
determinar el equilibrio previsto entre la estabilidad del polimero bajo un entorno fisiologico normal y en el
compartimiento lisomal “digestivo” después de la incorporacion por las células. Es posible medir la integridad de los
polimeros en los tests de este tipo, por ejemplo, mediante la HPLC de exclusion de tamafio. Una persona con pericia
en la especialidad puede seleccionar otros métodos adecuados para estudiar diversos fragmentos de los conjugados
degradados de esta invencion.

En muchos casos, sera preferible que a pH = 7,5 el tamano efectivo del polimero no cambie de manera detectable a
lo largo de de 1 a 7 dias y que permanezca dentro del 50% con respecto al tamafio original durante por lo menos
varias semanas. Por otra parte, con un pH=5, el polimero deberia preferentemente degradarse de manera
detectable a lo largo de 1 a 5 dias y haberse transformado por completo en fragmentos de bajo peso molecular
dentro de un marco del tiempo de dos semanas a varios meses. Si bien en algunos casos puede ser preferible una
degradacion mas rapida, por lo general sera mas deseable que el polimero se degrade en las células con una
velocidad que no supere la velocidad de metabolizacion o excrecion de los fragmentos de polimero por las células.
Por lo tanto, en determinadas formas de realizacion, se prevé que los conjugados de la presente invencion seran
biodegradables, en particular al ser incorporadas en las células y relativamente “inertes” con respecto a los sistemas
bioldgicos. Los productos de la degradacion del portador carecen preferentemente de carga y no desplazan de
manera significativa el pH del entorno. Se propone que la abundancia de grupos alcohol puede proveer un bajo
coeficiente de reconocimiento de polimeros por los receptores de las células, particularmente de los fagocitos. Por lo
general las estructuras poliméricas de la presente invencion contienen poco o nada de determinantes antigénicos
(caracteristicos, por ejemplo, de algunos polisacaridos y polipéptidos) y por lo general no comprenden estructuras
rigidas capas de entrar en interacciones de tipo “llave y traba” in vivo a menos que estas Ultimas sean deseables. De
esta manera, se predice que los conjugados solubles, reticulados y sdélidos de esta invencion tendran una baja
toxicidad y bioadhesividad, lo que los hace adecuados para diversas aplicaciones biomédicas.

En determinadas formas de realizacion de la presente invencion, los conjugados biodegradables biocompatibles
pueden formar estructuras lineales o ramificadas. Por ejemplo, los conjugados biodegradables biocompatibles de
poliacetal o policetal de la presente invencion pueden ser quirales (6pticamente activos). Opcionalmente, los
conjugados biodegradables biocompatibles de poliacetal o policetal de la presente invencion puede ser racémicos.

En otra forma de realizacion mas, los conjugados de la presente invencion estan asociados con una macromolécula
0 con una nanoparticula. Los ejemplos de macromoléculas adecuadas incluyen, enzimas, polipéptidos, polilisina,
proteinas, lipidos, polielectrolitos, anticuerpos, acidos ribonucleico y desoxirribonucleico y lectinas. La
macromolécula puede modificarse quimicamente antes de asociarsela con dicho conjugado biodegradable
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biocompatible. Para los efectos de la presente invencion, se considera que el ADN y ARN circular y linear (por
ejemplo, plasmidos) y los asociados supramoleculares de los mismos, tales como las particulas virales, son
macromoléculas. En determinadas formas de realizacion, los conjugados de la invencién no estan covalentemente
unidos con macromoléculas.

En determinadas formas de realizacion, los conjugados de la invencidon son solubles en agua. En determinadas
formas de realizacion, los conjugados de la invencién no son solubles en agua. En determinadas formas de
realizacion, el conjugado de acuerdo con la invenciéon se halla en una forma sodlida. En determinadas formas de
realizacion, los conjugados de la invencién son coloides. En determinadas formas de realizacion, los conjugados de
la invencion se hallan en forma de particulas. En determinadas formas de realizacion, los conjugados de la invencion
se hallan en forma de gel. En determinadas formas de realizacién, los conjugados de la invencion se hallan en una
forma de fibra. En determinadas formas de realizacion, los conjugados de la invencion se hallan en una forma de
pelicula.

Aplicaciones

En un aspecto, un area de aplicacién de la presente invencidon es el tratamiento/quimioterapia de cancer. Sin
embargo, los alcances de aplicacion de la invencion no se limitan a esta area. Otras aplicaciones seran facilmente
evidentes para el lector.

A pesar de las mejoras recientes significativas en las estadisticas relacionadas con el cancer en los Estados Unidos,
el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte. La eficacia de la quimioterapia, que es la principal
modalidad terapéutica, todavia esta limitada por la toxicidad de los farmacos disponibles que impiden elevar la dosis
a niveles que resulten en una remision fiable. Un aspecto de la presente invencion se refiere a la posibilidad de
desarrollar preparaciones quimioterapéuticas nuevas, considerablemente mas eficientes y menos toxicas. El sistema
de la invencion también puede ser util en la inflamacion, control del dolor, y en términos generales, en todas las otras
areas en las cuales es beneficiosa una liberacion prolongada o el apuntamiento de los farmacos.

Los sistemas de entrega de farmacos macromoleculares que han sido estudiados ampliamente durante las dos
Ultimas décadas, han mejorado significativamente las propiedades farmacologicas de varias sustancias
farmacoldgicas y han provisto nuevas herramientas para controlar la entrega del farmaco a las células cancerosas.
Una gran mayoria de conjugados farmacoldgicos antineoplasicos de los cuales se ha informado hasta la presente (a)
son inactivos hasta que la sustancia farmacolégica haya sido liberada del portador macromolecular, y (b) la
sustancia farmacologica se libera o al menos esta destinada a ser liberada, en una etapa. En algunos casos, el
conjugado (por ejemplo, de una proteina) puede ser activo sin liberacion de farmaco desde el portador.

Los beneficios de la asociacion del farmaco con las moléculas del portador se refieren en parte a los siguientes
factores: (1) Solubilizacion de la sustancia farmacologica; (2) acceso restringido de la sustancia farmacoldgica al
intersticio normal debido al gran tamafio hidrodinamico del conjugado, (3) entrega del conjugado a los tejidos
tumorales por intermedio de una mayor permeabilidad y efecto de retencion EPR, y (4) mantenimiento de los niveles
prolongados del farmaco a lo largo de periodos que superan el ciclo de la célula cancerosa. En algunos conjugados
(desarrollados mas recientemente), se refuerza el caracter especifico de la entrega del farmaco a las células
cancerosas por intermedio de la incorporacion de diversos restos de apuntamiento (por ejemplo, anticuerpos) y por
intermedio de hidrolisis, asistida por enzima, de la ligacién que conecta la molécula del farmaco al portador.

En varios estudios preclinicos, los conjugados de farmacos antineoplasicos han demostrado ser menos toxicos que
los respectivos farmacos libres. La actividad antineoplasica de los conjugados (por unidad de la sustancia
farmacoldgica administrada) era usualmente inferior a la de los farmacos no modificados, si bien en algunos casos
es similar o mas elevado 26. Sin embargo, los conjugados son frecuentemente mas efectivos a dosis equitoxicas,
por lo que una pérdida parcial de la actividad antineoplasica esta contrarrestada por la menor toxicidad y por
mayores dosis maximas toleradas.

En un aspecto, el sistema dual de liberacion del farmaco de la invencion afiade dos beneficios importantes: (1) un
aspecto adicional de propiedades controladas del profarmaco liberado (por ejemplo, caracter hidréfobo, afinidad con
respecto a los componentes de la célula, transporte transmembrana, conservacion de la actividad del farmaco,
redistribucion desde el sitio de liberacion); y (2) una posibilidad adicional de regular ambas fases de la liberacion del
farmaco (por lo tanto, por ejemplo, optimizar los niveles activos del farmaco y la duracién de la liberacién en funcion
del ciclo de las células cancerosas).

Como se mencion6é en lo que precede, los portadores tales como los conjugados poliméricos solubles no
bioadhesivos, completamente biodegradables, serian sumamente deseables para llevar la presente invencién a la
practica.

Métodos sintéticos

De acuerdo con la presente invencion, pueden utilizarse cualesquier técnicas disponibles para preparar los
conjugados o composiciones de acuerdo con la invencidon que los incluyen y los compuestos intermedios y
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componentes (por ejemplo, los portadores y modificadores) utiles para prepararlos. Por ejemplo, puede utilizarse
métodos semisintéticos y completamente sintéticos tales como los que se exponen en detalle en lo que sigue.

Portadores

Los métodos para preparar portadores polimeros (por ejemplo, portadores polimeros biocompatibles,
biodegradables) adecuados para su conjugacion a modificadores, son conocidos en la especialidad. Por ejemplo, es
posible encontrar una guia para la sintesis en las patentes US 5.811.510; 5.863.990 y 5.958.398; la solicitud de
patente provisoria US 60/348.333; la solicitud de patente de utilidad US 10/501.565; las patentes europeas Nros.:
0820473 y 03707375,6; y las solicitudes de patentes internacionales PCT/US03/01017 y PCT/US03/22584. La
persona con pericia en la especialidad sabra cémo adoptar estos métodos para preparar portadores polimeros para
su utilizacién en la practica de la invencion.

Por ejemplo, se pueden preparar poliacetales o policetales semisintéticos a partir de polialdosas y policetosas por
medio de un clivaje lateral completo de anillos carbohidrato con peryodato en soluciones acuosas, con posterior
conversion en restos hidrofilicos (por ejemplo, por medio de reduccion del borhidruro) para conjugacion de grupos
hidroxilo con uno o varios modificadores, por medio de un ligador de succinamida. En una forma de realizacion
ilustrativa, los anillos de carbohidrato de un polisacarido apropiado se pueden oxidar por medio de reactivos
especificos de glicol, dando como resultado el clivaje de enlaces de carbono—carbono entre atomos de carbono que
estan conectados con un grupo hidroxilo. Un ejemplo de aplicacion de esta metodologia en dextrano B-512 se
ilustra a continuacion:

d
1 ;—S%
m
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Se puede usar un enfoque similar con levano:
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En una forma de realizacion, un método para formar los conjugados de poliacetal o policetal biodegradables
biocompatibles de la presente invencion comprende un proceso en el que se combina un polisacarido apropiado con

una cantidad eficaz de un agente de oxidacion especifico de glicol para formar un intermediario de aldehido. El
intermediario de aldehido, que es un poliacetal o policetal en si, se puede reducir luego en el correspondiente poliol,

-
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se puede succinular y acoplar con uno o varios modificadores apropiados para formar un poliacetal biocompatible
biodegradable o policetal conjugado que comprende ligaciones que contienen succinamida.

En otra forma de realizacion preferida, se pueden preparar poliacetales o policetales biocompatibles biodegradables
completamente sintéticos para usar en la presente invencion haciendo reaccionar un iniciador apropiado con un
compuesto precursor adecuado.

Por ejemplo, se pueden preparar poliacetales o policetales completamente sintéticos por condensacion de éteres de
vinilo con dioles sustituidos protegidos. Se pueden usar otros métodos, tales como polimerizacion de abertura de
ciclos, en donde la eficacia del método dependera del grado de sustitucion y la densidad de los grupos protectores.

HO-R"—0OH
— o) o) O. _Q
SN N ‘r\r ~R” \r R _]-n

Un experto en la técnica apreciara que los sistemas de disolventes, catalizadores y otros factores se pueden
optimizar para obtener productos de alto peso molecular.

En ciertas formas de realizacion, el portador es PHF que tiene la estructura:

~H .~
HO H HC
HZC}—tc—gz T H2 Hc|: /,cHz
HOHEC/ o7 o e 07 o HOH
Ha | n
- HO 2_

Modificadores
Los modificadores de acuerdo con la invencién incluyen moléculas pequefias que tienen un peso molecular £1,5 kDa.

Tal como se tratd con anterioridad, los modificadores de utilidad en la practica de la invencion se pueden modificar
quimicamente, de modo que comprendan independientemente un grupo funcional apropiado para el enlace
covalente con un acido succinico opcionalmente sustituido a través de la formacién de un enlace de amida; dicho
acido succinico esta conjugado con el portador a través de la formacion de un enlace de éster.

Conjugados

En otro aspecto, la invencion provee un método para preparar un conjugado que comprende un portador sustituido
con una o varias apariciones de un resto que tiene la estructura:

e

2

en donde el portador comprende

(a) un poliacetal biocompatible biodegradable, en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion de poliacetal tienen la siguiente estructura quimica:

R! R® R®

{ o) cl‘ o) c'z RI" }
| |
R? R* RS
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en donde para cada aparicidon de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un
grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico,
arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unldo a C1, R* incluye un atomo de carbono
covalentemente unido a Cy; n es un ntimero entero, cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible
y estd seleccionado, de modo independiente, del grupo que conS|ste en hidrégeno, alifatico, aliciclico,
heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo y heteroarilo; y para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, al
menos uno de R', R R®, R4 R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una
succinamida a traves de un enlace de éster; o

(b) un policetal biocompatible biodegradable. en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion del policetal tienen la siguiente estructura quimica:

R' N T‘
: L ]
° —0—02—'1‘4: e —o—r

R® F‘g !

k2 b L.

