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DESCRIPCION
Polimero no toxico, no biodegradable, biocompatible, Gtil para composiciones farmacéuticas con nanoparticulas
Campo de lainvencion

[0001] La presente invencién proporciona un polimero biocompatible y no biodegradable de alta pureza,
sustancialmente libre de contaminantes monoméricos y un proceso para la preparacion del mismo.

[0002] Ademés hay descritas composiciones farmacéuticas de farmacos poco solubles en agua o compuestos en
forma de nanoparticulas que utilizan dicho polimero de la invencién, que no forman parte de la invencién.

[0003] Ademas, se describe un método altamente selectivo para la preparacion de composiciones farmacéuticas de
farmacos poco solubles en agua o compuestos en forma de nanoparticulas, asi como un método de administracion
de las mismas a pacientes que asi lo requieran, que no forma parte de la invencion.

[0004] EI polimero de la presente invencion no es toxico y es seguro, por esa razén hace que las composiciones
farmacéuticas de nanoparticulas de farmacos poco solubles en agua o compuestos que comprenden dicho polimero
sean también menos téxicos y mas seguros para su administracion.

Antecedentes de lainvencion

[0005] En los ultimos afios se ha visto un interés cada vez mayor en la aplicaciéon de nuevos materiales en los
campos médico y farmacéutico, ya sea como prétesis o en dispositivos médicos disefiados para entrar en contacto
con el entorno biolégico de un cuerpo vivo. De estos materiales, los polimeros, principalmente polimeros sintéticos,
son con mucho las clases mas diversas que se ha descubierto que imparten beneficios considerables para el
cuidado de la salud del paciente.

[0006] Las aplicaciones de los polimeros en los campos médico y farmacéutico estdn ampliandose. En el campo
médico, los polimeros se emplean como implantes o materiales de soporte tales como érganos artificiales, injertos
vasculares, lentes intraoculares, articulaciones artificiales, protesis mamarias, materiales de sutura, terapias
extracorporales u otros materiales de soporte tales como aquellos que se usan en la hemoperfusion, oxigenadores
de sangre, catéteres, tubos de via, material para cubrir heridas y quemaduras, tablillas, lentes de contacto, etc. En el
campo farmacéutico, los polimeros se han utilizado particularmente en el desarrollo de sistemas de distribucion de
nanoparticulas y en sistemas de distribucién de liberacién controlada. Se estan llevando a cabo amplios estudios
para desarrollar farmacos con sistemas de distribucién en el sitio deseado. Ademas, los polimeros han sido de gran
utilidad en otras aplicaciones, tales como parches transdérmicos de liberacion de farmaco, microesferas,
bioprocesos tales como enzimas e inmovilizacion celular, etc.

[0007] Entre tales aplicaciones, se han realizado estudios mas extensos sobre los sistemas de distribucion de
farmacos de nanoparticulas y se han estudiado extensivamente vehiculos nanoméricos de farmacos con superficies
hidréfilas, especialmente aquellos compuestos que comprenden dos regiones esféricas concéntricas de micelas
poliméricas - un nlcleo densamente empaquetado de material hidréfobo, que es responsable de capturar un
farmaco o compuesto hidréfobo, y una cubierta exterior hecha de material hidréfilo. Se han descubierto que estos
sistemas evaden el reconocimiento y la captacion por los sistemas reticuloendoteliales (RET) para asi poder circular
en la sangre durante mucho tiempo. Ademas, debido a su tamafio extremadamente pequefio (una micela polimérica
generalmente consiste en varios cientos copolimeros de bloque y tiene un didmetro de aproximadamente 20 nm a
50 nm), las particulas se vacian en los sitios patoldgicos, tales como tumores sélidos a través de mecanismos
pasivos de direccion.

[0008] EI campo de accion de las propiedades atribuibles a los polimeros deriva de sus caracteristicas quimicas y
estructurales. Las cadenas poliméricas pueden ser esencialmente lineales, ramificadas o estar reticuladas con
cadenas adyacentes. Ademas, estas cadenas pueden estar desordenadas, ordenadas u orientadas en una sola
direccion. Estas caracteristicas estructurales combinadas con la composiciéon quimica, otorgan una variedad de
propiedades a los polimeros, que tienen como resultado una variedad de aplicaciones de uso final. Ademas, estas
caracteristicas estructurales combinadas con la composicién quimica pueden afiadir o quitar al polimero resultante,
biocompatibilidad y resistencia a la biodegradacion por parte del entorno del tejido huésped. Estos factores también
influyen en otras propiedades como la solubilidad y en los métodos de procesamiento y moldeado.

[0009] Ademés, cuando se inyecta el polimero en mamiferos, normalmente, éste desaparece lentamente del sitio de
administracion, sin embargo, esta desaparicion ocurre en respuesta a una reaccion quimica tal como la hidrdlisis,
gue normalmente es parte de un proceso de biotransformacion y dicho polimero se metaboliza y se elimina del
cuerpo. Sin embargo, en algunas ocasiones esto produce metabolitos innecesarios, que causan efectos indeseados
en varios sistemas biolégicos. Asi, los polimeros, que son inertes en el entorno de uso y se eliminan o extraen
intactos del sitio de administracion, ademéas de servir esencialmente de barrera limitante para el transporte y
liberacion del farmaco desde ellos, pueden ser de gran importancia basandose en las funciones previstas. Una vez
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mas, la biodegradabilidad de un polimero depende de las propiedades mecénicas y quimicas del polimero. Una
variedad de polimeros naturales, sintéticos, y biosintéticos son biodegradables y degradables medioambientalmente.
Un polimero basado en un esqueleto C-C tiende a no ser biodegradable, mientras que los polimeros que contienen
esqueletos de heteroatomos confieren biodegradabilidad. Por lo tanto, la no biodegradabilidad/biodegradabilidad
pueden modificarse en los polimeros mediante la decision de eliminar o afiadir enlaces quimicos tales como enlaces
anhidrido, éster o amida entre si. Los ejemplos comunes de materiales poliméricos no biodegradables incluyen
polietileno acetato de vinilo, polidimetil siloxano, poliéter uretano, etilcelulosa, acetato de celulosa, polietileno y
cloruro de polivinilo.

[0010] Existe una confusidn en los informes disponibles acerca de los intentos realizados en las Ultimas décadas,
aproximadamente, con respecto al desarrollo de sistemas de distribucién de nanoparticulas para una gran variedad
de farmacos utilizando polimeros. Para nombrar unas cuantas, se incluyen las descripciones de:

i) Sakurai et al en el documento US 5.412.072, en que se ha descubierto que un complejo compuesto por un
farmaco con un enlace covalente a un polimero compuesto de fragmentos hidréfilos e hidréfobos hacia que
dicho complejo fuera soluble en agua y por lo tanto, fuera adecuado para su administracion. Los farmacos
utilizados en el presente documento son, en general, compuestos menos solubles en agua o insolubles y se ha
notificado que el complejo farmaco-polimero formaba micelas poliméricas en soluciones acuosas y se
convertian en farmacos polimerizados de alto peso molecular, solubles en agua, Utiles y adecuados para su
administracion.

i) Yokayama et al en el documento US 5.449.513, en el que se presenta una micela polimérica, que a
diferencia de la indicada por Sakurai et al en el documento US 5.412.072, no es un complejo en el que un
farmaco esta enlazado covalentemente a un polimero, sino uno en el que el farmaco esta inmovilizado dentro
del polimero. Los farmacos que se utilizan para el atrapamiento son de naturaleza hidroéfoba. La micela
polimérica se prepara, a su vez, mediante el atrapamiento de farmacos hidrofobos dentro de la cubierta
polimérica a través de métodos convencionales, tales como ultrasonidos, seguido de la purificacién de las
micelas obtenidas de esta manera a través de dilisis.

ii) Desai et al, en los documentos US 5.439.686; US 5.362.478; US 5.916.596; US 6.096.331; US 6.537.579 y
US 6.749.868, en los que se preparan micelas poliméricas de compuestos sustancialmente insolubles en agua.
Se indica que el compuesto insoluble en agua esta inmovilizado dentro de la cubierta polimérica en un grado
significativo y adecuado para su administracién a un paciente que lo necesite, ya sea en forma soluble o
suspendida.

[0011] Los polimeros utilizados por Sakurai et al en el documento US 5.412.072 son, en general, aquellos que
comprenden un segmento hidréfilo seleccionado entre polietilenglicol, polisacaridos, poliacrilamida, etc. y un
segmento hidréfobo seleccionado entre acido poliaspartico, acido poliglutamico, polilisina, etc.

[0012] Los polimeros utilizados por Yokayama et al en el documento US 5.449.513 son, en general, aquellos que
comprenden un segmento hidréfilo seleccionado entre éxido de polietileno, acido polimalico, acido poliaspartico,
acido poliglutdmico, polilisina, polisacéridos etc., y un segmento hidrofobo seleccionado entre poli (B-bencil L-
aspartato), poli (y-bencil L-glutamato), poli (B-aspartato sustituido), poli (y-glutamato sustituido), poli (L-leucina), poli
(L-valina), poli(L-fenilalanina),  poliaminoacidos  hidr6fobos,  poliestireno,  polimetacrilato,  poliacrilato,
polimetacrilamida, poliacrilamida, poliamida, poliéster, 6xido de polialquileno y poliolefinas hidréfobas.

[0013] Los polimeros utilizados por Desai et al en los documentos US 5.439.686; US 5.362.478; US 5.916.596; US
6.096.331; US 6.537.579 y US 6.749.868 son, en general, aquellos que esencialmente llevan grupos sulfhidrilo o
enlaces disulfuro dentro de su estructura, por ejemplo, Albuimina (que contiene 35 restos de cisteina), Insulina (que
contiene 6 restos de cisteina), Hemoglobina (que contiene 6 restos de cisteina por cada unidad a2f,), Lisozima (que
contiene 8 restos de cisteina), Inmunoglobulinas, a-2 Macroglobulina, Vitronectina, Fibrinégeno, etc. Estos polimeros
estan sustancialmente reticulados a través de la formaciéon de enlaces disulfuro. Estos polimeros incluyen tanto
polimeros naturales como sintéticos, los cuales, como se ha mencionado anteriormente, llevan grupos sulfhidrilo o
enlaces disulfuro dentro de su estructura. Se ha notificado que los grupos sulfhidrilo o enlaces disulfuro pueden
existir previamente, o bien, pueden obtenerse a través de la modificaciones quimicas adecuadas. Se ha notificado
gue se prefieren los polimeros naturales e incluyen proteinas de albumina, oligopéptidos, acidos polinucleicos, etc.

[0014] Sin embargo, la desventaja con las micelas poliméricas descritas por Sakurai et al, Yokayama et al y Desai et
al, es la de que todas ellas utilizan tanto polimeros naturales como sintéticos, que son biodegradables. Se puede
mencionar que los polimeros biodegradables, aunque son capaces de influir en el patron de liberacién de farmacos
asi como en la cinética de liberacién del farmaco administrado, sin embargo no son particularmente preferidos para
los sistemas de liberacion de farmacos porque:

a) Tienen una vida media plasmatica baja debido a su rapida captura por parte del sistema de las células del
sistema de fagocitos mononucleares (SFM);
b) Carecen de respuesta a cambios fisiolégicos;
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c¢) Carecen de una cinética de liberacion del farmaco uniforme, lo cual puede ocasionar pérdidas econémicas y
terapéuticas del farmaco, asi como otros efectos adversos; y

d) Pueden incrementar la toxicidad o la inmunogenicidad, ya que la encapsulacion de farmacos proteicos
implica disolventes organicos, que pueden provocar desnaturalizacion de las proteinas.

[0015] En las siguientes referencias se utilizan y describen sistemas de liberacion en los que los polimeros no son
biodegradables:

i) Maitra et al en el documento US 5.874.111, en el que el farmaco estd inmovilizado dentro del polimero,
formandose una nanoparticula, altamente monodispersa, polimérica e hidréfila. Los polimeros utilizados son
aquellos que comprenden monémeros como la vinilpirrolidona (VP) o mezclas de vinilpirrolidona y fumarato de
polietilenglicol (PEGF), etc.

ii) Maitra et al en el documento US 6.322.817, en el que los polimeros utilizados comprenden al menos un tipo
de mondémero anfifilo seleccionado del grupo que consiste en vinilpirrolidona, acido acrilico, acrilatos de alquilo
gue tienen un polietilenglicol funcionalizado con una longitud de cadena de C3z a Cs, de un peso molecular de
2.000 a 6.000, N-alquilacrilamida con una longitud de cadena de C3 a Cg Y alquilcianoacrilato con una longitud
de cadena de C3 a Cq. Los farmacos inmovilizados dentro de las micelas poliméricas son derivados de taxano,
en particular Paclitaxel.

ii) Lowe et al, en el documento US 2005/0169882, en el que los polimeros utilizados comprenden un segmento
inteligente (no biodegradable) y un segmento biodegradable. Mas especificamente, el segmento no
biodegradable, inteligente, comprende poli(N-isopropilacrilamida), poli(N-alquilacrilamida), poli(N-n-
propilacrilamida), poli(N-isopropilmetacrilamida), poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(6xido de
etileno), polipéptidos tipo elastina o derivados de los mismos, y el segmento biodegradable comprende
polisacéaridos, dextrano, poliéster, polilactida, poli(L-acido lactico), poli(D,L-acido lactico), poli(lactida-co-
glicolidas), poli(etilenglicol-bloque-4cido lactico) biotinilado, etc.

[0016] En el caso de los polimeros descritos en el documento US 5.874.111, cabe sefialar que dichos polimeros se
preparan a través de la polimerizacion de los respectivos monémeros y el material polimérico obteniendo de esta
manera se purifica y aisla de un medio acuoso que lo contiene a través de un método de dialisis.

[0017] En el caso de los polimeros descritos en el documento US 6.322.817, los polimeros también se preparan a
través de la polimerizacién de los respectivos monémeros y se purifica y se aisla de un medio acuoso a través de un
método de didlisis.

[0018] De manera similar, los polimeros descritos por Lowe et al en el documento US 2005/0169882 también se
purifican y se aislan de un medio acuoso que lo contiene a través de un método de dialisis.

[0019] En relacién con los compuestos o farmacos descritos por Maitra et al en el documento US 5.874.111, para la
inmovilizacion dentro de los polimeros descrita en el presente documento, éstos son principalmente antigenos, suero
bovino etc. En el caso del documento US 6.322.817, los farmacos que se inmovilizan dentro de los polimeros
descritos en el presente documento son principalmente derivados de taxano insolubles en agua, especialmente
Paclitaxel, mientras que Lowe et al, en el documento US 2005/0169882, describen una amplia serie de farmacos
que pueden inmovilizarse en la cubierta polimérica descrita en el presente documento.

[0020] Ademés de todo lo anterior, en el documento US 6.365.191 Burman et al ensefian una composicion
farmacéutica que comprende el polimero descrito en el documento US 6.322.817 y, mas especificamente, una
composicion farmacéutica de derivados del taxano, especialmente Paclitaxel. En el mismo, dicha composicion
farmacéutica se prepara afiadiendo una solucion de Paclitaxel en etanol a un vehiculo de infusion que comprende
solucién de dextrosa, a la que se le ha afiadido una soluciéon de polimero en agua que contiene un tensioactivo
anionico y un agente tamponante. Ademas, Burman et al reivindican que la composicion farmacéutica es estable
durante mas de 12 horas sin ninguna precipitacion del farmaco desde el fluido de perfusién y que mas del 90% (tal y
como se analizé por HPLC) del farmaco se inmoviliza en la micela polimérica incluso después de 24 horas de la
preparacion del fluido de perfusion.