3

en donde cada aparicion de R’ y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido
aCy u OC+; RX incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cp; n es un niumero entero; cada aparicion
de R®, RY, R® y R®es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que

onS|ste en hidrogeno, alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo Q’ heteroarllo y para cada
aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R", R4 R:, RY R y R® comprende un grupo
funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster;

en donde cada aparicién de M es, de modo independiente, un modificador que es una pequefia molécula que tiene
un peso molecular = 1,5 kDa y en donde el modificador comprende una funcionalidad amina o esta quimicamente
modificado de modo que comprende un grupo funcional apropiado para el enlace covalente con un acido succinico
opcionalmente sustituido a través de la formacién de un enlace de amida;

~~ denota unién directa o indirecta de M con el ligador LM y cada apariciéon de LM es, de modo independiente, un
ligador que contiene succinamida opcionalmente sustituida, en donde el modificador M esta directa o indirectamente
unido con el ligador de succinamida a través de un enlace amida y el portador esta ligado directa o indirectamente a
cada aparicion del ligador de succinamida a través de un enlace de éster; en donde dicho método comprende las
etapas de:

proporcionar un portador,
proporcionar uno o varios modificadores;

hacer reaccionar el portador con un anhidrido succinico opcionalmente sustituido que tiene la estructura:

@)
(R%)q O

(0]

en donde g es un numero entero de 0—4; y cada aparicion de R? es, de modo independiente, hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo,
heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, heteromcloalz(iumllo heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co, aromatico,
heteroaromatlco arllo heteroarilo, —-C(= O)R 0o —ZR?, en donde Z es —-O-, -S—, -NR*®, en donde cada
aparicion de R y R?® es, de modo independiente, hidrogeno o un resto alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo, cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heterocicloalquilo;
heterocicloalquenilo, heterocicloalquinilo, heteroalifatico, hctcroaliciclico, arilo o heteroarilo;

en condiciones apropiadas para formar un portador succinilado que tiene la estructura:
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o (Rz)q

portador { Y\’\/u\

o su sal; en donde s denota la cantidad de restos de succinilo en el portador;

y hacer reaccionar el portador succinilado con uno o varios restos de modificador (M), en donde al menos un
resto de modificador forman un enlace de amida, ya sea directa o indirectamente a través de un ligador
secundario, con un resto de succinilo presente en el portador; generando asi el conjugado que tiene la
estructura:

0 portador
QO (Rr)u

en donde R?y q son tal como se definieron con anterioridad; ~~ denota union directa o indirecta de M con el
ligador de succinamida; y t es un numero entero que designa la cantidad de restos de modificador conjugados
con el portador que modo que t<s.

En ciertas formas de realizacién, cada aparicion de R? es hidrégeno. En determinada forma de realizacion, una o
varlas apariciones de R? es un resto alquilo C1_10. En determinada forma de realizacion, una 0 varias apariciones de
R? son alquilo C1_6. En determinada forma de realizacién, una o varlas apariciones de R? son un grupo hidrofébico.
En determinada forma de realizacion, una o varlas apariciones de R? son un grupo hidrofilico. En determinada forma
de realizacion, una o varlas apariciones de R? son un grupo anionico. En determinada forma de realizacién, una o
varias apariciones de R® son un grupo catiénico. En determinada forma de realizacion, una o varias apariciones de
R? son un ligando de receptor.

En determinadas formas de realizacién de ejemplo, en la etapa de acoplamiento del portador succinilado, un
subgrupo de los sitios de acido succinamico en el portador queda sin reaccionar.

En ciertas formas de realizacion, el grado de succinilacion en el portador se modula variando la relaciéon de cantidad
de anhidrido succinico vs. cantidad de portador en la etapa de reaccion del portador con el anhidrido succinico
opcionalmente sustituido. De esta manera, la succinilacién se puede controlar seleccionando la relacion apropiada
de anhidrido succinico / portador.

En ciertas formas de realizacion, el grado de incorporacion del modificador en el conjugado se modula variando la
relacion de cantidad de modificador vs. la cantidad de portador succinilado en la etapa de reaccién del portador
succinilado con uno o varios restos de modificador. De esta manera, los contenidos de modificador en el conjugado
se pueden controlar seleccionando la relacién apropiada de modificador/portador succinilado. En ciertas formas de
realizacion, el grado de incorporacion de modificador en el conjugado se determina por el grado de succinilacion del
portador.

En ciertas formas de realizacion, una variedad de modificadores se puede mezclar junto con el portador succinilado
y la mezcla de reaccién se incuba en condiciones apropiadas hasta lograr el grado de conversién deseable. Este
método de puede usar por medio de mezcla de los modificadores y el portador en diferentes relaciones para producir,
en una etapa, bibliotecas de conjugados con diversa composicion y contenido de modificador.

En determinada forma de realizacién, el modificador es un resto quimioterapéutico. En ciertas formas de realizacion,
el modificador es camptotecina (CPT), taxol o iludina. De esta manera, en un aspecto, la presente invencion provee
un método para preparar un conjugado de CPT—portador, taxol—portador o iludina—portador, en donde CPT, taxol o
iludina y el portador se unen convalentemente a través de un ligador que contiene succinamida, en donde CPT, taxol
o iludina esta directa o indirectamente unido con el resto de succinamida a través de un enlace amida y el portador
esta ligado directa o indirectamente al resto de succinamida a través de un enlace de éster. En ciertas formas de
realizacion, CPT, taxol o iludina se une indirectamente al resto de succinamida por medio de un resto de aminoacilo.
En ciertas formas de realizacion, el portador es un poliacetal o policetal, tales como los descritos en la presente. En
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determinadas formas de realizacion de ejemplo, el poliacetal o policetal es PHF. En ciertas formas de realizacion, un
conjugado de PHF—CPT de acuerdo con la presente invencion se puede preparar de la siguiente manera:

_o 0~ o
/ O™ |
C(R’)z
,zl
PHF (RC O
HO
OH

EDC, DMF/H,0 o/(o
pH 6.06.2
o) HO
m

dondem+n+k=1yk=0,11-0,12
y cada aparicion de R2' puede ser

igual o diferente y es tal como 0:(
se define en la presente. 0

En ciertas formas de realizaciéon, un conjugado de PHF-Taxol de acuerdo con la presente invencion se puede
preparar de la siguiente manera:

Q
e
g
COHOINR 0

e

dondem +n+k=1yk=0,11-012 " 4’&(

y cada apariciéon de R2' puede ser )L
o{

igual o diferente y es tal como
[+}
Csﬂsﬁ e
CeHa NH

se define en la presente.

04\

En ciertas formas de realizacion, un conjugado de PHF-iludina de acuerdo con la presente invenciéon se puede
preparar de la siguiente manera:
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piperiding
OMF
H
o. .0 A G,
0.1n 0.9n €0c 2.9n 0.9n
o

CH

Composiciones

En determinadas formas de realizacion, se provee una composicién que comprende cualesquiera uno o varios de los
conjugados expuestos de la presente y un portador o diluyente farmacéuticamente adecuado. En determinadas
formas de realizacion, la composicion comprende un conjugado CPT portador. En determinadas formas de
realizacion, el CPT esta indirectamente unido al resto succinamida por intermedio de un resto amino acilo. En
determinadas formas de realizacion, el CPT esta indirectamente unido al resto succinamida por intermedio de un
resto glicina. En determinadas formas de realizacion, el portador es un poliacetal o policetal, tales como tos descritos
en la presente. En determinadas formas de realizacion dadas como ejemplo, el poliacetal o policetal es PHF. En
determinadas formas de realizacion, la composicion comprende un conjugado PHF—-CPT que tiene la formula (I) o

(Ia).

En determinadas formas de realizacion, la composicion comprende un conjugado taxol-portador. En determinadas
formas de realizacion, el taxol esta indirectamente unido al resto succinamida por intermedio de un resto amino acilo.
En determinadas formas de realizacion, el taxol esta indirectamente unido al resto succinamida por intermedio de un
resto glicina. En determinadas formas de realizacion, el portador es un poliacetal o policetal, tales como los descritos
en la presente. En determinadas formas de realizacion de ejemplo, el poliacetal o policetal es PHF. En determinadas
formas de realizacion, la composicion comprende un conjugado PHF-taxol que tiene la formula (11) o (lla).

En determinadas formas de realizacion, la composicién comprende un conjugado iludina—portador. En determinadas
formas de realizacion, la iludina esta indirectamente unida al resto succinamida por intermedio de un resto amino
acilo. En determinadas formas de realizacion, la iludina esta indirectamente unida al resto succinamida por
intermedio de un resto glicina. En determinadas formas de realizacion, el portador es un poliacetal o policetal, tales
como los descritos en la presente. En determinadas formas de realizacion dadas como ejemplo, el poliacetal o
policetal es PHF. En determinadas formas de realizacion, la composicion comprende un conjugado PHF—iludina que
tiene la formula (Il1) o (llla).

En determinadas formas de realizacion, la invencion provee una composicion en la forma de un gel del conjugado de
acuerdo con la invencién biodegradable biocompatible y un compuesto biolégicamente activo dispuesto dentro del
gel. Como alternativa o a titulo adicional, es posible disponer una etiqueta de diagndstico dentro del gel o
incorporado en la matriz del gel.

En otra forma de realizacion, la invencién provee una composicion en la forma de una solucién del conjugado
poliacetal o policetal biodegradable biocompatible y una entidad farmacéuticamente util, una prodroga o una
macromolécula disuelta dentro de la solucion. Como alternativa o adicionalmente, es posible disolver un farmaco o
una macromolécula dentro de la solucidon. Como alternativa o adicionalmente es posible disolver una etiqueta de
diagndstico dentro de la solucion.

En determinadas formas de realizacion, se provee una composicion que comprende un conjugado biodegradable
biocompatible de la invencion asociado con una cantidad eficiente de un agente terapéutico, en donde el agente
terapéutico esta incorporado y se libera desde dicha matriz de conjugado biodegradable biocompatible por
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degradacioén de la matriz de polimero o difusion del agente desde la matriz a lo largo de de un intervalo de tiempo.
En determinadas formas de realizacion, el conjugado esta asociado de manera no covalente con una cantidad
eficiente de un agente terapéutico. En determinadas formas de realizacion, el agente terapéutico se selecciona del
grupo que consiste en vitaminas, sustancias antiSIDA, sustancias anticancer, radionuclidos, antibioticos,
inmunosupresores, sustancias antivirales, inhibidores de enzima, neurotoxinas, opioides, hipnéticos, antihistaminas,
lubricantes, tranquilizantes, anticonvulsivantes, miorrelajantes y sustancias antiparkinson, antiespasmadicos y
agentes para contraer los musculos que incluyen bloqueadores de canales, mioticos y anticolinérgicos, compuestos
antiglaucoma, compuestos antiparasito y/o antiprotozoarios, moduladores de interacciones entre células y matriz
extracelulares que incluyen inhibidores del crecimiento de las células y moléculas antiadhesion, agentes
vasodilatadores, inhibidores de ADN, ARN o de la sintesis de las proteinas, antihipertensivos analgésicos,
antipiréticos, agentes antiinflamatorios esteroides y no esteroides, factores antiangiogénicos, factores antisecretorios,
anticoagulantes y/o agentes antitromboticos, anestésicos locales, agentes oftalmicos, prostaglandinas,
antidepresivos, sustancias antipsicoticas, antieméticos, agentes de imagen y combinacion de ellos.

En variaciones de esta formas de realizacion, puede ser deseable incluir otros compuestos farmacéuticamente
activos, tales como antiinflamatorios o esteroides que se utilizan para reducir la hinchazon, antibiéticos, antivirales o
anticuerpos. Otros compuestos que pueden incluirse son agentes de conservacion, antioxidantes y rellenos (cargas
inertes), recubrimientos o agentes de abultamiento que también pueden utilizarse para alterar la estabilidad de la
matriz de polimero y/o las velocidades de liberacion del farmaco.

Aditivos utilizados para alterar las propiedades de las composiciones de los conjugados:

En una forma de realizacion preferida, solamente se incorpora el conjugado en el dispositivo o constructo de entrega,
si bien es posible incluir otros materiales biocompatibles, con preferencia, biodegradables o metabolizables, para
procesamiento, conservacion y otras finalidades, tales como tampones y rellenos.

Los tampones, acidos y bases se utilizan para ajustar el pH de la composicién. También es posible incluir agentes
para incrementar la distancia de difusion de los agentes liberados desde el polimero implantado.

Los rellenos son materiales solubles en agua o no solubles en agua incorporados en la formulaciéon para afadir
volumen. Los tipos de relleno incluyen NaCl, manitol, aztcares, polimeros sintéticos, almidones modificados y
celulosas. La cantidad de relleno en la formulaciéon estara tipicamente en el intervalo de aproximadamente 1 a
aproximadamente 90% en peso.

Métodos de uso

La presente invencion comprende conjugados de polimero destinado a ser utilizados en aplicaciones biomédicas,
primariamente (pero a titulo exclusivo) en los campos de la farmacologia, bioingenieria, curaciéon de heridas y
dermatologia/cosméticos. En particular, las aplicaciones médicas para los conjugados de la invencion incluyen
productos farmacéuticos terapéuticos inyectables, productos farmacéuticos de diagnodstico inyectables, geles,
implantes quirurgicos, sistemas para la liberacion controlada de farmacos, aplicaciones para el cierre de heridas
(suturas, broches), dispositivos de fijacion ortopédicos (espigas, varillas, tornillos, tacks, ligamentos), aplicaciones
cardiovascular (stents, injertos) y como farmacos de circulacion prolongada y apuntados. Los conjugados de la
presente invencion también pueden ser empleados como componentes de biomateriales, farmacos, portadores de
farmacos, formulaciones farmacéuticas, dispositivos médicos, implantes y puede asociarse con moléculas pequenias,
entidades farmacéuticamente utiles, farmacos, macromoléculas y piquetes de diagnodstico.

Usos posibles en los métodos de tratamiento

Los conjugados de la invencién pueden utilizarse en métodos para tratar animales (con preferencia, mamiferos, mas
preferentemente, seres humanos). Los conjugados de la presente invencion pueden utilizarse en un método para
tratar animales que comprende administrar al animal un conjugado biodegradable biocompatible de la invencion. Por
ejemplo, es posible administrar los conjugados de acuerdo con la invencién en la forma de polimeros lineales
solubles, copolimeros, conjugados, coloides, particulas, geles, items solidos, fibras, peliculas, etc. Los conjugados
biodegradables biocompatibles de esta invencion pueden utilizarse como portadores de farmacos y como
componentes de portadores de farmacos, en sistemas de liberacion prolongada de farmacos, preparaciones para
procedimientos quirdrgicos poco invasivos, etc. Las formulaciones farmacéuticas puede ser inyectables,
implantables, etc.

Los conjugados de la invencion pueden utilizarse en un método para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto
que lo necesite, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficiente de al menos un conjugado de la
invencion; en donde dicho conjugado libera uno o varios modificadores en un proceso de fase dual; en donde
dicho(s) modificador(es) es (son) uno o mas agentes terapéuticos adecuados para el tratamiento de la enfermedad o
trastorno.