[0021] Adn asi, Burman et al, en el documento US 6.365.191, reivindican que la composicién farmacéutica descrita
en el mismo se encuentra en forma de nanoparticulas, sin embargo, no hay mencién en la memoria descriptiva del
tamafio de la forma de nanoparticulas reivindicada. La Gnica mencién sobre el tamafio de la particula de las micelas
poliméricas que contienen Paclitaxel se puede encontrar en la descripcion del documento US 6.322.817 de Maitra et
al, en el que se notifica que dichas nanoparticulas que contienen Paclitaxel tienen un diametro en el intervalo de 30-
150 nm. De manera similar, no existe mencién sobre el tamafio de particula de las micelas poliméricas de las
composiciones descritas por Lowe et al en el documento US 2005/0169882.

[0022] Es importante sefialar que los polimeros descritos en los documentos US 5.874.111; US 6.322.817; US
6.365.191 y US 2005/0169882 se preparan a partir de uno o mas monomeros, que incluyen vinilpirrolidona y N-
isopropilacrilamida. Ademas, es importante sefialar que la vinilpirrolidona y la N-isopropilacrilamida son compuestos
téxicos, cuya presencia en una composicion farmacéutica destinada al consumo humano o animal no solamente
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esta mal vista por las Autoridades Sanitarias de todo el mundo, sino que también tienen una calidad de adherencia
estricta, con limites estrictos establecidos por los Foros Farmacopeicos de todo el mundo. Por ejemplo, el nivel de
vinilpirrolidona monomeérica en el polimero de polivinilpirrolidona, asi como cualquier otro polimero que contenga
vinilpirrolidona como mondémero, tal como prescriben las Farmacopeas de Europa y Estados Unidos, no debe
exceder un limite del 0,001% (por ejemplo <10 ppm).

[0023] Existe un grave riesgo de que en los métodos descritos en los documentos US 5.874.111; US 6.322,817; US
6.365.191 y US 2005/0169882 para la preparacion y aislamiento de polimeros utilizando vinilpirrolidona como uno de
los mondmeros, dicho mondémero, por ejemplo vinilpirrolidona pueda estar presente en limites mayores del 0,001%
(por ejemplo >10 ppm).

[0024] Igualmente existe un grave peligro de que las composiciones farmacéuticas que contienen dichos polimeros,
que utilizan vinilpirrolidona como uno de los mondmeros, puedan también contener vinilpirrolidona como un
contaminante monomeérico y que dicho monémero, es decir, vinilpirrolidona, pueda también estar presente en limites
mayores del 0,001% (es decir >10 ppm).

[0025] Esto puede ser verdad especialmente en relacién con las composiciones farmacéuticas descritas en los
documentos US 6.322.817; US 6.365.191 y US 2005/0169882.

[0026] No hace falta enfatizar que cualquier reacciéon quimica, incluyendo una reaccion para la preparacion de
polimeros, nunca finaliza en el sentido que, invariablemente, en el producto queda uno o més de los reactivos. Esto
podria aplicarse a reacciones de polimerizacion que implican a la vinilpirrolidona como monémero y, dependiendo de
la proporcién molar o de peso de la vinilpirrolidona utilizada, es muy posible que alguna cantidad de la vinilpirrolidona
permanezca como un contaminante en los productos poliméricos preparados.

[0027] En relacion con lo anterior, se observd que la preocupacion de los presentes inventores era cierta,
descubriéndose en el analisis de los polimeros preparados por polimerizacién de tres mondmeros, particularmente
vinilpirrolidona (VP), N-isopropilacrilamida (NIPA) y éster de anhidrido maleico y polietilenglicol (MPEG) exactamente
como se indica en las descripciones proporcionadas en los Ejemplos I, 1l y 1l del documento US 6.322.817, que
contenian una cantidad de N-isopropilacrilamida (NIPAM) y vinilpirrolidona (VP) como se resume en la Tabla-I.

Tabla-I: Cantidad De Mon6meros Residuales En El Polimero Preparado Conforme Al Método Descrito En Los
Ejemplos I, Il y Ill Del Documento US 6.322.817

Mondémero % p/p Detectado en el Polimero
NIPAM 0,066 - 0,076 (660 - 760 ppm)
VP 0,008 - 0,011 (80 - 110 ppm)

[0028] Resultaria claramente evidente que la cantidad de vinilpirrolidona encontrada en el polimero es al menos
ocho veces mayor que el limite toéxico del 0,001% (por ejemplo 10 ppm), siendo la composicion farmacéutica que
contiene dicho polimero muy insegura y altamente téxica para su administracién a seres humanos o animales.

[0029] Existe la necesidad, si bien no es imperativa, de proporcionar no solo un polimero sustancialmente libre de
mondmeros toxicos, tal como N-isopropilacrilamida (NIPAM) vy vinilpirrolidona (VP), sino también de proporcionar
composiciones farmacéuticas que contengan un polimero que esté sustancialmente libre de contaminantes
monomeéricos toxicos, tales como N-isopropilacrilamida (NIPAM) y vinilpirrolidona (VP).

[0030] También se puede sefialar que se ha notificado que las composiciones farmacéuticas descritas por Burman
et al en el documento US 6.365.191 tienen una estabilidad de solo aproximadamente 12 horas o mas con un 90% o
mas del farmaco inmovilizado dentro de la micela polimérica después de 24 horas. Ademas, se ha notificado que las
composiciones farmacéuticas descritas por Lowe et al en el documento US 2005/0169882 tienen una carga de las
sustancias biolégicamente activas de aproximadamente un 40% Unicamente, con una liberacion de la sustancia
bioldgicamente activa en un periodo comprendido entre unas pocas horas y varios dias.

[0031] Ademas existe la necesidad de composiciones farmacéuticas que tengan una estabilidad mayor, asi como
una carga mayor de farmaco, que ademas sean seguras y menos toxicas.

[0032] La presente invencion representa un paso hacia adelante no solo al proporcionar un polimero que esta
sustancialmente libre de contaminantes monoméricos toxicos, sino también al proporcionar una composicion
farmacéutica, que no forma parte de la invencién, que comprende dicho polimero deseado, que es segura para su
administracion a seres humanos y animales y que tiene una estabilidad mayor.
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Objetos de lainvencién

[0033] Un objeto de la presente invencion es proporcionar un polimero biocompatible y no biodegradable de alta
pureza, sustancialmente libre de contaminantes monomeéricos.

[0034] Otro objeto de la presente invencidon es proporcionar un proceso para la preparacion de un polimero
biocompatible y no biodegradable de alta pureza, sustancialmente libre de contaminantes monoméricos.

[0035] Ademas, se describen composiciones farmacéuticas de farmacos o compuestos poco solubles en agua en
forma de nanoparticulas que comprenden polimeros biocompatibles y no biodegradables, de alta pureza y
sustancialmente libres de contaminantes monomeéricos, que no forman parte de la invencion.

[0036] Ademés, se describe un método para la preparacién de composiciones farmacéuticas de farmacos o
compuestos poco solubles en agua en forma de nanoparticulas que utilizan polimeros biocompatibles y no
biodegradables, de alta pureza y sustancialmente libres de contaminantes monoméricos, que no forman parte de la
invencion

[0037] Ademas se describen composiciones farmacéuticas en forma de nanoparticulas de farmacos o compuestos
poco solubles en agua que comprenden polimeros biocompatibles y no biodegradables, de alta pureza y
sustancialmente libres de contaminantes monomeéricos, que son mas seguras y menos toxicas, que no forman parte
de la invencion.

[0038] Ademas, se describe un método altamente selectivo para la preparacion de composiciones farmacéuticas en
forma de nanoparticulas, que comprenden farmacos o compuestos poco solubles en agua y un polimero
biocompatible y no biodegradable de alta pureza y libre de contaminantes monoméricos, que no forman parte de la
invencion.

[0039] Ademés se describe un método de administracion de las composiciones farmacéuticas de nanoparticulas que
comprenden un polimero biocompatible y no biodegradable de alta pureza y sustancialmente libre de contaminantes
monoméricos, para pacientes que asi lo requieran, que no forman parte de la invencion.

[0040] Ademas se describen composiciones farmacéuticas en forma de nanoparticulas que contienen un polimero
biocompatible y no biodegradable de alta pureza y libre de contaminantes monomeéricos, que son estables durante
periodos de tiempo més largos, que no forman parte de la invencion.

Abreviaturas utilizadas en lainvencion

[0041]

VP = vinilpirrolidona o 1-vinilpirrolidin-2-ona

NIPAM = N-isopropilacrilamida

MPEG = Ester de anhidrido maleico y polietilenglicol

MBA = N,N'-metilenbisacrilamida

TMED = Tetrametiletilendiamina

APS = Persulfato de amonio

LCST = Temperatura inferior critica de la solucién

DSC = Calorimetria de exploracion diferencial

TGA = Andlisis termogravimétrico

CMC = Concentracién micelar critica

Breve Descripcion de la Figuras

[0042]

Figura-1: El espectro 'H-RMN del polimero de la presente invencion.

Figura-2: El Espectro *C- RMN del polimero de la presente invencion.
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Figura-3: El espectro Infrarrojo de la Transformada de Fourier (FT-IR) del polimero de la presente invencion.
Figura-4: Termograma de TGA del Polimero de la presente invencion.

Figura-5: Termograma de DSC del polimero de la presente invencion.

Figura-6: El Perfil Farmacocinético en Sangre del Polimero marcado con [14C] de la presente invencion.

Figura-7: Fotografias del sitio del Lobulo de la Oreja de Conejo con tincion S&E después de 48 horas de la
administracion subcutanea de una solucion de Dextrosa al 10% (Control).

Figura-8: Fotografias del sitio del Lobulo de la Oreja de Conejo con tinciébn S&E después de 48 horas de la
administracion subcutanea de una solucion acuosa del polimero de la presente invencion.

Figura-9: Fotografias de Vena Marginal de la Oreja de Conejo con tincion S&E después de 24 horas de la
administracion intravenosa de una solucion de dextrosa al 10% (Control).

Figura-10: Fotografias de Vena de la Oreja de Conejo con tincion S&E después de 24 horas de la administracion
intravenosa de una solucién acuosa del polimero de la presente invencion.

Figura-11: Una representacion de un método tipico para la preparacion y administracién a pacientes que lo
necesitan de la Composicion Farmacéutica en Nanoparticulas que no forma parte de la invencion.

Sumario de lainvencion

[0043] En su empefio, los inventores de la presente invencién han descubierto que todos los objetivos fijados se
pueden conseguir, resolviéndose la mayoria, si no todas las limitaciones de la técnica anterior.

[0044] En primer lugar, los inventores de la presente invencidon han descubierto que puede obtenerse un polimero
que comprende una unidad monomérica tanto de NIPAM como de VP, en el que la cantidad de respectivos
contaminantes monoméricos individuales en el polimero obtenido de esta manera esta por debajo de los limites
téxicos preestablecidos.

[0045] En particular, los inventores de la presente invencion han descubierto que puede obtenerse un polimero que
comprende NIPAM, VP y MPEG como unidades monoméricas, sustancialmente libre de contaminantes
monomeéricos de NIPAM y VP tdxicos. Especificamente, los inventores de la presente invencion han descubierto que
puede obtenerse un polimero de este tipo, con alta pureza y que contiene dichos contaminantes de NIPAM y VP en
niveles muy inferiores al 0,001% p/p.

[0046] El polimero que tiene las caracteristicas deseadas podria obtenerse a través de un método altamente
selectivo, que comprende someter una solucidon acuosa que contiene el polimero obtenido por polimerizacion de
NIPAM, VP y MPEG a una etapa de diafiltracién o ultrafiltracién, a diferencia de los métodos de didlisis, como se
ensefiaba en la técnica anterior.

[0047] Por una comparacion de los mondémeros residuales contenidos en los respectivos polimeros, como se
resume en la Tabla-ll, podria entenderse que el polimero obtenido mediante el método de la presente invencién es
superior a los métodos de la técnica anterior, especialmente el método descrito en el documento US 6.322.817, que
implica una etapa de dialisis.

Tabla-ll: Comparaciéon De Los Contaminantes Monoméricos Contenidos En El Polimero Que Se Obtiene
Mediante El Proceso Descrito En El Documento US 6.322.817, Que Utiliza Didlisis, Con el Polimero Obtenido
Segun La Presente Invencion, Utilizando Diafiltracién

Parametro Polimero Obtenido Segun El Método Del Polimero Obtenido Segun El Método De La
Documento US 6.322.817 Presente Invencion
NIPAM Residual 0,066 - 0,076 % p/p (660-760 ppm) < 0,001% p/p (<10 ppm)
VP Residual 0,008 - 0,011 % p/p (80-110 ppm) < 0,001% p/p (<10 ppm)

[0048] Cabe sefialar que la dialisis es un proceso que implica la separacién lenta de moléculas mas pequefias de
moléculas mas grandes o de sustancias disueltas de particulas coloidales en una solucion mediante difusion
selectiva a través de una membrana semipermeable. En un método tipico de didlisis, la solucién polimérica para la
purificacion esta contenida en una membrana semipermeable y los solutos de bajo peso molecular (monémeros) se
eliminan colocando un disolvente puro, generalmente agua, fuera de la membrana. Este disolvente se cambia de
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manera periddica o continua hasta que se reduce la concentracion de solutos difundibles (monémeros como NIPAM
y VP) en la solucién que contiene el polimero.

[0049] A diferencia del método de didlisis, la técnica de diafiltracion implica el flujo mecénico de liquido por medio de
una bomba a través de la membrana, por medio de la cual el liquido se bombea en direccién tangencial (por esta
razon la diafiltracion se conoce como Filtracion de Flujo Tangencial), a lo largo de la superficie de la membrana. Una
presion aplicada fuerza a una parte del liquido a difundirse selectivamente a través de la membrana hasta el lado del
filtrado. Los componentes poliméricos retenidos no se acumulan en la superficie de la membrana semipermeable.

[0050] A diferencia del método de dialisis, en el que la cantidad o volumen inicial de la solucién acuosa del polimero
recogida para la purificacién permanece tal cual o se diluye al final o cuando termina dicha operacion, en el método
de diafiltracién, por otro lado, dado que la solucién acuosa del polimero se arrastra por el flujo tangencial, al mismo
tiempo ocasiona la concentracion de dicha solucion que contiene el polimero, dando como resultado una solucién
mas concentrada del polimero. Por ejemplo, cuando una solucion que contiene, por ejemplo, 100 mg del polimero en
5 litros de agua se somete a dialisis y diafiltracion, respectivamente, al final del primer método se obtiene una
soluciéon que contiene 100 mg de polimero en 4,5 a 5,5 litros de agua, mientras que al final del Ultimo método, se
produce una reduccién o concentracion del volumen inicial, generalmente a un punto comprendido entre una cuarta
parte y una sexta parte (de 1/4 a 1/6) del volumen inicial, y finalmente se obtiene una solucion de 100 mg de
polimero en aproximadamente de 0,8 a 1,3 litros de agua.

[0051] Ademas, como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, en el método de didlisis, el
disolvente mantenido fuera de la membrana que contiene la solucidn polimérica necesita cambiarse periddicamente
o de manera continua manualmente, mientras que en el método de diafiltracion no es preciso realizar ninguna
operacion manual de cambios periédicos o continuos de ningun disolvente. Esto hace que el primer método sea
tedioso y requiera una supervisién manual durante la operacién, mientras que el segundo método es completamente
automatico y esta regulado y, por lo tanto, resulta menos tedioso y mas conveniente al no requerir supervision
manual durante la operacion.