Los conjugados de la invenciéon pueden utilizarse en un método para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto
que lo necesite, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficiente de al menos un conjugado de la
invencién; en donde dicho conjugado esté asociado con un agente terapéutico, con lo cual:
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el conjugado libera uno o varios modificadores en un proceso de fase dual; en donde dicho(s) modificador(es)
es (son) uno o mas agentes terapéuticos adecuados para el tratamiento de la enfermedad o trastorno y en
donde el agente terapéutico se incorpora en y se libera desde la matriz de policetal biodegradable biocompatible
por degradacioén de la matriz de polimero o por difusion del agente desde la matriz a lo largo de un intervalo de
tiempo.

El modificador puede ser entregado localmente por implantacion de dicho conjugado en el sitio de entrega deseado.

Uno cualquiera o mas de los métodos descritos en lo que precede pueden ademas incluir la administracion de al
menos un compuesto adicional bioldgicamente activo.

El compuesto biolégicamente activo puede ser seleccionado del grupo que consiste en vitaminas, sustancias anti—
SIDA, sustancias anticancer, radionuclidos, antibiéticos, immunosupresores, sustancias antivirales, inhibidores de
enzimas, neurotoxinas, opioides, hipnoticos, antihistaminas, lubricantes, tranquilizantes, anticonvulsivantes,
miorrelajantes y sustancias antiparkinson, antiespasmaodicos y agentes para contraer los musculos, que incluyen
bloqueadores de canales, midticos y anticolinérgicos, compuestos antiglaucoma, compuestos antiparasitos y/o
antiprotozoarios, moduladores de interacciones entre células y matrices extracelular que incluyen inhibidores del
crecimiento de las células y moléculas anti—adhesion, agentes vasodilatadores, inhibidores de ADN, ARN o de la
sintesis de las proteinas, antihipertensores, analgésicos, antipiréticos, agentes antiinflamatorios esteroides y no
esteroides, factores antiangiogénicos, factores antisecretorios, agentes anticoagulantes y/o antitrombdticos,
anestésicos locales, agentes oftalmicos, prostaglandinas, antidepresivos y sustancias antipsicéticas, antieméticos,
agentes de imagen y combinaciones de ellos.

El conjugado puede ademas comprender, o estar asociado con, una etiqueta de diagnostico. La etiqueta de
diagndstico puede seleccionarse del grupo consistente en: is6topos radiofarmacéuticos o radioactivos para
centellografia de rayos gamma y PET, agente de contraste para MRI (Magnetic Resonance Imaging), agente de
contraste para tomografia computada, agente de contraste para el método de formacion de imagenes por rayos X,
agente para el método de diagndstico por ultrasonido, agente para la activacion de neutrones, restos que pueden
reflejar, dispersar o afectar los rayos X, ultrasonidos, ondas de radio y microondas y fluoréforos. Ademas, es posible
monitorear el conjugado in vivo.

El conjugado de la invencion puede utilizarse en un método para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, que
comprende preparar una formulacion acuosa de por lo menos un conjugado de la invencidon e inyectar
parenteralmente dicha formulacion en el sujeto. En determinadas formas de realizacion dadas como ejemplo, el
conjugado comprende un modificador biolégicamente activo. En determinadas formas de realizacion dadas como
ejemplo, el conjugado comprende un modificador detectable.

El conjugado de la invencion puede utilizarse en un método para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, que
comprende preparar un implante que comprende al menos un conjugado de la invencion e implantar dicho implante
en el sujeto. En determinadas formas de realizacién dadas como ejemplo, el implante es una matriz de gel
biodegradable.

Los conjugados biodegradables biocompatibles de la invencion pueden utilizarse como un empaque para una herida
quirirgica desde la cual se ha removido un tumor o crecimiento. EI empaque de conjugado biodegradable
biocompatible reemplazara el sitio del tumor durante la recuperacion y se degradara y disipara a medida que la
herida sane.

En determinadas formas de realizacion, el conjugado estd asociado con una etiqueta de diagnostico para el
monitoreo in vivo.

Los conjugados descritos en lo que precede pueden ser utilizados para el tratamiento terapéutico, preventivo y
analitico (diagndstico) de animales. Los conjugados estan destinados en términos generales para la administracion
parenteral, pero en algunos casos se los puede administrar por otras vias.

En una forma de realizacion, los conjugados solubles o coloidales se administran por via intravenosa. En otra forma
de realizacién, los conjugados solubles o coloidales se administran por intermedio de inyecciones locales (por
ejemplo, subcutaneas, intramusculares). En otra forma de realizacion, los conjugados solidos (por ejemplo,
particulas, implantes, sistemas para la entrega de farmacos) se administran por intermedio de implantacién o
inyeccion.

Los conjugados que comprenden una sustancia bioldgicamente activa (por ejemplo, un farmaco o un vector gen)
pueden administrarse para tratar una enfermedad que responda a dicha sustancia.

Los conjugados que comprenden una etiqueta detectable pueden administrarse para estudiar los patrones y el
aspecto dinamico de la distribucién de etiquetas en el cuerpo de los animales.

Los conjugados que comprenden un antigeno o un componente generador de antigeno (por ejemplo, un plasmido)
pueden administrarse para desarrollar una inmunidad frente a dicho antigeno.
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Aplicaciones para los métodos de entrega de farmacos

Ejemplos de aplicaciones de métodos para la entrega de farmacos aplicables a la presente invencién pueden
encontrarse entre otros en la solicitud de patente provisoria US 60/348.333; en la solicitud de patente de utilidad US
10/501.565; en la patente europea N.°: 03707375.6; y en la solicitud de patente internacional PCT/US03/01017. Los
mismos incluyen conjugados de polial-molécula pequefia—farmaco, portadores modificados por proteina, polial
cationizado, liposomas modificados por polial, nano y microparticulas modificados por polial.

En otra forma de realizacién, los conjugados biodegradables biocompatibles de la presente invencién pueden ser
supervisados in vivo mediante procedimientos de diagnostico adecuados. Tales procedimientos de diagndstico
incluyen la formacion de imagenes por resonancia nuclear magnética (NMR, nuclear magnetic resonance imaging),
formacion de imagenes por resonancia magnética (MRI, magnetic resonance imaging), ultrasonido, rayos X,
centellografia, tomografia de emision de positrones (PET, positron emission tomography), etc. El procedimiento de
diagnostico puede detectar, por ejemplo la disposicion del conjugado (por ejemplo, distribucion, localizacion,
densidad, etc.) o la liberacion de farmacos, profarmacos, compuestos bioldgicamente activos o etiquetas de
diagndstico desde el conjugado biodegradable biocompatible a lo largo de de un intervalo de tiempo. El grado de
aptitud del método depende ampliamente de la forma del conjugado administrado y de la presencia de etiquetas
detectables. Por ejemplo, el tamafio y la forma de los implantes del conjugado pueden determinarse de manera no
invasiva mediante formacion de imagenes por NMR, ultrasonido, tomografia o tomografia de rayos X (“computada”).
La distribucion de una preparacion de conjugado soluble que comprende un radiotrazador emisor de rayos gamma o
de positrones, puede llevarse a cabo mediante centellografia gama o PET, respectivamente. La microdistribucion de
la preparacién del conjugado que comprende una etiqueta fluorescente puede investigarse mediante formacion de
foto imagenes.

A los fines de la presente invencion se da por entendido que la transferencia y disposicion de los conjugados in vivo
pueden regularse mediante la modificacion de grupos incorporados en la estructura del conjugado, tales como
modificadores hidréfobos e hidrofilos, codificadores de carga, ligandos de receptor, anticuerpos, etc. Dicha
modificacion, en combinacion con la incorporacion de etiquetas de diagndstico puede utilizarse para desarrollar
nuevos agentes de diagnodstico Utiles. Estas ultimas pueden disefiarse sobre la base racional (por ejemplo,
conjugados de moléculas grandes o pequefias que ligan componentes de tejido conocidos, tales como receptor de
célula, antigenos de superficie, etc.), asi como a través de la deteccion sistematica de bibliotecas de moléculas
conjugadas modificadas con una variedad de restos con actividades de ligazén desconocidas o poco conocidas,
tales como péptidos sintéticos y oligonucledtidos, moléculas organicas y metalorganicas pequefias, etc.

Componente de interfaz

En una forma de realizaciéon de la presente invencion, el conjugado biodegradable biocompatible puede utilizarse
como un componente de interfaz. La expresion “componente de interfaz”, tal como se usa en la presente, significa un
componente, tal como un revestimiento o capa sobre un objeto, que altera el caracter de la interaccion del objeto con
el entorno bioldgico, por ejemplo, a efectos de suprimir reacciones de cuerpos extrafios, disminuir la respuesta
inflamatoria, suprimir la formacion de coagulos, etc. Debe entenderse que el objeto puede ser microscopico o
macroscopico. Los ejemplos de objetos microscopicos incluyen macromoléculas, coloides, vesiculas, liposomas,
emulsiones, burbujas de gas, nanocristales, etc. Los ejemplos de objetos macroscopicos incluyen superficies, tales
como superficies de equipamiento quirurgico, tubos de ensayo, tubos de perfusion, items que entran en contacto con
tejidos bioldgicos. etc. Se cree que los componentes de interfaz pueden, por ejemplo, proveer al objeto una
proteccion contra las interacciones directas con células y opsoninas y por lo tanto disminuir las interacciones del
objeto con el sistema bioldgico.

Es posible modificar las superficies mediante el conjugado biodegradable biocompatible de la presente invencion,
por ejemplo mediante la conjugacion de grupos funcionales de la medula espinal del polimero conjugado con grupos
funcionales presentes sobre la superficie a ser modificada. Por ejemplo, los grupos aldehido de precursores
biodegradable biocompatible poliacetal o policetal pueden hacerse reaccionar con grupos amino presentes sobre la
superficie en la presencia de cianoborohidruro de manera de formar ligaciones amina. En otra forma de realizacion,
es posible sintetizar un conjugado poliacetal o policetal biocompatible biodegradable de la invenciéon que incluye un
grupo terminal adecuado tal como un poliacetal o policetal que tiene un grupo terminal aldehido. Es posible conectar
un polimero a una superficie mediante la reaccion del grupo terminal.

En otra forma de realizacion mas, es posible ligar un polisacarido adecuado con una superficie para lo cual se hace
reaccionar un extremo reductor o no reductor del polisacarido mediante subsiguiente secuencia de
oxidacion/reduccion y ulterior conversién del resto del polisacarido de manera de producir un conjugado poliacetal o
policetal.

Debe entenderse que los conjugados biodegradables biocompatibles de este invencién puede ser conjugados con

macromoléculas, tales como enzimas, polipéptidos, proteinas, etc., mediante los métodos descritos en la presente
para conjugar los conjugados biodegradables biocompatibles con grupos funcionales presentes sobre una superficie.
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Los conjugados biodegradables biocompatibles de la invencion también pueden ser conjugados con un compuesto
que pueda unirse fisicamente a una superficie por intermedio de, por ejemplo, interacciones hidréfobas, de van der
Waals y electrostaticas. Por ejemplo, los precursores poliacetal o policetal biodegradables biocompatibles pueden
ser conjugados con lipidos, polielectrolitos, proteinas, anticuerpos, lectinas, etc.

En otras formas de realizacion de la presente invencién, es posible producir preparaciones biomédicas de los
conjugados biodegradables biocompatibles de poliacetal o policetal de la invencion, de diversas formas. Se cree que
los componentes de interfaz pueden prolongar la circulacion de portadores de farmaco macromoleculares y
coloidales. Por ello, las moléculas pequefias, los compuestos bioldgicamente activos, las etiquetas de diagnostico,
etc., que se incorporan en tales portadores pueden pasar a través del cuerpo sin estimular una respuesta
inmunogénica ni interacciones significativas por los receptores de las células y las proteinas de reconocimiento
(opsoninas). Por lo tanto, es posible modificar mas aun un conjugado de la presente invencion con un componente
interfaz (por ejemplo, un polimero, tal como polietilenglicol o un polial hidréfilo) de manera tal que la médula espinal
portadora del farmaco del conjugado quede rodeada por un “cepillo” formado por las cadenas de dicho componente
de interfaz. Este ultimo puede modificarse adicionalmente para permitir que conjugado apunte a un determinado
marcador molecular, célula o tejido in vivo.

La invencion se describira ahora especificamente por medio de los siguientes ejemplos. Todas las partes y
porcentajes son en peso, a menos que se establezca otra cosa.

EJEMPLIFICACION

El especialista establecioé una literatura bien establecida de quimica de polimeros para aprovechar, en combinacion
con la informacion contenida en la presente, la guia a las estrategias de sintesis, grupos protectores y otros
materiales y métodos utiles para la sintesis de los conjugados de esta invencion.

Las diversas referencias citadas en la presente proporcionan una informacion de fondo valiosa para preparar
polimeros similares a los compuestos de la invencién descritos en la presente o intermediarios relevantes, asi como
informacion de la formulacion, los usos y la administracion de los conjugados de la invencion que pueden ser de
interés. Se puede hallar guia adicional, entre otros, en (i) Papisov MI. Acyclic polyacetals from polysaccharides. ACS
Symposium Series 786 (2001), 301-314; (ii) Cabodi S., Nenci A., Ong L, Papisov M, Dotto G—P. Targeted drug
delivery to breast cancer cells. Proceedings, Dept of Defense Breast Cancer Resaearch Program Meeting, Atlanta,
GA, 2000; v.1 p. 307; (iii) M. I. Papisov, M. Yin, A. Yurkovetskiy, A. Hiller, S. Choi, A. J. Fischman. Fully
biodegradable hydrophilic polyals (polyacetals and polyketals). 29th Int. Symp. on Controlled Release of Bioactive
Materials, 2002, Seul, Corea. Controlled Release Society, Deerfield, IL, 2002; documento N.° 465; (iv) A.
Yurkovetskiy, S. Choi, A. Hiller, M. Yin, A. J. Fischman, M. |. Papisov. Biodegradable polyal carriers for protein
modification. 29th Int. Symp. on Controlled Release of Bioactive Materials, 2002, Seul, Corea. Controlled Release
Society, Deerfield; IL, 2002; documento N.° 357; (v) M. Papisov, A. Yurkovetskiy, M. Yin, A. Hiller, A. J. Fischman.
Fully biodegradable hydrophilic polyacetals for macromolecular radiopharmaceuticals. 49-th Annual Meeting of The
Society of Nuclear Medicine, Los Angeles, CA, 2002. J. Nuc. Med. 2002, 43:5 (suplemento) p. 377P; (vi) A. V.
Yurkovetskiy, A. Hiller, M. Yin, S. Sayed, A. J. Fischman, M. |. Papisov. Biodegradable polyals for protein
modification. Controlled Release Society’'s Winter Symposium, Salt Lake City, Utah, 2003; (vii) Papisov, A
Yurkovetskiy, M Yin, P Leone, Alan J. Fischman, Alexander Hiller, and Sakina Sayed. Hydrophilic Polyals:
Biomimetic Biodegradable Stealth Materials for Pharmacology and Bioengineering. Proceedings of 226th Natl.
Meeting of American Chemical Society, New York, NY, 2003; (viii) A. V. Yurkovetskiy, A. Hiller, S. Syed, M. Yin, X. M.
Lu, A. J. Fischman y M. |. Papisov. Synthesis of a macromolecular camptothecin conjugate with dual phase drug
release. Molecular Pharmacology, 2004, en prensa.