[0052] Asimismo, en virtud de que el método de diafiltracion es operativo en un entorno cerrado en comparacion con
el método de dialisis, que funciona en un entorno abierto, en el primer método es minima o inexistente la posibilidad
de contaminacién microbiana y, por lo tanto, se clasificaria como una operacion en condiciones asépticas,
cumpliendo asi las Buenas Practicas de Fabricacion y las Normas Reguladoras de todo el mundo.

[0053] Ademas, debido a que no solo implica operaciones manuales sino también el principio intrinseco bajo el cual
funciona el método de didlisis, el ciclo de tiempo para una operacion unitaria es largo y generalmente tarda
aproximadamente de 24 a 36 horas. En cambio, el método de diafiltracion, en virtud del principio intrinseco bajo el
que funciona, requiere un ciclo de tiempo muy corto y generalmente tarda menos de una hora para finalizarse. En
otras palabras, el método de diafiltracion es al menos veinticinco (25) veces mas rapido que el método de didlisis y,
por lo tanto, es mas adecuado para el campo industrial.

[0054] Aunque el método de didlisis requiere un ciclo de tiempo bastante méas largo para su operacion y finalizacion,
otra desventaja intrinseca de dicho método es que solo permite purificar un volumen/cantidad pequefia de una
solucion polimérica. Estas limitaciones no existen en el método de diafiltracion y, en general, permite purificar un
mayor volumen/cantidad, por ejemplo, al menos cuatro o cinco veces mas de solucion. Por ejemplo, si el método de
didlisis tiene capacidad para purificar una solucion de 100 g del polimero en 5,0 litros de agua en un ciclo, con el
método de diafiltracion es posible purificar entre 400 y 500 g de polimero en 20,0 a 25,0 litros de agua. No es
necesario mencionar que la mayor capacidad de procesamiento del método de diafiltracion es otra ventaja que
ofrece ademas de las ya descritas anteriormente en el presente documento, es decir, un menor tiempo de operacion,
una operacion automatica y controlada, mas comodidad y menos trabajo, concentracién o reduccion concurrente en
el volumen de la solucién inicial, cumplimiento de las Buenas Préacticas de Fabricacién y las Normas Reguladoras,
contaminacion microbiana minima o inexistente, etc.

[0055] Sin embargo, como se ha mencionado y analizado anteriormente en el presente documento, la ventaja mas
importante que el tiene método de diafiltracién en comparacion con el método de dialisis, es la pureza del polimero
obtenido en cada uno de estos métodos, produciendo el primer método un polimero sustancialmente libre de
contaminantes monoméricos Yy, por lo tanto, no toxico y seguro para el consumo humano y animal (véase la Tabla-

).

[0056] Por dltimo, pero no menos importante, otra ventaja intrinseca del método de diafiltracion es que si se
necesita/requiere aislar el polimero en forma soélida de la solucion mediante la evaporacion del disolvente, por
ejemplo mediante liofilizacion, entonces, en virtud de dicho método que da como resultado una reduccién o
concentracion del volumen inicial de la solucién polimérica, generalmente, a un punto de aproximadamente una
cuarta parte a una sexta parte (1/4 a 1/6) del volumen inicial, también se reduciria espectacularmente el ciclo de
tiempo de evaporacion/liofilizacion. En el método de didlisis, como no tiene lugar una reduccién o concentracion del
volumen inicial, si se requiriera/necesitara aislar el polimero en forma soélida a partir de la solucion, el ciclo de tiempo
de evaporacioén/liofilizacion seria mucho mayor.
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[0057] En resumen, en comparacion con el método de didlisis, el método de diafiltracion se puede aumentar a
escala facilmente hasta procesos de fabricacién de gran tamafio, cumpliendo con las Buenas Practicas de
Fabricacién y, por lo tanto, es industrialmente mas viable y adecuado.

[0058] Las diferencias esenciales entre los métodos de diafiltracion y didlisis se resumen en la Tabla-lll, que se
muestra como referencia rapida.

[0059] Aunque, en alguna medida, la técnica de diafiltracion o ultrafiltracion se aplica a varias purificaciones, sin
embargo, su aplicacion en el campo de los polimeros no se ha presentado hasta este momento y esto constituye el
aspecto novedoso e inventivo de la presente invencion.

[0060] Ademas, los inventores de la presente invencién han caracterizado adicionalmente el polimero de alta pureza
y sustancialmente libre de contaminantes monoméricos obtenido de esta manera, mediante varios métodos
espectroscopicos como 'H-RMN, *C-RMN y espectroscopia Infrarroja de la transformada de Fourier (FT-IR) y han
descubierto que tiene la estructura (I) que se muestra a continuacion en el presente documento.

[0061] Ademas, en base a los estudios con polimeros radiomarcados en ratones Swiss albinos del sexo masculino,
como resultaria evidente por los detalles que se exponen mas adelante en la Ultima parte de esta memoria
descriptiva [véanse las Tablas-VI y VIl y la Figura 6], se ha descubierto que el polimero de la presente invencién no
es hiodegradable y se elimina rapidamente del cuerpo sin depositarse y degradarse en érganos vitales, lo cual
sugiere la seguridad y utilidad del polimero para uso en animales/seres humanos.

Tabla-Ill: Comparacion De Los Métodos De Didlisis y De Diafiltracion En La Purificacion De Una Solucién
Acuosa Del Polimero De La Presente Invencion

Parametro Método de Dialisis Método de Diafiltracion

Tamafio de Lote Limitado, por lo que representa | Puede procesarse al menos 4 a 5
una desventaja (por ejemplo 100 g | veces el Volumen/Cantidad (por
de polimero en 5 litros de agua) ejemplo de 400 a 500 g de Polimero

en 20,0 a 25,0 litros de agua)

Condiciones de Procesamiento Ambiente Abierto Ambiente Cerrado

Tiempo de Procesamiento Duracion (de 24 a 36 Horas) Mas Corto (< 1 Hora)

Operacion y Conveniencia Manual; Tedioso; Menos | Automatizado y Controlado; Menos
Conveniente Tedioso; Muy Conveniente

Contaminacion Microbiana Posibilidades Altas Minimas o Inexistentes

Reduccién/Concentracion del | Ninguna Entre una cuarta y una sexta parte

Volumen Inicial de la Solucién (de 1/4 a 1/6)

Ciclo de Tiempo de Liofilizacion | Duracion (90 - 110% del Volumen | Mas Corto (solo del 15 al 25% del

de la Solucién Inicial que se Liofiliza) Volumen inicial que se Liofiliza)

Contaminacion Monomérica Muy Alta Por Debajo de los Limites de las

Farmacopeas y Limites Toxicos

Aumento a Escala y Viabilidad | Dificil; Menos Viable Facilmente aumentable a Escala;

Industrial Cumple con las Buenas Practicas de

Fabricacién, Muy Viable

[0062] Ademas, en base a los estudios de toxicidad extensos, tales como Toxicidad Localizada (Subcutanea e
Intravenosa), Toxicidad de la Dosis en Organos Diana de hasta 800 mg/kg de peso corporal en animales, Toxicidad
de la Dosis en Ciclos de Seis Meses, etc., resultaria evidente por los detalles dados en la Ultima parte de esta
memoria descriptiva (hagase referencia a las Figuras 7 a 10), se ha descubierto que el polimero de la presente
invencion no es téxico, es biocompatible y biolégicamente seguro para su uso en composiciones farmacéuticas
comercializables para su uso y administraciéon humano y animal.

[0063] También se ha descubierto que el polimero de la presente invencion, que es de alta pureza y
sustancialmente libre de contaminantes monoméricos, es ademas biocompatible, no es biodegradable, es seguro y
no es téxico. Ademas, es particularmente Util en la preparacién de composiciones farmacéuticas que comprenden
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dicho polimero en forma de nanoparticulas, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables, que a su vez son
seguros y menos toxicos para su uso y administracion humano y animal.

[0064] Especialmente, se ha descubierto, que el polimero biocompatible, no biodegradable, seguro y no téxico de la
presente inmoviliza por completo, o casi por completo, en su carcasa polimérica, un gran ndmero de farmacos o
compuestos poco solubles en agua y disponibles en forma de nanoparticulas con tamafios de particula entre 30-150
nm.

HOH2C —crlq EHQ‘CHQ]-OH HO-[HZC—C*H E:Hz-CHg}OH

0 CHs 0=S_)=
0-CHEHHH O \( O=o HO-CHEHH
X NH r

o] H4C 0

C—

WW'—Hzc _‘"—Hc_Hzc_CH—CHa —CH

0= NH
. CHy (H

0= NH

H
NSNS, C——HC =——H;C ——C —H,C — C S

/—NH N

o-cuieupn-o/ )\ Q=0"‘HO-CH;CH§J

0 Oﬂo
0 P HiC CH; o
HO{*zc—c':ng ['iﬂzcuq-ou HOH:C~CHy l':Hz-CHz,-on

Estructura del polimero de la presente invencion

[0065] En particular, se ha descubierto que era posible utilizar el polimero de la presente invencién para preparar
una composicion farmacéutica en forma de nanoparticulas, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables que
inmovilizan por completo, o casi por completo, en su carcasa polimérica, un gran nimero de farmacos o compuestos
poco solubles en agua. Estos farmacos o compuestos poco solubles en agua son aquellos que tienen una
solubilidad en agua de menos de 10 mg/ml. Los ejemplos de estos farmacos o compuestos poco solubles en agua
incluyen, aunque sin limitacion: agentes anticancerosos, agentes antiinflamatorios, agentes antifingicos,
antieméticos, agentes antihipertensivos, hormonas sexuales, esteroides, antibidticos, inmunomoduladores,
anestésicos, etc. Los ejemplos tipicos de agentes anticancerosos que pueden quedar inmovilizados en la carcasa
polimérica son: Paclitaxel, Docetaxel y otros derivados de taxano relacionados; Irinotecan, Topotecan y otros
derivados de la Camptotecina relacionados; Doxorrubicina, Daunomicina y otros derivados de Antraciclina
relacionados; Cisplatino, Oxaliplatino; 5-Fluorouracilo; Mitomicina; Metotrexato; Etopdsido; Acido Betulinico y sus
derivados; y Wedelolactona y sus derivados. Los ejemplos tipicos de agentes antiinflamatorios que pueden quedar
inmovilizados en la carcasa polimérica incluyen: Indometacina, Ibuprofeno, Ketoprofeno, Flubiprofeno, Piroxicam,
Tenoxicam y Naproxeno. Los ejemplos tipicos de agentes antimicéticos que pueden quedar inmovilizados en la
carcasa polimérica incluyen: Ketoconazol y Anfotericina B. Los ejemplos tipicos de hormonas sexuales que pueden
guedar inmovilizadas en la carcasa polimérica incluyen: Testosterona, Estrégeno, Progesterona y Estradiol. Los
ejemplos tipicos de esteroides que pueden quedar inmovilizados en la carcasa polimérica incluyen: Dexametasona,
Prednisolona y Triamicinolona. Los ejemplos tipicos de agentes antihipertensivos que pueden quedar inmovilizados
en la carcasa polimérica incluyen Captopril, Ramipril, Terazosin, Minoxidil y Parazosin. Los ejemplos tipicos de
antieméticos que pueden quedar inmovilizados en la carcasa polimérica incluyen: Ondansetrona y Granisetrona. Los
ejemplos tipicos de antibiéticos que pueden quedar inmovilizados en la carcasa polimérica incluyen Metronidazol y
acido Fusidico. Los ejemplos de inmunomoduladores que pueden quedar inmovilizados en la carcasa polimérica
incluyen: Ciclosporina y acido Bifenil-Dimetil-dicarboxilico. Los ejemplos tipicos de anestésicos que pueden quedar
inmovilizados en la carcasa polimérica incluyen: Propofol, Alfaxalona y Hexobarbital.

[0066] En relacién con los agentes anticancerosos en particular, se ha descubierto que el polimero de la presente
invencion es capaz de inmovilizar por completo en su carcasa polimérica, farmacos o compuestos poco solubles en
agua, como Paclitaxel, Docetaxel, Etopdsido, y diversos derivados de acido Betulinico, tales como los designados
como MJ-1098, DRF-4012 y DRF-4015, que tienen las siguientes estructuras (Il), (Ill) y (IV), que a su vez se
describen en el documento US 6.403.816 y en nuestra Solicitud de Patente pendiente de India N° 265/DEL/2005,
presentada el 9 de febrero de 2005.
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DRF-4012 (lll), segin se describe en la Solicitud de Patente DRF-4015 (IV), seglin se describe en la Solicitud de
de India N° 265/DEL 2005 Patente de India N° 265/DEL 2005

[0067] Se ha descubierto que las composiciones farmacéuticas de nanoparticulas de los farmacos o compuestos
poco solubles en agua mencionadas anteriormente en el presente documento , y especialmente las composiciones
farmacéuticas de nanoparticulas de los farmacos o compuestos poco solubles en agua como Paclitaxel, Docetaxel y
Etoposido y compuestos anticancerosos potentes como MJ-1098, DRF-4012 y DRF-4015, mencionados
anteriormente en el presente documento, tienen una mayor estabilidad de mas de 24 horas, en comparacién con las
composiciones farmacéuticas de nanoparticulas de Paclitaxel, preparadas segin el método de Burman et al.,
descrito en el documento US 6.365.191, que, como se reivindica en dicha patente, tiene una estabilidad de tan solo
12 horas. La referencia al término “estabilidad” se debe interpretar como el periodo en horas durante el cual un
farmaco o compuesto poco soluble en agua permanece en solucidon en la composicion farmacéutica que lo
comprende, sin ninguna precipitacion del farmaco o compuesto en la misma.

[0068] Ademas, en las composiciones farmacéuticas de nanoparticulas de farmacos o compuestos poco solubles en
agua, mencionadas anteriormente en el presente documento, y especialmente en las composiciones farmacéuticas
de nanoparticulas de los farmacos o compuestos poco solubles en agua como Paclitaxel, Docetaxel y Etopésido y
compuestos anticancerosos potentes como MJ-1098, DRF-4012 y DRF-4015 mencionados anteriormente en el
presente documento, se ha descubierto que dichos farmacos o compuestos quedan inmovilizados en la micela
polimérica en una proporcién mayor del 95%, incluso después de 24 horas. En comparacion, en una composicion
farmacéutica de nanoparticulas de Paclitaxel preparada segin el método de Burman et al, que se describe en el
documento US 6.365.191, se ha descubierto que el farmaco quedaba inmovilizado en la micela polimérica en una
proporcion de tan solo el 90%, incluso después de 24 horas.

[0069] En una comparacion de las composiciones farmacéuticas de farmacos o compuestos poco solubles en agua
en forma de nanoparticulas, que comprenden el polimero de alta pureza y sustancialmente libre de contaminantes
monoméricos de la presente invencién, con la composicion farmacéutica de Paclitaxel, también en forma de
nanoparticulas, segun se describe en el documento US 6.365.191, resultaria evidente a partir de la comparacion
resumida en la Tabla IV.
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Tabla IV: Comparacion de la composicidon farmacéutica de farmacos o compuestos poco solubles en agua
de la presente invencién con la composicion farmacéutica descrita en el documento US 6.365.191

Divulgacién contenida en
N° de jeringa Detalles el documento Presente invencion
US 6.65.91
Farmacos o compuestos Derivados de Taxano, Un gran namero de
1 poco solubles en agua particularmente Paclitaxel farmacos y compuestos
mencionados
El polimero utilizado en la Comprende unidades Comprende unidades
2 composicion farmacéutica monomeéricas de NIPAM, VP | monoméricas de NIPAM, VP
y MPEG y MPEG
Contaminantes NIPAM: 0,066-0,076% NIPAM: < 0,001% p/p
3 monoméricos presentes en p/p VP: <0,001% p/p
el polimero VP: 0,008-0,011 %
p/p
Tamano de las No especificado 30-150 nm
4 nanoparticulas en la
composicion farmacéutica
4 Estabilidad Aproximadamente 12 horas > 24 Horas
Inmovilizacion del farmaco 90% > 95%
5 en la micela polimérica
después de 24 horas

[0070] Ademas de las ventajas que tienen, no solo del polimero de alta pureza y sustancialmente libre de
contaminantes monoméricos obtenido por el método de la presente invencién, sino también las ventajas de las
composiciones farmacéuticas de los farmacos o compuestos poco solubles en agua, que comprenden el polimero de
la presente invencion, sobre las composiciones farmacéuticas de la técnica anterior, como se ha descrito mas
detalladamente anteriormente en el presente documento, los inventores de la presente invencion, ademas
descubrieron un método altamente selectivo para la preparacion de composiciones farmacéuticas de los farmacos o
compuestos poco solubles en agua, en el que dicho farmaco o compuesto poco soluble en agua queda inmovilizado
en la carcasa polimérica del polimero utilizado en el mismo, se produce en forma de nanoparticulas de tamafio
consistente. Este método no forma parte de la presente invencion.