Mas aun, el profesional se dirige a la orientacion especifica y los ejemplos provistos en este documento relacionados
con varios ejemplos de conjugados y los intermediarios de estos.

Los conjugados de esta invencion y su preparacion se pueden considerar adicionalmente por los ejemplos que
ilustran algunos de los procesos por los cuales se preparan o usan estos compuestos.

De acuerdo con la presente invencién, se puede usar cualquier técnica disponible para elaborar o preparar los
conjugados de la invencién o composiciones que los incluyen. Por ejemplo, se puede usar una variedad de métodos
de sintesis en fase de solucién tales como los descriptos de detalle a continuacion. En forma alternativa o adicional,
los conjugados de la invencidon se pueden preparar usando alguna de una variedad de técnicas combinatorias,
métodos de sintesis paralela y/o sintesis de fase soélida conocidas por la técnica.

Se apreciara que como se describe a continuacion, que se puede sintetizar una variedad de conjugados de
invencion de acuerdo con los métodos descriptos en la presente. Los materiales iniciales y reactivos usados en la
preparacion de estos compuestos estan disponibles en proveedores comerciales tales como Aldrich Chemical
Company (Milwaukee, WI), Bachem (Torrance, CA), Sigma (St. Louis, MO) o se preparan por métodos bien
conocidos por los expertos en la técnica siguiendo los procedimientos descriptos en tales referencias como Fieser
and Fieser 1991, "Reagents for Organic Synthesis", vols 1-17, John Wiley and Sons, New York, NY, 1991; Rodd
1989 "Chemistry of Carbon Compounds”, vols. 1-5 and supps, Elsevier Science Publishers, 1989; "Organic
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Reactions", vols 1-40, John Wiley and Sons, New York, NY, 1991; March 2001, "Advanced Organic Chemistry", 5th
ed. John Wiley and Sons, New York, NY; Larock 1990, "Comprehensive Organic Transformations:A Guide to
Functional Group Preparations”, 2nd ed. VCH Publishers; y otras referencias mas especificamente dirigidos a la
quimica de polimeros. Los métodos que se describen a continuacion son solo ilustrativos de algunos métodos por
los cuales se pueden sintetizar los conjugados de esta invencion y se pueden realizar varias modificaciones a estos
métodos y seran sugeridas a los expertos en la técnica con respecto a la descripcion.

Los materiales iniciales, intermediarios y conjugados de esta invencion se pueden aislar y purificar usando técnicas
convencionales, que incluyen filtracion, destilacién, cristalizaciéon, cromatografia. Estos se pueden caracterizar
usando métodos convencionales, que incluyen constantes fisicas y datos de espectros.

Materiales

Borhidruro de sodio, cianoborhidruro de sodio, metaperyodato de sodio, clorhidrato de 1—[3—(dimetilamino)propil-3—
etilcarbodiimida (EDC), acido dietilentriaminopentacético (DTPA), 4—dimetilaminopiridina (DMAP) y anhidrido
succinico eran de Aldrich, St Louis, MO. InCI3 [In—111] fue de Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA). Piridina
anhidra, alcohol etilico y otros solventes se obtuvieron en Sigma—Aldrich y usaron en purificacion adicional.

La camptotecina se obtuvo de Hande Tech development Co. (Houston, TX). Se obtuvieron dextrano B-512 (Mn
73,000 Da, 188,000 Da) y N-BOC-glicina de Sigma Chemical Company (St Louis, MO). Anhidrido succinico (SA),
borohidruro de sodio, metaperyodato de sodio, clorhidrato de 1-[3—(dimetilamino)propil-3—etilcarbodiimida (EDC),
diisopropilcarbodiimida (DIPC), 4—dimetilaminopiridina (DMAP), acido trifluoroacético, acido clorhidrico e hidréxido de
sodio se adquirieron en Aldrich (St Louis, MO). Otros agentes quimicos, de calidad reactivo o superior, se obtuvieron
en Acros Organics o Fisher Scientific y se usan como se recibieron. Piridina anhidra, alcohol metilico, alcohol etilico,
dimetilformamida, dimetilsulféxido, cloruro de metileno, éter dietilico y otros solventes se obtuvieron de Sigma—
Aldrich y se usaron sin purificacion posterior. Se us6 agua desionizada (resistencia > 18 MQ) para todos los
procedimientos sintéticos y analiticos.

Equipo y métodos

Se realizaron cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) en medio acuoso y cromatografia en fase inversa (RP)
mediante un sistema de HPLC Varian—Prostar equipado con un detector de indice de refraccion modelo BIO-RAD
1755 y detector UV LDC/Milton Roi SpectoMonitor 3000. Se usaron columnas HPSEC Biosil SEC—-125 y Biosil SEC—
400 (BIO-RAD) y Superose—6 de baja presion (Pharmacia) para la cromatografia de exclusion por tamafo. Se
realizo la calibracion de la columna SEC basado en estandares de dextrano y proteina de peso molecular amplio. A
menos que se indique de otro modo, la elucién se realiz6 isocraticamente con 0,9% de NaCl regulado con fosfato 50
mM, pH=7,0.

Se us6 una columna Altima C18 (Alltech, 250 mm x 4,6 mm, microesfera 5 ym) para la determinacion cromatografica
RP de derivados de CPT de peso molecular bajo y productos de degradacion de los conjugados polimero—CPT.

Se llevd a cabo el aislamiento y la purificacion preparativa de polimeros y conjugados poliméricos en una columna
G—25 gel Spectra—Chrom (60 cm x ID 10 cm) equipada con un sistema de administracion liquido Milton—Roy, bomba
peristaltica MasterFlex CL, detector Knauer—2401 RI, colector de fracciones Foxi JR y sistema de adquisicion de
datos Varian—Prostar. Alternativamente, se usé un sistema de dialisis de flujo Quix-Stend (A/G Technology,
Needham, MA) equipado con un cartucho de fibra hueca UFP—10—-C—4MA (limite 10 kDa) en los procedimientos de
volumen alto. Se llevd a cabo la dispersion de luz de correlacion foténica mediante un analizador Brookhaven
ZetaPlus.

Se realizaron RMN proténica y de 3C en espectrometros de RMN Varian Mercuri-300, Bruker DPX—300 y Bruker
Aspect 3000 usando pico de disolvente como estandar de referencia.

Un espectrofotometro UV-visible Cari 300Bio equipado con bloque Peltier multicelda termostatizado y el lector de
placa de 96 pocillos Molecular Devices Co se usaron paras las mediciones espectroscopicas y los estudios de
cinética enzimatica.

Se us6 un sistema LC/MSD serie Agilent 1100 para la caracterizacion de MS de los productos de hidrolisis de PHF—
CPT.

Se obtuvieron ratones nu/nu machos, 18-24 g (8—10 semanas) de Charles River Laboratories, MA.
El cultivo de células HT—29 de adenocarcinoma colorrectal humano fue de ATCC (ATCC HTB-38).

Se realizo el estudio de fotoimagen por medio del microscopio Nikon Eclipse TE300 con sistema 6ptico contraste de
fase de distancia de trabajo largo, montaje de imagen de epifluorescencia, camara CCD y estacion de trabajo de
imagen basado en MacOS.

Las mediciones de radiactividad se realizaron por medio del contador gamma Wallac Wizard 1480 (Perkin Elmer). Se
realizé la centellografia gamma usando la camara gamma Ohio Nuclear con colimador de energia media.
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Conjugados de PHF-CPT

Como se describié antes, la biodegradacion de agentes terapéuticos macromoleculares es un problema importante
pero estudiado incompletamente, incluso para los polimeros mas ampliamente usados. Por ejemplo, hay un riesgo
potencial de que el uso clinico extendido de los conjugados que contienen fragmentos poliméricos no o
biodegradables lentos puede llevar a la vacuolizacion de células a largo plazo (ver, por ejemplo, Bendele A. Seeli J.
Richei C. Sennello G. Shopp G. (1998) Comunicacion breve: renal tubular vacuolation in animals treated with
polietilene—glicol-conjugadod proteins. Toxicological Sciences. 42, 152-7) y overload, development of lisosomal
disease sindrome (ver, por ejemplo, Christensen, M., Johansen, P., Hau C., (1978) Storage ofe polivinilpirrollidone
(PVP) in tissue following long—term treatment with a PVP—containing Vasopressin preparation. Acta Med Scand, 204,
295-298), y a dosis mayores, a otras alteraciones metabdlicas patologicas (ver, por ejemplo, Miyasaki K. (1975)
Experimental Polymer Storage Disease in Rabbits. Virchows Arch. A. Pat. Anat. And Histol., 365, 351-365). El
desarrollo de polimeros biodegradables esencialmente completo, con preferencia, degradacion con formacién de
productos facilmente eliminables o metabolizables de baja toxicidad, parece ser la solucién radical posible
predominante del problema de la deposicion intracelular de largo plazo. Una combinacion de un material
macromolecular y un reactivo de reticulacion que permite la suficiente estabilidad del conjugado en el ambiente
extracelular normal y, por otra parte, la tasa de desintegracion del conjugado aceptable después de la endocitosis,
debe ser mas beneficiosa.

Los poliales completamente degradables esencialmente hidrdfilas, por ejemplo, poli[1-hidroximetiletilenhidroximetil—
formal] (PHF), se han desarrollado e informado como miméticos aciclicos de los polisacaridos (ver, por ejemplo, (1)
Papisov MI, Garrido L, Poss K, Wright C, Weissleder R, Brady TJ. (1996) A long—circulating polymer with
hydrolizable main chain.23-rd International Symposium on Controlled Release of Bioactive Materials, Kyoto, Japan,
1996; Controlled Release Society, Deerfield, IL,; 107—108; and (2) Papisov M.I. (1998) Theoretical considerations of
RES-avoiding liposomes. dv. Drug Delivety Rev., 32, 119-138). Se mostré que estos materiales, que se pueden
preparar sintéticamente y por escision lateral de algunos polisacaridos, son esencialmente (i) no biorreactivos, (ii) no
toxicos y (iii) totalmente degradables, y, en consecuencia, demostraron tener potencial en varias aplicaciones
farmacéuticas (ver, por ejemplo, (1) Papisov MI, Babich JW, Dotto P, Barzana M, Hillier S, Graham—Coco W,
Fischman AJ. (1998) Model cooperative (multivalent) vectors for drug targeting. 25th Int. Symp. on Controlled
Release of Bioactive Materials, 1998, Las Vegas, Nevada, USA; Controlled Release Society, Deerfield, IL,170-171; y
(2) Papisov MI. (2001) Acyclic polyacetals from polysaccharides. (Biopolymers from polysaccharides y agroproteins),
ACS Symposium Series 786, pp. 301-314). Los poliales contienen grupos acetal o cetal sensibles al pH dentro de la
cadena principal, que provee la combinacion deseada de la estabilidad del polimero en medio neutro y alcalino y
desestabilizacion en ambiente acido.

En ciertas formas de realizacién, la presente invencién también se expande el alcance de las potenciales
aplicaciones para poliales hidrofilos y demuestra adecuacion de estos materiales para la preparacion de conjugados
portador—farmaco esencialmente degradables total en sistemas de liberacion del farmaco en fase dual. En
determinadas formas de realizacién del ejemplo, se usa un polial hidréfilo (PHF) para obtener y caracterizar los
conjugados de PHF—CPT.

Camptotecina1 (CPT) es un agente antineoplasico potente con actividad inhibidora de topoisomerasa |. La aplicacion
terapéutica del CPT no modificado esta impedida por muy baja solubilidad en el medio acuoso, alta toxicidad e
inactivacion rapida a través de la hidrdlisis del anillo de lactonas in vivo. La hidrdlisis de la lactona, que es reversible
en medio acido, produce un carboxilato soluble en aguaz. Este ultimo se elimina por los rifiones y causa cistitis
hemorragica, una reaccién adversa grave a la administracion de CPT. La acilacion del hidroxilo del anillo de lactona
(020) aumenta significativamente la estabilidad.

La hidrofilizacion de la molécula de CPT produce formas hidrosolubles, por ejemplo, Irinotecano (CPT-11). Este
ultimo es el profarmaco soluble mas ampliamente usado, que (asi como otros profarmacos de CPT) requieren
activacion endoplasmica, principalmente en el higado, para la conversion en la forma activa (SN385). Tales
profarmacos, activaron el tejido canceroso externo, no son factibles para direccionamiento al tumor asi como a las
células cancerosas.

Las formas macromoleculares y liposémicas de CPT han mostrado mejor eficacia, en comparacién con los analogos
de peso molecular bajo.e‘7 Sin embargo, aun se informé toxicidad en vejiga.8 El sistema de liberacion del farmaco en
fase dual descripto en este documento estaba destinado a manipular genéticamente preparaciones
macromoleculares soluble, potencialmente dirigibles con nueva farmacocinética y toxicidad reducida.

La estrategia de fase dual involucra el ensamblaje de un conjugado hidréfilo que libera un profarmaco de CPT
estabilizado lipdfilo, que a su vez, libera la sustancia farmacoldgica activa en forma local (intra— y extracelular), sin la
necesidad de metabolizacién previa por el complejo microsomal hepatico P450.

El sistema de liberacion modelo desarrollado en este trabajo se basa en una reacciéon conocida, la ciclacion
hidrolitica de los succinamidoésteres. La reaccion produce una escision del enlace éster y la formacién simultanea
de succinimida en el sitio amida. Se han realizado intentos para emplear ligadores de succinamidoéster con el grupo
amida en la parte del portador,9 que no produce la liberacion del farmaco de fase dual. En nuestro sistema, el
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succinamidoéster esta orientado de modo que el éster se forma en la parte del polimero, mientras que el carboxilo
opuesto forma un enlace amida con un farmaco q o derivado de farmaco que contiene amina (en este documento,
CPT—(O20)—glicinato).

La hidrélisis del ligador succinamidoéster produce la escision del farmaco del polimero en la forma de un
succinimidoglicil-CPT ciclico (Esquema 2). La reaccion se cataliza con una base y en medio acuoso se llega a la
terminaciéon en condiciones moderadas. La segunda etapa es la hidrdlisis del enlace éster de glicilo in vivo, que
produce la liberacion del farmaco activo.

Las ventajas potenciales de este sistema de liberacion del farmaco en fase dual, aplicado a CPT, incluyen: (1) e
conjugado es hidrosoluble y se puede administrar por via intravenosa. (2) A diferencia de otros profarmacos de CPT,
por ejemplo, Irinotecano, el profarmaco intermediario se activa “en el sitio” mas que en el higado, de modo que son
posibles la administracién y direccionamiento local. (3) CPT se libera en una forma estabilizada con lactona, lipdfila,
que asegura la deposicion del profarmaco en los tejidos y bajas tasas de redistribucion y transferencia de carboxilato
a la orina.

En este documento, un modelo de conjugado de CPT macromolecular completamente biodegradable con liberacion
de fase dual de un ligador de succinamidoéster no sustituido se sintetiz6 y caracteriz6 in vitro. También se presentan
los resultados iniciales de los estudios de caracterizacion in vivo en curso.

El conjugado se ensambld mediante poli(1-hidroximetiletilen hidroxi—metil formal) (PHF) como un esqueleto. PHF es
un polimero “oculto” biodegradable, altamente hidrdfilo desarrollado en nuestro laboratorio.”"" La biodegradabilidad
del PHF reduce los riesgos potenciales asociados con la administraciéon de dosis grandes de polimeros no
degradables, lo que hace al modelo del conjugado de PHF viable para el desarrollo clinico.

Ejemplo 1. PHF

PHF es un poliacetal aciclico semisintético preparado por la escision lateral exhaustivo del Dextrano B-512. La
escision del peryodato completo de la secuencia (1—>6)—poliglicosido de Dextrano B-512 produce poli(1—
carboniletileno carbonil formal) (PCF). La reduccion del borohidruro de grupos aldehido laterales de PCF da poli(1—
hidroximetiletilen hidroxi—metil formal) (PHF), un copolimero (copoliacetal) de glicerol y glicol aldehido (Ver estructura
mas abajo). La escisioén incompleta en la etapa de oxidacion produce la presencia de grupos glicol vecinos en lugar
de algunos grupos metilol, que es en algunos casos es deseable. Un grado aun menor de escision produce la
presencia de grupos glicol y algunos anillos de carbohidrato en la cadena del polimero.

_ - o
H, HC
HOHzC\C H, 1 » H,

- 'c\s H,OH
Hoﬂzcy N~ \o/c eH—1__-0" \C;:c ?

H
i Ho Hz_n

Propiedades del PHF incluyen los siguientes:

PHF es un polimero hidrosoluble altamente hidréfilo estable en condiciones fisiologicas, pero sometido a hidrélisis
catalizada por protones a Ph lisosémico.

El polimero no mostré toxicidad en los ratones a dosis hasta 4 g/kg IV e IP (dosis mayores no estudiadas). Después
de la administracion 1V, el PHF de peso molecular bajo (<50 kDa) esta casi completamente eliminado por rifiones sin
acumulacion significativa en ningunos tejidos.

El PHF de peso molecular alto y derivados (macromoléculas modificadas por PHF y portadores del farmaco modelo)
que no se elimina por rifidn circulan con vidas medias de hasta 10-25 horas (roedores), con una distribucién final
casi uniforme (acumulacion por g de tejido en RES solo dos veces superior que en otros 6rganos). El ultimo su7q|ere
la carencia de reconocimiento por fagocitos, otras células y proteinas de reconocimiento (propiedades “ocultas”

Se preparé PHF, en escala multigramo, en una variedad de pesos moleculares. La estructura quimica de PHF
permite una amplia variedad de modificaciones y denvahzacnones por medio de grupos OH laterales asi como por
medio de al menos un grupo glicol vecino terminal.?® Varios derivados de PHF se sintetizaron y caracterizaron como
preparaciones biomédicas modelo gconjugados de proteina y molécula pequefa, geles, portadores de farmaco de
circulacion larga, etc.). 2829,30,3132,33.3

Debido a las propiedades “ocultas”, el perfil de biodegradabilidad y la flexibilidad tecnoldgica, PHF es un material
altamente promisorio para varias aplicaciones farmacéuticas y de bioingenieria. En particular, la biodegradabilidad y
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multifuncionalidad del PHF elimina varias limitaciones en el tamafio y la estructura de conjugados de molécula
pequefia, lo que permite, por ejemplo, administracion de dosis alta de lo conjugados de peso molecular alto (>50
kDa) sin el riesgo de deposiciones de polimero de largo plazo en las células.

Se evaluaron varias preparaciones de PHF modelo clinicamente relevantes desarrolladas en nuestro laboratorio en
MGH en estudios colaborativos con la industria farmacéutica. Varios aspectos de la tecnologia del poliacetal se
codesarrollaron con o autorizados por MGH a Novartis, Amgen y Nanopharma. La orientacion adicional para la
preparacion del material poliméricos de PHF se puede hallar, entre otros, en PCT/US03/22584.

El polimero se preparé usando una modificacion acelerada de una técnica previamente descripta12 que permite la
formacion de PHF con 5% de unidades 2,3—dihidroxietilformal que se originan de C2-C3 del dextrano. La
preparacion de dextrano B-512, de 73 kDa (15,15 g, 93,4 mmol por glicopiranésido), se disolvié en 300 ml de agua
desionizada a 0-5°C y se traté con 47,95 g (224,2 mmol) de metaperyodato de sodio en un reactor protegido de luz
durante 3 horas. El yodato de sodio cristalino se extrajo de la mezcla de reaccién por filtracion (filtro de vidrio de 1 p).
El pH del filtrado se ajusté a 8,0 con Na OH 5 N y la solucion resultante se traté inmediatamente con borohidruro de
sodio (7,07 g, 187 mmol, disuelto en 70 ml de agua desionizada) durante 2 horas. El pH luego se ajusté a 6,5 con
HCI 1 N. El producto se desalinizd en Sefadex G25 y se liofilizd; rendimiento: 80%. Los resultados del analisis SEC
fueron Mn=60 kDa e indice de polidispersion (Mw/Mn) de 2,0. Se hallé que el espectro RMN proténico en DMF-
de:D20 (95:5 v/v) concuerda con la estructura esperada del PHF (C1-H a 64,62 t, J=5,2 Hz) con aproximadamente
5% de grupos laterales diol vecinos que se originan de C2—C3 (64,49 d, J=5,2 Hz).

Ejemplo 2. Sal trifluoroacetato CPT-20—(O)—glicinato (CPT-GIi.TFA)

CPT-GIi.TFA, se preparo en dos etapas de acuerdo con el procedimiento informado por Greenwald'®" y modificado

por Minko'®. En breves palabras, CPT se traté con BOC—glicina y DIPC en cloruro de metileno en presencia de
DMAP. EI grupo N-BOC se extrajo con acido trifluoroacético y el CPT-GIi.TFA resultante se cristalinizdé en éter
dietilico. Pureza: > 97% (HPLC, RMN).

Ejemplo 3. PHF-Succinato (PHF-SA).

Se disolvieron PHF (10,00 g, 75,6 mmol), anhidrido succinico (0,76 g, 7,6 mmol) y DMAP (1,2 mg, 0,01 mmol) en 5
ml de piridina anhidra. Después de 18 horas de agitacion a 40°C, la piridina se extrajo al vacio, el residuo se
suspendioé en agua desionizada y el pH se ajusté a 7,0 con NaOH 1 N. El PHF succinilado se desalinizd en Sefadex
G-25 y se liofiliz6 con 86% de rendimiento. El contenido de acido succinico, determinado por titulacion
potenciométrica, fue 10,3% (mol/mondmero). El espectro 'H RMN del polimero (D20) contenia sefales
caracteristicas para los protones de metileno del éster de acido succinico a & 2,66 y & 2,57 (tripletes anchos)
ademas de los protones del metileno y metino (& 3,3-3,8) y acetal (5 4,4—4,7) del esqueleto de PHF.

Ejemplo 4. Conjugado de camptotecina—PHF conjugado (PHF-CPT).

La conjugacion de CPT-GIi.TFA con PHF-SA se realizd por medio de (i) amidacion mediada por EDC del polimero—
succinato con sal de trifluoroacetato de CPT—-20—O—glicinato en medio acuoso o (ii) acoplamiento mediado por DIPC
en condiciones no acuosas (DMF). Se hallé que el primer método (que se describe a continuacion) es mas eficiente,
basado en una velocidad de reaccién superior, producto limpiador y simplicidad de purificacion.

Antes de la sintesis preparativa, se prepararon conjugados con varios contenidos de CPT (aproximadamente 5% a
15% p/p) en menor escala para la solubilidad del ensayo en medio acuoso, que mostré que los conjugados con el
contenido de CPT hasta 10% p/p eran facilmente solubles.

Sintesis preparativa. Se disolvi6 PHF-SA (15,0 g, 10,7 mmol SA) en 150 ml de agua desionizada y mezcl6 con 30 ml
de DMF, se enfri6 a —2°C y se combind con solucion de CPT-GIi.TFA (2,0 g9/3,85 mmol en 20 ml de mezcla 3:1
acetonitrilo/agua). Bajo agitacion intensan, se afadiéo EDC (2,0 g) a la mezcla de reaccion. El pH se ajusté a 5,9-6,0.
Después de 30 minutos de agitacion, la temperatura de la mezcla de reaccion se llevo a temperatura ambiente y la
agitacion continud durante otras 3 horas. La conversion de CPT en este punto fue 93%, sobre la base del HPLC RP
(UV a 360 nm). El pH se ajustd a 5,5 para evitar la liberacion del CPT del conjugado y la mezcla de reaccion se
conservo toda la noche a 8°C. La mezcla luego se diluyé con DMF y agua a 600 ml (contenido de DMF 10% v/v) y el
conjugado se desalinizé en Sefadex G-25, se liofilizo y se conservd a —20 C°. El producto se obtuvo como un sdlido
blancuzco a amarillo palido con contenido de CPT de 7,48% p/p (determinado espectrofotométricamente a 360 nm).
Rendimiento basada en CPT: 80%.

El espectro RMN protonico de PHF-CPT (DMSO—de/D20O) contenia las sefiales caracteristicas para el esqueleto de
PHF modificado por acido succinico: & 3,3—-3,8 (metileno y metino), & 4,4—4,7 (acetal), 6 2,4-2,6 (—CHx—, succinato);
y las sefiales correspondientes a las estructuras de CPT laterales: & 0,95 (t), 6 2,21 (d), & 5,26(m), & 5,46(s), ©
7,20(s), & 7,70(t), 6 7,88(t), d 8,09(d), d 8,18(d), & 8,45(s).

La mezcla de reaccion y las composiciones del producto liofilizado se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1 Composicién del conjugado de PHF—-CPT (por CPT, mol %).

N.° Derivados de CPT Mezcla de reaccion|Productos aislado
1 PHF-CPT 92,8 96,15

2 CPT-Glicinato 1,9 0,32

3 CPT 2,3 0,34

4 CPT—CA (carboxilato) (0,3 0,44

5 CPT-Gly—SA < 0,05 0,53

6 CPT-Gly-SI < 0,05 0,66

7 Otros MW bajo 2,7 1,59

El PHF—CPT sintetizado fue soluble en medio acuoso. HPSEC mostré Mn de = 65 kDa esencialmente sin agregacion
(dispersién luz con correlacion fotonica). Las viscosidades de hasta 20% de soluciones fueron viables para la
inyeccion a través de una aguja de calibre alto usado en los estudios en roedores; la mayor parte de inyecciones se
realizaron a 6% p/p (n=4,05 cps).

Ejemplo 5. Camptotecina—20—(N—succinimidoglicinato) (CPT-SI).

CPT-SI es el profarmaco lipéfilo aislado de los productos de la hidrélisis de PHF—CPT (ver mas adelante). CPT-SI
se sintetiz6 como compuesto control.

PHF-CPT (500 mg) se disolvio en 10 ml de fosfato 0,1 M pH 7,6 y se incubd durante 24 horas a 37°C. La
suspension resultante se diluyé a 150 ml y se extrajo con cloruro de metileno (3x150 ml). Las fases de cloruro de
metileno se combinaron, lavaron con HCI 0,01 N y secaron en sulfato de magnesio. El disolvente se extrajo al vacio.
El residuo amarillo claro se redisolvio en cloruro de metileno, se filtré y seco al vacio para producir 38 mg de un
producto que contiene, de acuerdo con RP HPLC, > 93% de CPT-SI. Se hallé que la solubilidad del CPT-SI en
agua es menor que la de CPT no modificado, <1,0 Mg/ml, vs. 2,5 pg/ml respectivamente.

"H RMN (300 MHz, EDCP®): & 1,01(1, 3H, J=7,4 Hz, C19), & 2,05-2,32 (m, 2H, C18), 5 2,66 (s, 4H, succinimida), &
4,32-4,51(AB, 2H, 17,2 Hz, C—aGli), 5 5,32 (s, 2H, C=5), 5 5,29-5,65 (AB, 2H, 17,3Hz, C-17), & 7,20 (s, 1H, C—14),
57,60 (t, 1H, J=7,5 Hz, C—11), & 7,76 (t,1H, J=7,7 Hz), 5 7,86 (d, 1H, J=8,3, C-12), & 8,20 (d, 1H, J=8,3, C-9), 5
8,32(s, 1H, C-7)

3C RMN: 7,23, 28,36, 29,89, 32,04, 39,53, 50,17, 67,31, 77,45, 96,29, 120,54, 128,23, 128,33, 128,64, 130,00,
130,80, 131,35, 145,14, 146,70, 149,08, 152,46, 157,48, 166,27, 166,78, 175,95.