[0071] En primer lugar, puede indicarse que, a partir de la descripcién contenida en los Ejemplos 1 a 40 y bajo los
encabezados “La composicion preferida” y “Formulacién para infusion” en el documento US 6.365.191 de Burman et
al, la composicion farmacéutica de Paclitaxel se prepara, aparentemente, disolviendo en primer lugar la cantidad
necesaria del polimero en una cantidad necesaria de un liquido de dilucion (por lo general, una solucién al 5% de
dextrosa o al 10%), seguido de la adicion de un tensioactivo aniénico para obtener una solucién transparente, cuyo
pH se ajusta de manera opcional, con un agente tamponante. A continuacion, a la solucién transparente resultante
del polimero y el tensioactivo anionico en el liquido de dilucion, se afiade una solucion alcohdlica de Paclitaxel para
obtener concentraciones variables del farmaco, que van de 0,1 a 10 mg/ml, que se reivindica esencialmente que es
la composicién farmacéutica en forma de nanoparticulas Gtil para su administracion.

[0072] Como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, el documento US 6.365.191 no habla del
tamafio aproximado de las nanoparticulas que se obtienen de esta manera, sin embargo, los inventores de la
presente invencién han descubierto, que con los Ejemplos 1 a 40 y bajo los encabezados “La composicion preferida”
y “Formulacion para infusién” en el documento US 6.365.191 de Burman et al, se producen nanoparticulas de
tamafios inconsistentes al tratar de preparar una composicion farmacéutica de Paclitaxel.

[0073] En este contexto, los inventores de la presente invencion han descubierto que la produccion de
nanoparticulas de tamafios consistentes era altamente selectiva y dependia en gran medida de lo siguiente:

i) la proporcién en la que se afiade una solucion alcohdlica de Paclitaxel a una solucion del polimero y otros
excipientes en el liquido de dilucion;

ii) el volumen de la solucion alcohdlica de Paclitaxel y el volumen de liquido de dilucién, al que se afiade el
primero;

iii) el didmetro interno o el tamafio del agujero de la aguja a través de la cual se afiade la solucién alcohdlica del
Paclitaxel a una solucién del polimero y los excipientes farmacéuticamente aceptables en el liquido de dilucion;
y

iv) la posicion del recipiente, que contiene el liquido de dilucion y el polimero y los excipientes
farmacéuticamente aceptables en el momento en que se afiade la solucién alcohélica de Paclitaxel.

[0074] En particular, los inventores de la presente invencion han descubierto que solo a través de:
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a) adicion de una solucién alcohdlica de Paclitaxel a través de una jeringa a una solucién del polimero y otros
excipientes en el liquido de dilucién en un periodo de tiempo especifico;

b) utilizacién de una aguja que tiene un diametro interno de entre 0,305 mm a 0,356 mm, para adicion de un
volumen menor de la solucion alcohdlica de Paclitaxel a la solucién del polimero y excipientes
farmacéuticamente aceptables en el liquido de dilucion; o

c) utilizacion de una aguja que tenga un diametro interno de entre 0,559 a 0,711 mm, para adicién de un
volumen mayor de solucién alcohdlica de Paclitaxel a la solucién del polimero y excipientes farmacéuticamente
aceptables en el liquido de dilucién;

d) inyeccion de una solucién alcohdlica de Paclitaxel a la solucién del polimero y otros excipientes en el liquido
de dilucion, en la que la aguja de la jeringa a través de la cual se afiade la solucion alcohdlica de Paclitaxel
permanecera sumergida en la solucion del liquido de dilucion; y

e) opcionalmente, manteniendo el recipiente que contiene dicho liquido de diluciéon en una posicion invertida
durante la inyeccion de la solucion alcohdlica de Paclitaxel a la solucion del polimero y otros excipientes en el
liquido de dilucion,

puede conseguirse la produccion de nanoparticulas de tamafio consistente, con minima o nula variacién de
tamafio y carga consistente del farmaco, en la carcasa polimérica.

[0075] Ademés se ha descubierto que solo a través del método selectivo es posible lograr una mayor estabilidad de
las composiciones farmacéuticas.

[0076] Ademas se ha descubierto que el método altamente selectivo mencionado anteriormente en el presente
documento, no se limita a la produccién de nanoparticulas de Paclitaxel, sino que también es igualmente eficaz en la
produccién de nanoparticulas de tamafios de particula consistentes de otros farmacos o compuestos poco solubles
en agua, especialmente Docetaxel, Etopdsido, acido Betulinico, derivados de &cido Betulinico, anticancerosos
potentes derivados de acido Betulinico como My-1098 de férmula (II), DRF-4012 de férmula (l1l) y DRF-4015 de
férmula (IV) mencionados anteriormente en el presente documento.

[0077] Particularmente, se ha descubierto que si el tiempo de adicién de un volumen menor, por ejemplo entre 1y 5
ml de la solucién del farmaco o compuesto poco soluble en agua a una solucion (de aproximadamente 35 veces el
volumen inyectado) del polimero y otros excipientes en el liquido de dilucién, excede un tiempo de 4 segundos, 0 si
el diametro interno de la aguja (a través de la cual se inyecta la solucion del farmaco o compuesto poco soluble en
agua) esta fuera del intervalo de 0,305 a 0,356 mm, entonces dicha adicion da como resultado la produccion de
nanoparticulas de tamafios de particulas inconsistentes de los farmacos o compuestos poco solubles en agua, asi
como composiciones farmacéuticas que poseen poca estabilidad, lo que significa que la solucién no permanece
transparente durante periodos prolongados de tiempo, sino que se hace opalescente en periodos de tiempo mas
cortos.

[0078] Asimismo, se ha descubierto particularmente que, si el tiempo de adicion de un volumen mayor de solucion
del farmaco o compuestos poco solubles en agua, por ejemplo entre 5 y 15 ml, la solucién (aproximadamente 35
veces el volumen inyectado) del polimero y otros excipientes en el liquido de dilucidn, excede un tiempo de 10
segundos, o si el diametro interno de la aguja (a través de la cual se inyecta la solucién del farmaco o compuesto
poco soluble en agua) esta fuera del intervalo de 0,559 a 0,711 mm, entonces tal adicion da como resultado la
produccién de nanoparticulas de tamafios de particula inconsistentes del farmaco o compuesto poco soluble en
agua y también se produce una composicidon farmacéutica que posee baja estabilidad, lo que significa que la
soluciéon no permanece transparente durante periodos prolongados de tiempo, sino que se hace opalescente en
periodos de tiempo mas cortos.

[0079] Esto puede ejemplificarse con respecto a las composiciones farmacéuticas de dos farmacos o compuestos
anticancerosos poco solubles en agua, por ejemplo Paclitaxel y un derivado de acido Betulinico, DRF-4012 de
férmula (I11), en el que el efecto del tiempo de adicion de una solucién de dichos farmacos y los diametros internos
de las agujas a través de las cuales se afiaden dichas soluciones a la soluciéon del polimero y excipientes
farmacéuticamente aceptables en el liquido de dilucién se resumen en la Tabla V.