MS: m/z 488,2 (M+H)
Ejemplo 6. Camptotecin—20—(N—succinamidoglicinato) (CPT-SA, control).

Se disolvieron CPT-GIi.TFA (50 mg, 0,096 mmol) y anhidrido succinico (18 mg, 0,190 mmol) en 2 ml de piridina
anhidra. Después de una agitacion de 18 horas a temperatura ambiente, la piridina se extrajo al vacio. El residuo
soélido se suspendié en agua desionizada y se extrajo con cloruro de metileno, se lavé con HCI 0,01N y se seco en
sulfato de magnesio. La extraccion de disolvente al vacio produjo un soélido amarillo claro (41,4 mg, 85% de
rendimiento) que contiene > 90% de CPT-SA (HPLC con deteccion a 360 nm). LC-MS: m/z 506,2 (M+H). El
producto se usé como estandar de HPLC para la determinacién de la composicion del producto de hidrdlisis de
PHF-CPT.

Ejemplo 7. Preparacién de portadores poliacetal succinilados

Los portadores poliacetal modificados con un grupo succinilo sustituido se prepararon de acuerdo con un
procedimiento analogo al que se describié anteriormente para PHF-SA. En breves palabras, el tratamiento de PHF
anhidro de Mn 60 kDa (10,0 g) en 100 ml de piridina seca con cantidad calculada de derivado de anhidrido succinico
(ver Tabla 2) y DMAP (relacion de anhidrido:DMAP=1:0,1 mol) durante 18 horas a 40°C proporcion6 la conversion
cuantitativa del derivado de acido succinico en el correspondiente PHF—succinato con grado de sustitucion de
unidades estructurales de PHF de aproximadamente 10% (mol). Después de la evacuacion de piridina al vacio, los
PHF—succinatos se disolvieron en agua DI y se purificaron de impurezas de peso molecular bajo por filtracion en gel
en columna Sefadex G-25 equilibrada con agua DI. El producto final se recuperé de la solucién acuosa por
liofilizacion como una espuma con un rendimiento promedio de 85-90%. Los PHF-succinatos son polimeros
hidrofilos facilmente solubles en agua y disolventes organicos polares (piridina, DMF, DMSO). El rendimiento,
composicion y contenido de succinato del polimero se informan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion y propiedades de los portadores de PHF succinilados

Poliacetal modificado'[Derivado de acidofSustitucién de polimero [contenido de succinato* Rendimiento  de

suceinico (calculado) % mol mol/g de polimero polimero, %
PHF-SA IAnhidrido succinico 10 7,0x10~" 86
PHF-MSA IAnhidrido metilsuccinico |10 6,9x10~" 88
PHF-DMSA /Anhidrido 1,110 6,8x10~" 85
dimetilsuccinico
PHF-NSA {’I\)nhl'drido (2-Nonen—-1-15 8,9x10~" 89
i
succinico
PHF-DSA ?\n?)idrido (2—-Dodecen—15 8,6x10~" 91
—i
succinico

") Titulacion potenciométrica

Ejemplo 8. PHF-CPT (PHF-NSA-CPT) ligado a acido (2—-nonen-1-il)— succinico

Se disolvi6 PHF—(2—nonenilsuccinato) (PHF-NSA) (2,5 g, 2,23 mmol NSA) en 50 ml de agua desionizada y se
mezclé con 20 ml de DMF, se enfrié a 0°C y se combind con solucion de CPT-GIi.TFA (454 mg/0,848 mmol) en 15
ml de mezcla 4:1 acetonitrilo/agua). Bajo agitacion intensa, se afiadi6 EDC (500 mg) a la mezcla de reaccion. El pH
se ajustd a 5,9-6,0. Después de 30 minutos de agitacion, la temperatura de la mezcla de reaccion se llevéd a
temperatura ambiente; la agitacion continué durante otras 3 horas. La conversion CPT—GIi.TFA después de 3 horas
controlada por HPLC (UV a 360 nm) fue >92%. La mezcla de reaccion luego se diluyd con mezcla 1:9 viv de
DMF/agua a 150 ml y el pH de la solucion resultante se ajust6 a 5,5. El conjugado obtenido se desalinizd en Sefadex
G-25 y se liofilizo. El producto se obtuvo como sdlido blancuzco a amarillo palido soluble en agua y disolventes
organicos polares (piridina, DMF, DMSQ). El contenido del conjugado CPT determinado espectrofotométricamente a
360 nm fue 13,0% p/p. Rendimiento basado en CPT: >95%. El contenido del grupo carboxilo residual en el
conjugado fue 4,1x10~* mol/g.

El espectro RMN proténico de PHF-NSA-CPT (DMSO-ds/D,0) contenia las sefiales caracteristicas para el
esqueleto de PHF modificado con acido nonenoilsuccinico: 6 3,3-3,8 (metileno y metino, PHF), & 4,4-4,7 (acetal),
2,6-2,7 (-CH2—, succinato), & 0,96(t) (—CHs, nonenilo), & 1-25-1-35 (—CHx—, nonenilo) & 5,65 y & 5,75. (-CH=,
nonenilo); y las sefiales correspondientes a las estructuras laterales de CPT: & 0,95 (t), & 2,22 (d), & 5,26(m), &
5,46(s), 8 7,20(s), d 7,71(t), & 7,89(t), 6 8,10(d), & 8,18(d), d 8,45(s).

Ejemplo 9. PHF-CPT ligado a acido metilsuccinico (PHY-MSA—-CPT)

Se disolvié PHF—(metilsuccinato) (PHF-MSA) (2,5 g, 1,72 mmol MSA) en 50 ml de agua desionizada y mezcld con
20 ml de DMF, se enfri6 a 0°C y se combindé con solucion de CPT-GIi.TFA (450 mg/0,840 mmol) en 15 ml de mezcla
4:1 de acetonitrilo/agua). Bajo agitacion intensa, se afadié EDC (500 mg) a la mezcla de reaccion. El pH se ajusto a
5,9-6,0. Después de 30 minutos de agitacion, la temperatura de la mezcla de reaccién se llevd a temperatura
ambiente; la agitacion continud durante otras 3 horas. La conversion de CPT-GIi.TFA después de 3 horas controlada
por HPLC (UV a 360 nm) fue >90%. La mezcla de reaccion luego se diluyd con una mezcla 1:9 v/v de DMF/agua a
150 ml y el pH de la solucion resultante se ajusté a 5,5. El conjugado obtenido se desalinizé en Sefadex G-25 y se
liofilizo. El producto se obtuvo como un solido blancuzco a amarillo soluble en agua, solucion salina y disolventes
organicos polares (DMF, DMSO), pH intrinseco 5,7. El contenido de conjugado de CPT determinado
espectrofotométricamente a 360 nm fue 7,65% p/p. El rendimiento basado en CPT: 71%. El contenido de grupo
carboxilo residual en el conjugado fue 3,0x107™* mol/g.

El espectro RMN protonico de PHF-NSA-CPT (DMSO-d6/D20) contenia las sefales caracteristicas para el
esqueleto de PHF modificado con acido metilsuccinico y las estructuras laterales de CPT.

Ejemplo 10. PHF—CPT ligado a acido 1,1-dimetilsuccinico (PHF-MESA-CPT)

Se disolvié PHF—(1,1-dimetilsuccinato) (PHF-DMSA) (2,5 g, 1,70 mmol de DMSA) en 50 ml de agua desionizada y
se mezclé con 20 ml de DMF, se enfrié a 0°C y se combind con solucién de CPT-GIi.TFA (450 mg/0,840 mmol) en
15 ml de una mezcla 4:1 de acetonitrilo/agua). Bajo agitacién intensa, se afiadi6 EDC (500 mg) a la mezcla de
reaccion. El pH se ajusté a 5,9-6,0. Después de 30 minutos de agitacion, la temperatura de te mezcla de reaccion se
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llevd a temperatura ambiente; la agitacion continud durante otras 3 horas. La conversion de CPT-GIi. TFA después
de 3 horas controlada por (UV a 360 nm) ) fue >90%. La mezcla de reaccion luego se diluyd con una mezcla 1:9 viv
de DMF/agua a 150 ml y el pH de la solucién resultante se ajusté a 5,5. El conjugado obtenido se desalinizé en
Sefadex G-25 y se liofilizé. El producto se obtuvo como un sélido blancuzco a amarillo soluble en agua, solucion
salina y disolventes organicos polares (DMF, DMSO), pH intrinseco 5,7. El contenido de conjugado de CPT
determinado espectrofotométricamente a 360 nm fue 6,9% p/p. El rendimiento basado en CPT: aproximadamente
65%. El contenido de grupo carboxilo residual en el conjugado fue 2,9x107™ mol/g.

El espectro RMN proténico de PHF-NSA-CPT (DMSO-d6/D20) contenia las sefales caracteristicas para el
esqueleto de PHF modificado con acido dimetilsuccinico y las estructuras laterales de CPT.

Ejemplo 11. Hidr6lisis de PHF—-CPT

La estabilidad hidrolitica del conjugado PHF-CPT se analiz6 en agua DI y solucién salina isoténica a temperatura
ambiente y pH=5,7, en solucion salina 0,9% regulada con fosfato 0,05 M (pH 7,4) y en plasma de rata recién
preparado a 37°C. La hidrdlisis de PHF—CPT y la acumulacion de los derivados de CPT se controlaron por RP HPLC
mediante un gradiente de 20 minutos de 10-70% de acetonitrilo/agua (ambos disolventes con 0,1% de TFA). Los
resultados se reprodujeron en dos experimentos independientes.

La segunda etapa de la hidrdlisis de CPT-SI se investigé de modo analogo.

La reacciéon de ciclacion—eliminacion (Esquema 2) involucra el plegado del succinamidoéster en una estructura
ciclica intermedia, con posterior ataque nucledfilo intramolecular en el carbono del éster. De esta manera, la reaccion
debe ser sensible para la presencia de (1) sustituyentes voluminosos y (2) sustituyentes que alteran la densidad de
cargo en los carbonos carboxilicos del ligador. La segunda fase también se afecta con los sustituyentes en el anillo
succinimida del profarmaco. En consecuencia, la sustitucion en el ligador de succinato puede ser una herramienta
poderosa para la regulacion del perfil de liberacion del farmaco. Por ofra parte, la sustitucion en el ligador de
succinato puede abrir el camino a la regulacion de las propiedades del profarmaco (hidrofobicidad, transferencia de
transmembrana, afinidad a los receptores celulares, etc.), que también pueden mejorar la farmacocinética.

Otro analogos sustituidos de PHF—-CPT se sintetizan mediante los succinatos de metilo, 2,2—dimetilo y 2—nonen—2—
ilo como se describen en los Ejemplos 7—10. Mediante los procedimientos analogos a los que se describieron antes,
se investigo la liberacion de CPT de estos conjugados en solucion salina regulada por fosfato como se describid
antes. Los conjugados también se analizaron para determinar citotoxicidad en el cultivo de células HT29.

Las soluciones PHF—CPT (pH intrinsico=5,5-5,7 con capacidad buffer fisioldgicamente despreciable) no mostraron
descomposicion significativa después de una semana de conservacion a 8°C o 24 horas a temperatura ambiente. A
pH neutro y ligeramente basico (7,0-7,4) y condiciones moderadas (8—37°C), el conjugado experimentd hidrdlisis
lenta que produce principalmente CPT-20—O—(N-succinimidoglicinato) (CPT-SI). Por ejemplo, la hidrdlisis del
conjugado PHF-CPT (2 mg/ml en solucion salina 0,9% regulada con fosfato 0,05 M, pH 7,4 durante 24 horas)
produjo la liberacion cuantitativa de CPT del PHF—CPT, con lactona CPT-SI (87%), carboxilato de CPT (8%) y
lactona CPT—SA (5%) como los unicos productos detectables. De forma sorprendente, CPT liberado del profarmaco
en estas condiciones estuvo en la forma de carboxilato pero no de lactona, lo que sugiere que el anillo de lactona,
que fue estable en CPT-SI y CPT-SA, se hidrolizd durante la segunda etapa de la liberacion de CPT.

Una tendencia similar pero de composicion de productos hidroliticos ligeramente diferente se observo en plasma de
rata recién preparado, como se muestra en la Figura 1. Esto sugiere la presencia de mecanismos de liberacion de
CPT adicionales, posiblemente mediados por las interacciones con las proteinas plasmaticas. Se hallé que la
escision de CPT (todas las formas) de PHF—CPT es monoexponencial, con tiempo de liberacion medio de 2,2+ 0,1
horas.

El tiempo medio de la posterior hidrélisis de CPT-SI fue durante 20 horas, de acuerdo con las condiciones (la
dependencia del pH exacto y la sensibilidad de la enzima, si hubiera, se determinaran en los estudios en curso).

Los tres analogos sintetizados de PHF-CPT también se investigaron para determinar las primeras tasas de
liberacion de fase. Como se espera, los grupos nonenilo voluminosos (que impiden estéricamente el plegado del
ligador, que es necesario para la ciclacion hidrolitica) disminuyé la tasa de liberacion, mientras que los grupos metilo,
que estabilizan las estructuras ciclicas, la aumenté (Tabla 3; cada resultado se basé en dos experimentos
independientes, n=4—-6 puntos de datos cada uno; para todos los niumeros de SD<10% de la media, p<0,05).

Tabla 3. Velocidades de liberacion comparativas de conjugados de CPT-PHF modificados en PBS a Ph 7,4/37°c

Compuesto Ligador Tiempo de liberacion medio de
CPT, horas
PHF-CPT Gly—succinato 2.1
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Compuesto Ligador Tiempo de liberacion medio de
CPT, horas

PHF-MSA-CPT Gly—(metil succinato) 14

PHF-DMSA-CPT Gly—(2,2—dimetil succinato) 0.6

PHF-NSA-CPT Gly—(2—nonen—2-il succinato) [16.0

Ejemplo 12. Conjugado PHF-SAG-Taxol

El conjugado de Taxol soluble en agua con PHF utilizando ligadura de succinamidoglicina de liberacion de fase dual,
conjugado de PHFsuccinamidoglicina—Taxol (PHF—SAG-Taxol), se ha preparado a partir de Taxol-2’(O)—glicinato y
PHF succinilado.

El Taxol-2'(0)—glicina—NH;2 se obtuvo en dos etapas por medio de la acilacion de Taxol con HO-GIli—Z) (DIPC,
DMAP, CH2CI2) seguido por la desproteccion del grupo amino (Hz, Pd/C, MeOH) con 60% de rendimiento total
[Z=Cbz]. Taxol-2’(O)-Gli—-NH; se conjugdé con PHF—succinato (10% mol de acido succinico, MW 65 kDa) por medio
del acoplamiento mediado por EDC en 50% de DMF acuoso. La sintesis de PHF-SAG-Taxol conjugado se llevo a
cabo en una escala de 2 gramos, a temperatura ambiente, pH 5,5-6,0. Se detectd una conversion cuantitativa
(>98%) de Taxol—glicinato a PHF-SAG-Taxol dentro de las 3 horas. EI PHF-SAG-Taxol se purificdé de las
impurezas de bajo peso molecular por filtracién en gel en una columna G25 Sefadex equilibrada con agua DIl y se
recuperd por liofilizaciéon. Siguiendo el procedimiento anterior, se prepararon conjugados con carga de Taxol que
varia de 6% a 13% (peso). Todos los productos fueron facilmente solubles en agua desionizada y solucion salina. La
estabilidad de los conjugados de PHF-Taxol en medio acuoso se controld por HPLC. Las soluciones acuosas de
PHF-SAG-Taxol fueron estables en condiciones ambientales en un intervalo de pH de 4,5 a 5,5. En condiciones
fisiologicas (PBS, pH 7,4, 37°C) el farmaco se liber6é del conjugado con una vida media de 1,5+0,2 horas, lo que
produce una mezcla de Taxol-2'(O)—(succinimidoglicina) y Taxol en una relacion de 1,5: 1,0. En estas condiciones,
éster de Taxol—2'(O)—(succinimidoglicina) se hidrolizé a Taxol con vida media de aproximadamente 3 horas. La
actividad antitumoral de la preparacion PHF—-SAG-Taxol con contenido de Taxol de 13% se analizé in vitro con las
células de carcinoma colorrectal humano HT-29. Las formulaciones de PHF-Taxol conjugado y Taxol no modificado
han mostrado eficacia inhibidora del crecimiento celular estadisticamente idéntica (ED50 15 nM).

Ejemplo 13. Glicil-iludina

Se disolvio iludina M, 50 mg (0,2 mmol), en 2 mL de THF anhidro y se enfrié a 0°C. Luego, se afiadieron 65 mg (0,22
mmol) de Fmoc—glicina, 30 mg (0,22 mmol) de diisopropilcarbodiimida y 1 mg de 4—(dimetilamino)piridina (DMAP).
La mezcla de reaccion se agit6 a 0°C durante 2 horas, luego durante la noche a temperatura ambiente. La
Fmocglicil- iludina resultante se purificd por cromatografia en columna (silice, cloroformo con 1% de etanol) y se
seco al vacio. Rendimiento: 73 mg (70%).

Se disolvié Fmoc—glicil-iludina (30 mg) en 5 mL de 20% de piperidina en DMF. La solucion se agité a temperatura
ambiente durante 3 horas. El disolvente se extrajo al vacio y la glicil-iludina resultante se purificé por cromatografia
en columna (silice, cloroformo con 3% de etanol y 1% de trietilamina). Rendimiento: 10 mg (57%).

Ejemplo 14. PHF—-iludinaM

PHF anhidro, Mn 73 kDa (2,0 g), preparado como se describio en el Ejemplo 1, se disolvié en 50 ml de piridina seca.
Luego, se afiadieron 0,15 g de anhidrido succinico y 18 mg de DMAP. La mezcla de reaccion se incub6 durante 18
horas a 40°C. La reaccion produjo una acilacién cuantitativa de PHF con formacién de PHF-succinato que tenia
10% de sus unidades monoméricas succiniladas. Después de la extraccion de piridina al vacio, el PHF—succinato se
disolvié en agua desionizada y se purifico por filtracion en gel en una columna Sefadex G—25 equilibrada con agua
desionizada. El producto final se recuperd de la solucidn acuosa por liofilizacion. Rendimiento: casi 100%.

Se disolvio PHF-succinato (100 mg) en 2 ml de agua desionizada y se mezclé con 0,5 ml de DMF. La glicil-iludina,
10 mg, se disolviéo en 0,5 mL de acetonitrilo. Las soluciones se enfriaron a 0°C y se mezclaron. Bajo agitacion
intensa, se afadio EDC (1—etil-3—(3—dietilaminopropil)carbodiimida; 20 mg) a la mezcla de reaccion. El pH se ajusto
a 5,9-6,0. Después de 30 minutos, la temperatura de la mezcla de reacciéon se llevd a temperatura ambiente; la
agitacion continué durante otras 3 horas. La asociacion de glicil-iludina con PHF—succinato se controlé6 por HPLC
por exclusion de tamario (deteccion: UV a 318 nm). Después de completar la reaccion, se afiadieron 15 ml de agua
desionizada. El pH se ajustdé a 5,5 y la mezcla de reaccion se desalinizé inmediatamente en Sefadex G-25. El
producto, PHF—iludina, se liofilizé. Rendimiento: casi 100%. Las propiedades del polimero se informan en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades de conjugados de PHF—iludina M

Numero del% de carga de farmaco'[Peso molecular Solubilidad razonable”
muestra len beso
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muestra en peso

1 1.5% 78.000 4 mg/mL
2 3% 78.000 7,5mg/mL
3 4% 78.000 10mg/mL

1. La carga del farmaco se determind por espectrometro UV a 318 nm.

2 La solubilidad razonable se determiné por la disolucion de 250 mg de conjugados en 1 mL de agua. La viscosidad
de la solucién resultante no fue demasiado alta para realizar la inyeccion IV.

Ejemplo 15. Marcacién
111

Se us6 un conjugado marcado dual (CPT marcado con °H y esqueleto marcado con
independiente paralelo de los componentes del conjugado.

In) para el control

Un conjugado PHF—CPT marcado [ H] con 0,210 mCi/g de actividad y 7,0% p/p de contenido de CPT se prepard
usando [5—-3H(N)]—camptotecina (Moravek Biochemicals, Inc) como se describié para PHF-CPT. El esqueleto del
polimero del conjugado se modificé con DTPA y se marco con "Min por tranquelacion del citrato de indio a pH 5,5. La
modificacion del PHF—CPT con DTPA se realizé en dos etapas. (1) Dioles vecinos presentes en la estructura de PHF
(ver Ejemplo 1) se oxidaron con metaperyodato de sodio en una relacion de diol:peryodato 1:1, pH 5,7, durante 2
horas a temperatura ambiente. Los grupos aldehidos laterales resultantes se aminaron en forma no reductora con
amida n DTPA de 1-amino—2-hidroxi—3—(aminooxi)—propano. Esta ultima “aminooxi-DTPA”, que forma enlaces
oxima con los aldehidos en condiciones moderadas, se prepard en nuestro laboratorio (sintesis descripta en otra
parte). En nuestra opinién, las oximas, que son significativamente mas estables en condiciones fisiologicas que las
hidrazidas'® y en general menos toxicas, son mas adecuadas para la modificacion de carbonilo en los conjugados
modulares.

Las purezas radioquimicas de todos los derivados marcados fueron >98% (HPLC).
Ejemplo 16. Biocinética

La biocinética y las biodistribuciones de los conjugados PHF—CPT se estudiaron en ratas normales y en ratones
desnudos con xenoinjertos HT29 y A2780 mediante los conjugados que contienen conjugados de CPT marcados
con marca doble. Todos los estudios de animales se realizaron de acuerdo con protocolos aprobados
institucionalmente.

Ratones macho desnudos/nu, con peso promedio de 28-32 g (Charles River Labs, Boston, MA), que portan
xenoinjertos tumorales de 150—-200 pl (n=6 por grupo) se inyectaron iv con el PHF—CPT marcado con marca doble
en 0,9% de squC|on salina a razén de 20 mg/kg sobre la base de CPT. Las actividades inyectadas fueron 1,25
pCi/animal para °H y 5 pCi/animal para

Las ratas macho exogamicas adultas de 240 g (Charles River Laboratories, Boston, MA), n=6 por grupo se
inyectaron iv con 800 pyl de PHF—CPT marcado en O, 9% de solucion salina a razén de 20 mg/kg por CPT. La
actividad inyectada por animal fue 1,25 uCiy 24 uCi para °H y "Mn respectivamente.

Se tomaron muestras de sangre en los puntos de tiempo 5, 15, 30 minutos y 1, 2, 4, 8 y 24 horas. A 24 horas, los
animales se sacrifi caron se recolectaron tumores y muestras de los 6rganos pr|n0|pales para el recuento. Las
actividades totales de *H y "In en los tejidos se midieron por centelleo (beta) y recuento gamma respectivamente y
se expresaron como % de dosis inyectada/g de tejido para caracterizar las distribuciones de *H-CPT (total de todas
las formas) y "' In—PHF.

Se hallé que la vida media del polimero portador en la rata fue 14,2+1,7 horas, mientras que la vida media de la
sustancia farmacolégica fue 2,1+0,2 horas, que corresponde bien a la tasa de liberacion de la primera fase
determinada in vitro (Figura 5).

Tanto *H-CPT como "'In—-PHF mostraron acumulacion sustancial en el tejido tumoral. A 24 horas, la captacion de
CPT en el tumor fue 2,22% y 2,52% dosis/g para A2780 y HT29, respectivamente, que es aproximadamente 75
veces mayor que para CPT (p<0,05) y muy similar a PEG-CPT. 4 Las relaciones promedio de tumor a musculo
fueron 2,4 y 1,5, respectivamente (p<0,2 para la diferencia entre dos xenoinjertos diferentes).

La acumulacion en otros tejidos (Figura 6) también fue similar a la de PEG-CPT. Sin embargo, se detectaron niveles
de farmaco 2-3 veces superiores en los tejidos del sistema reticuloendotelial (RES). Si bien no esta ligado por la
teoria, esto ultimo puede deberse a la mayor captacion del RES del CPT-SI, luego PEG-CPT o deberse a la
farmacocinética dependiente del volumen de sangre.
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La fotoimagen (microscopia de fluorescencia) de la fluorescencia de CPT en tejido tumoral no fijado no tefido 24
horas pos—administracion mostré distribucion de CPt relativamente homogénea con acumulacion del farmaco
elevada en algunas areas adyacentes a los lechos vasculares (Figura 7). La distribucion intracelular difusa de la
fluorescencia de CPT indicé predominantemente localizacion del farmaco citoplasmica (no vesicular).

Ejemplo 17. Actividad antiproliferativa

Se investigo citotoxicidad de los derivados de CPT en el cultivo de células HT29. Las células se cultivaron en medio
McCoy 5a con 1,5 mM de L—glutamina suplementado con 10% de FBS. Las células (en crecimiento exponencial) se
sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (=10000 células/pocillo), se cultivaron durante 24 horas y luego se
trataron con compuestos de ensayo en varias diluciones. Se evalud la inhibicién del crecimiento 72 horas pos—
tratamiento (ensayo MTT). Se hallé que ID50 del PHF—CPT en el cultivo de células HT-29 fue 172 nM, que es 10
veces mas alto que la ID50 de CPT (17 nM) y 5 veces mas alto que la ID50 de CPT-SI (34 nM).

Ejemplo 18. Actividad antineoplasica y toxicidad in vivo

La toxicidad de CPT se evalu6 en ratones exogamicos normales, asi como en animales atimicos desnudos que
portan xenoinjerto en el curso de los estudios de actividad antineoplasica.

La actividad antineoplasica del PHF—-CPT se evalué con un modelo de xenoinjerto HT-29 en ratones atimicos de
acuerdo con protocolos aprobados institucionalmente. Camptotecina y CPT-SI (el producto de liberacion de la
primera fases) se usaron como controles.

El estudio se realizé mediante dosis aprOX|madamente equitdxicas de CPT y PHF—CPT. Las células se myectaron
por via subcutanea en el flanco izquierdo, 10° células por animal en 50 ul. Cuando el volumen alcanzé 100-150 mm?,
los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales: PHF—CPT, camptotecina, CPT-SI y
control no tratado (n=3 cada uno). Los animales de los primeros tres grupos recibieron la sustancia experimental
respectiva por medio de la vena de la cola en cinco dosis cada tres dias (5xg3D). Cada inyeccién contenia 22,5 mg
de CPT eqv/kg de CPT y CPT-SI y 45 mg CPT eqv/kg para PHFCPT. Todas las formulaciones se prepararon
inmediatamente antes de la administracion. PHF—CPT se administré como una solucion en 0,9% de solucién salina.
Se administraron CPT y CPT-SI como dispersiones en Tween 80/agua (9/1 v/v). Se controlaron peso del animal,

tamafo del tumor, aspecto del animal, comportamiento y tasa de supervivencia durante cuatro semanas después de
la administracion. La pérdida de peso mayor de 20% y el crecimiento del tumor mayor 1500 mm?® se contaron como
letalidades (los animales se sacrificaron).

Ejemplo 19. Actividad in vivo de PHF—CPT en el modelo de xenoinjerto LS174t

Se administr6 PHF—CPT IV, 160 nm/kg por CPT, q7dx3 a ratones desnudos con xenoinjertos de tumor LS174t en
crecimiento. Se administré irinotecano (un derivado de CPT de peso molecular bajo soluble, usado como control) IP,
también a razén de 160 nm/kg, siguiendo el mismo esquema. Los resultados (Figuras 3 y 4) demostraron que, a las
mismas dosis (por sustancia de farmaco), PHF—-CPT suprimié el crecimiento tumoral mas potentemente que
Irinotecano (Figura 3). El grupo de animales tratado con PHFCPT tuvo mejor tasa de supervivencia que el grupo
tratado con irinotecano (Figura 4).

Se hallé que la dosis tolerada maxima (MTD) de PHF-CPT es e >24 mg/kg, que es al menos dos veces mayor que
la de CPT de peso molecular bajo e irinotecano (9—10 mg/kg para esquemas analogos).

Ejemplo 20. Toxicidad antineoplasica de PHF—-CPT

La toxicidad antineoplasica de PHF—-CPT se analizé en el modelo HT29 (tamafio del tumor 100-150 pL), usando
CPT y CPT-SI como controles. Este ultimo se administrd6 como emulsiones Cremophor®. Se hallé que PHF-CPT
administrado a razon de 45 mg/kg por CPT (5xq3d.) es mas efectivo y menos toxico que CPT no modificado a 22,5
mg/kg (mismo esquema). Se hallé que el producto de liberacion intermedio, CPT-SI, no tiene efecto S|gn|f|cat|vo
sobre la dinamica del tumor, determinada por el tiempo de crecimiento tumoral de 0,10-0,15 cm®a1,5cm (27 dias
versus 24 para control no tratado y 40 dias para CPT a 22,5 mg/kg 5xg4d).
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado que comprende un portador sustituido con una o varias apariciones de un resto que tiene la
estructura:

2

i

en donde el portador comprende

(a) un poliacetal biocompatible biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion de poliacetal tiene la siguiente estructura quimica:

1 RS R5

[ |1 I |x
| C 0 C:—R —l——
ILZ !Lil |L'B !

en donde para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un
grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico,
arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unldo a C1, R* incluye un atomo de carbono
covalentemente unido a Cy; n es un nimero entero; cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible
y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que conS|ste en hidrégeno, alifatico, aliciclico,
heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo y heteroanlo y para cada apariciéon de la estructura n entre paréntesis, al
menos uno de R', R% R® R* R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una
succinamida a traves de un enlace de éster; o

(b) un policetal biocompatible biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion del policetal tienen la siguiente estructura quimica:

R
R R® RS |
| | o} R®
Fo—q—o—e—; T
n
R R* RS |L2 Flt“

en donde cada aparicion de R’ y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido
aCy u OC1; R incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cp; n es un numero entero; cada aparicion
de R’ RY R® y R®'es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que
conS|ste en hidrogeno alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo X heteroarllo y para cada
aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R", R4 R, R, R y R® comprende un grupo
funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster;

en donde cada aparicion de M es, de modo independiente, un modificador que es una pequefia molécula que
tiene un peso molecular < 1,5 kDa y en donde el modificador comprende una funcionalidad amina o esta
quimicamente modificado de modo que comprende un grupo funcional apropiado para el enlace covalente con
un acido succinico opcionalmente sustituido a través de la formacién de un enlace de amida;

~~~ denota la union directa o indirecta de M con el ligador M y cada apariciéon de LM es, de modo
independiente, un ligador que contiene succinamida opcionalmente sustituida, en donde el modificador M esta
directa o indirectamente unido con el ligador de succinamida a través de un enlace amida y el portador esta
ligado directa o indirectamente a cada aparicion del ligador de succinamida a través de un enlace de éster.

2. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde

cada aparicion de LM comprende, de modo independiente, un resto que tiene la estructura:
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en donde

denota el sitio de unién con el modificador M;
\ /\
@)

denota el sitio de union con el portador, g es un numero entero de 0—4 R" es hidrégeno o alquilo, alquenilo, —
C(=O)R R"™-C (= O)OR1A -SR™ SO;R™; en donde cada aparicion de R es, de modo independiente, hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo,
heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, heterocicloalquinilo, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo; y cada
aparicion de R? es, de modo independiente, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo,
cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heteromcloalqunlo heterocicloalquenilo,
heteromcloalqumllo heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo, heteroarilo, —C (= O)R 0 —-ZR*, en donde Z es -O—, S,
—-NR?, en donde cada aparicion de R y R? es, de modo independiente, hidrogeno o un alquilo, alquenilo, alquinilo,
mcloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquinilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heterocicloalquilo,
heterocicloalquenilo, heterocicloalquinilo, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo.

3. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde R’ es hidrogeno.
4. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde cada aparicion de R es hidrégeno.

5. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el portador es una macromolécula, polimero soluble,
nanoparticula, gel, liposoma, micela, sutura o implante.

6. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el poliacetal tiene la estructura:

. R R® R®
{ 0 CI‘ 0 clz-—-—RL—}——
Lo Lo

en donde para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un grupo
biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo y
heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido a C1, RX mcluye un atomo de carbono
covalentemente unido a C2; n es un numero entero, cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible y
esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en hldrogeno alifatico, aliciclico, heteroallfatlco
heteroaI|C|cI|co arilo y heteroarilo; y para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R%,
R R* R’y R6 comprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace
de éster.

7. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el policetal tiene la estructura:
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R
R R Ts cl) .
{ o T o CI ri" - J,_O,_J, _]_n_
R2 R RO !IRZ 'L4
[e]

en donde cada aparicion de R' y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido a
C1 u OC1, R incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cy; n es un nimero entero; cada aparicion de R
R* R® y R® es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en
hldrogeno alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arilo y heteroarilo; y para cada aparicion de la
estructura n entre paréntesis, al menos uno de R' R R} R* R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para
acoplarse con una succinamida a través de un enlace de ester

8. El conjugado de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde el modificador es un resto
quimioterapéutico.

9. El conjugado de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde al menos una aparicion de M
comprende camptotecina (CPT).

10. El conjugado de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde cada apariciéon de M comprende
camptotecina (CPT).

11. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde cada aparicion de M es camptotecina (CPT) y M esta
unido indirectamente con L" por medio de un resto de aminoacilo.

12. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde M esta unido indirectamente con L por medio de un
resto de glicina.

13. El conjugado de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde el grupo funcional apropiado para
acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster es un resto de hidroxilo.

14. El conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y 8 a 13, en donde el portador es PHF
(poli(1-hidroximetiletilenhidroximetil-formal)).

15. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el portador es PHF y M es CPT y M esta
indirectamente unido con LM por medio de un resto de gllcma

16. Un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 6 6 a 15, en donde el conjugado
comprende un subgrupo de sitios de acido succinamico en el portador que queda sin reaccionar, donde estos sitios

tienen la estructura:
portadaor \"/“‘\/ﬁ\
' (R?),

o

17. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el portador esta sustituido con una o varias
apariciones del resto:

endondepes1, Ry R" son cada uno hidrégeno y M es CPT.
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18. Un método para preparar un conjugado que comprende un portador sustituido con una o varias apariciones de
un resto que tiene la estructura:

s/,

2

en donde el portador comprende

(a) un poliacetal biocompatible biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion de poliacetal tienen la siguiente estructura quimica:

1 RS R5

[ |1 I |x

| C 0 C:—R —l——
LooLoLo

en donde para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un
grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroallfatlco heteroaliciclico,
arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unldo a C1, R* incluye un atomo de carbono
covalentemente unido a Cy; n es un numero entero, cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible
y estd seleccionado, de modo independiente, del grupo que conS|ste en hidrégeno, alifatico, aliciclico,
heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo y heteroarllo y para cada aparicion de la estructura n entre paréntesis, al
menos uno de R', R% R® R* R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una
succinamida a traves de un enlace de éster; o

(b) un policetal biocompatible biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de
repeticion del policetal tienen la siguiente estructura quimica:

r! R® RS T
| | o} R?
[ ~1 o~ X l |
—© VI o] \,I | - G O——R¥ ]n
o _

en donde cada aparicion de R’ y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido
aCiu OC1, RX mcluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cy; n es un nimero entero; cada aparicion
de R®, RY, R® y R®'es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que
consiste en hidrégeno, alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaI|C|cI|co arllo g/ heteroarllo y para cada
aparicion de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R", R4 R, RY R y R® comprende un grupo
funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster;

en donde cada aparicion de M es, de modo independiente, un modificador que es una pequefia molécula que
tiene un peso molecular £1,5kDa y en donde el modificador comprende una funcionalidad amina o esta
quimicamente modificado de modo que comprende un grupo funcional apropiado para el enlace covalente con
un acido succinico opcionalmente sustituido a través de la formacién de un enlace de amida;

~~ denota la unién directa o indirecta de M con el ligador LY, y

cada aparicion de LM es, de modo independiente, un ligador que contiene succinamida opcionalmente sustituida, en
donde el modificador M esta directa o indirectamente unido con el ligador de succinamida a través de un enlace
amida y el portador esta ligado directa o indirectamente a cada apariciéon del ligador de succinamida a través de un
enlace de éster;

en donde dicho método comprende las etapas de:

proporcionar un portador;
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proporcionar uno o varios modificadores;

hacer reaccionar el portador con un anhidrido succinico opcionalmente sustituido que tiene la estructura:

o]
ROt N—

0 »

en donde g es un numero entero de 0—4; y cada aparicion de R? es, de modo independiente, hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquenilo, heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo,
heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, heterocicloalguinilo, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo, heteroarilo, —
C(=O)R2 o —ZR*, en donde Z es —-O—, -S—, -NR*®, en donde cada aparicion de R y R? es, de modo
independiente, hidrégeno o un resto de alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquinilo,
heteroalquilo, heteroalquenilo, heteroalquinilo, heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, heterocicloalquinilo,
heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo;

en condiciones apropiadas para formar un portador succinilado que tiene la estructura:

portador o OH
(R,
s

en donde s denota la cantidad de restos de succinilo en el portador y hacer reaccionar el portador succinilado
con uno o varios restos de modificador (M), en donde al menos un resto de modificador forma un enlace de
amida, ya sea directa o indirectamente a través de un ligador secundario, con un resto de succinilo presente en
el portador; generando asi el conjugado que tiene la estructura:

@ ~~N a—1 portador

(8] (Rr}n

en donde R? y q are tal como se definié con anterioridad;

~~~ denota la unidn directa o indirecta de M con el ligador de succinamida; y t es un numero entero que
designa la cantidad de restos de modificador conjugados con el portador de modo que t <s.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 18, en donde cada aparicion de R? es hidrogeno.

20. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde en la etapa de acoplamiento el portador succinilado, un
subgrupo de los sitios de acido succinamico en el portador queda sin reaccionar.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el portador es un poliacetal biocompatible
biodegradable en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de repeticion de poliacetal tienen la
siguiente estructura quimica:
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t RS R5
|
{o '“I‘ 0 cz-—-—r«!"—}——
| Ll
2 4 6

en donde para cada apariciéon de la estructura n entre paréntesis, uno de R’ y R? es hidrégeno y el otro es un grupo
biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo y
heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cg; R* incluye un atomo de carbono
covalentemente unido a C2; n es un numero entero; cada aparicion de R®, R*, R® y R® es un grupo biocompatible y
esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en hidrogeno, alifatico, aliciclico, heteroalifatico,
heteroaliciclico, arilo y heteroarilo; y para cada aparicién de la estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R%,
R®, R*, R®*y R® comprende un grupo funcional apropiado para acoplarse con una succinamida a través de un enlace
de éster.

22. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 18, en donde el portador es un policetal biocompatible biodegradable
en donde al menos un subgrupo de las unidades estructurales de repeticion del policetal tienen la siguiente
estructura quimica:

-

R
r! R® RS | \
| .-!1 ,J .-,l.x T T
S O—C—=R I —l—c‘-—-o——-—a‘—]——
ILZ ,L-a 'Ls IIRZ 'L4 "

en donde cada aparicion de R' y R? es un grupo biocompatible seleccionado del grupo que consiste en alifatico,
aliciclico, heteroalifatico, heteroalicilic, arilo y heteroarilo e incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cqu
OCy; R* incluye un atomo de carbono covalentemente unido a Cy; n es un numero entero; cada aparicion de R3, R4,
R® y R® es un grupo biocompatible y esta seleccionado, de modo independiente, del grupo que consiste en
hidrégeno, alifatico, aliciclico, heteroalifatico, heteroaliciclico, arilo y heteroarilo; y para cada aparicion de la
estructura n entre paréntesis, al menos uno de R', R? R R* R® y R® comprende un grupo funcional apropiado para
acoplarse con una succinamida a través de un enlace de éster.

23. El método de acuerdo con la reivindicacion 21 6 22, en donde el grupo funcional es un resto de hidroxilo.

24. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el portador es PHF (poli(1-hidroxmetiletilenhidroximetil—
formal)).

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde al menos una aparicion de M comprende CPT.
26. El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde cada apariciéon de M comprende CPT.

27. El método de acuerdo con la reivindicacion 25 6 26, en donde CPT esta indirectamente unido con el ligador de
succinamida a través de un resto de glicina.

28. Una composicion que comprende el conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

29. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 28, en donde en el conjugado al menos una aparicién de M
comprende CPT.

30. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 28, en donde en el conjugado cada aparicion de M comprende
CPT.

31. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 29 6 30, en donde en el conjugado CPT esta indirectamente
unido con el ligador de succinamida por medio de un resto de glicina.

32. Un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para usar en el tratamiento de una
enfermedad o trastorno en un sujeto por implantacion de un implante que comprende el conjugado en el sujeto.

33. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 32, en donde el implante es una matriz de gel biodegradable.
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34. Un implante que comprende un conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.
35. El implante de acuerdo con la reivindicacion 34, en donde el implante es una matriz de gel biodegradable.

36. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el conjugado esta destinado a administracion con al
menos un compuesto adicional biologicamente activo seleccionado del grupo que consiste en vitaminas, sustancias
anti—SIDA, sustancias anticancer, radionuclidos, antibiéticos, inmunosupresores, sustancias antivirales, inhibidores
de enzimas, neurotoxinas, opioides, agentes hipnoéticos, antihistaminas, lubricantes, tranquilizantes,
anticonvulsivantes, miorrelajantes y sustancias antiparkinson, antiespasmaodicos y agentes para la contraccion de los
musculos que incluyen bloqueadores de canales, midticos y anticolinérgicos, compuestos antiglaucoma, agentes
antiparasitarios y compuestos antiprotozoarios, moduladores de las interacciones de matriz entre células y entorno
extracelular que incluyen inhibidores del crecimiento de las células, y moléculas antiadhesion, agentes
vasodilatadores, inhibidores de ADN, ARN o de la sintesis de las proteinas, antihipertensivos, analgésicos,
antipiréticos, agentes antiinflamatorios esteroides y no esteroides, factores antiangiogénicos, factores antisecretorios,
anticoagulantes y/o agentes antitromboticos, anestésicos locales, agentes oftalmicos, prostaglandinas,
antidepresivos, sustancias antipsicoticas, antieméticos y de imagen y combinaciones de ellos.
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