[0080] La composicion farmacéutica se presenta de manera conveniente como un kit de dos viales:

a) uno que comprende una solucién de un farmaco o compuesto poco soluble en agua, en un disolvente
miscible en agua, o mezclas de los mismos a una concentracion adecuada del dicho farmaco; y

b) el otro que comprende una solucion del polimero de la presente invencién, de alta pureza y sustancialmente
libre de contaminantes monoméricos, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables en un disolvente
acuoso, generalmente agua de calidad para inyeccion, siendo ambos viales estériles y estando fabricados y
envasados en condiciones asépticas.

[0081] Los contenidos de los dos viales se afiaden al liquido de dilucién antes de su administracion en seres
humanos o animales.
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[0082] Opcionalmente, el kit puede comprender ademas un liquido de dilucién, una jeringa y una aguja que tiene un
diametro interno en el intervalo de 0,305 a 0,356 mm, si va a afadirse un volumen pequefio del vial a), por ejemplo
1-5 ml, a aproximadamente 35 veces su volumen de los contenidos del vial b), o una jeringa y una aguja que tiene
un didametro de 0,559 a 0,711 mm, si va a afiadirse un volumen mayor de los contenidos del vial a), por ejemplo 10-
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15 ml, a aproximadamente 35 veces su volumen de los contenidos del vial b).

[0083] Especialmente en el caso de un kit que comprende Paclitaxel, para la administracion en pacientes para el

tratamiento del cancer de mama, el kit de dos viales comprendera:

a) un vial que contiene una solucién de 400 mg de Paclitaxel en 20 ml de etanol;

b) el otro que contiene una soluciéon de 200 mg del polimero de la presente invencion, de alta pureza y
sustancialmente libre de contaminantes monomeéricos, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables en

20 ml de agua, y

opcionalmente, el kit puede comprender también un frasco de 500 ml de una solucién al 10% de dextrosa, y una
jeringa y una aguja que tiene un diametro interno de 0.711 mm, para inyectar la solucion del vial a) en el frasco
de 500 ml de la solucién de dextrosa al 10%, a la que se ha afiadido la solucién del vial b) en un periodo de
tiempo que no mayor de 10 segundos, preferentemente en un periodo de tiempo de 6 segundos, para producir
una composicion farmacéutica adecuada para administracibn nanoparticulas de tamafios de particula
consistentes, con variaciones minimas o insignificantes de tamafio, y con una carga consistente del farmaco, en

la carcasa polimérica, y mayor estabilidad.

Tabla-V: Efecto del tiempo durante el cual se aflade una solucién de farmacos o compuestos poco solubles
en agua y el diametro interno de las agujas a través de las cuales se afiaden dichas soluciones a una

solucién del polimero y otros excipientes en un liquido de dilucién.

Didmetro
interno (en Observaciones y Resultados
mm) de la
aguja a Tiempo de
través de la |adicién (en s.)
Farmaco o cual se de la solucion
compuesto afade la del farmaco o
poco soluble en [solucién de |compuesto
o agua, farmaco o  |poco soluble ~
Node 1 jisolvente en el compuesto |en aguaala |lamafiode - _
eringa i
J g que se disuelve |poco solucion del | particula Estabilidad Transparencia
y volumen de la |soluble en [polimeroy medio (h) de la solucion
solucién aguaala excipientes (nm)
inyectada solucion del (en un liquido
polimeroy |de dilucion
excipientes |(ml)
enun
liquido de
dilucién
Paclitaxel/
1 Etanol (1 ml) 0,305 3 s/~35 ml 80 >24 Transparente
Paclitaxel/ Opalescencia
2 0,467 ~ 90 20 .
Etanol (1 mI) 2 /=35 ml muy ||gera
Paclitaxel/ Opalescencia
3 Etanol (1 ml) 0,711 2 s/=35 ml 135 <10 ligera
Paclitaxel/
4 Etanol (1 ml) 1,270 2 s/~35 ml 270 <4 Opalescente
Paclitaxel/ Opalescencia
> Etanol (1 ml) 0.305 6 s/~35m| 240 <4 ligera.
Paclitaxel/ Muy
B Etanol (1 ml) 0.467 6 s/~35 ml Ll <2 opalescente
Paclitaxel/ Muy
7 Etanol (1 ml) 0,711 6 s/~35 ml 285 <2 opalescente
Paclitaxel/
8 Etanol (1 ml) 1,270 6 s/~35 ml 2300 <0,5 Lechosa
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Didmetro
interno (en Observaciones y Resultados
mm) de la
aguja a Tiempo de
través de la |adicién (en s.)
Farmaco o cual se de la solucion
compuesto afade la del farmaco o
poco soluble en [solucién de |compuesto
Nede  |29ud farmaco o |poco soluble Tamafio de
jeringa disolvente en el [compuesto |en aguaala ! . )
que se disuelve |[poco solucion del | particula Estabilidad Transparencia
y volumen de la |soluble en [polimeroy medio (h) de la soluci6n
solucién aguaala excipientes (nm)
inyectada solucion del (en un liquido
polimeroy |de dilucién
excipientes |(ml)
en un
liquido de
dilucion
DRF-4012 de
9 Formula (111)/ 0,305 3 s/~35 ml 70 >24 Transparente
Etanol (1 ml)
DRF-4012 de :
10 |Fermula (I 0,465 2 5/~35 ml 90 20 Opalescencia
Etanol (1 ml) muy ligera
DRF-4012 de .
11 |Férmula (I 0,711 2 5/~35 ml 100 <10 Opalescencia
Etanol (1 ml) ligera
DRF-4012 de
12 Férmula (111)/ 1,270 2 s/~35 ml 130 <6 Opalescente
Etanol (1 ml)
DRF-4012 de .
13 |Férmula (I 0,305 6 5/~35 ml 200 <6 Opalescencia
Etanol (1 ml) ligera
DRF-4012 de Muy
14 Férmula (111)/ 0,467 6 s/~35 ml 200 <4
Etanol (1 ml) opalescente
DRF-4012 de Muy
15 Férmula (111)/ 0,711 6 s/~35 ml 240 <2
Etanol (1 ml) opalescente
DRF-4012 de
16 Férmula (111)/ 1,270 6 s/~35 ml 8100 <0,5 Lechosa
Etanol (1 ml)
17 Etaacr:':)?’((fg m) 0,711 | 10 s/~500 ml 85 >24 Transparente
18 Paclitaxel/ 0,711 15 s/~500 ml 150 <15 Opal.escenma
Etanol (15 ml) ligera
19 E{aa({:rilct)?)((leg mi) 0,330 18 s/~500 ml 150 20 Transparente

[0084] En resumen, la presente invencion, como se ha mencionado anteriormente en el presente documento,
representa un avance en la bisqueda de una respuesta a la mayoria, si no todas las limitaciones de los métodos y

técnicas anteriores en el campo de la tecnologia de nanoparticulas y proporciona:

i) un polimero que comprende tres unidades monomeéricas seleccionadas de entre (NIPAM, VP y MPEG, de alta
pureza y sustancialmente libres de contaminantes monomeéricos, con un nivel téxico de NIPAM y VP en el
polimero <0,001%; que, ademds, se ha clasificado como biocompatible, no biodegradable, seguro y no téxico

para su uso en seres humanos y animales;

i) un método altamente selectivo para la preparacion del polimero que comprende tres unidades monomeéricas
seleccionadas entre NIPAM, VP y MPEG, de alta pureza y sustancialmente libres de contaminantes
monoméricos, con un nivel de toxicidad de NIPAM y VP en el polimero <0,001%, que comprende someter una

solucién acuosa del polimero preparado de esta manera a diafiltracion.

Se describen adicionalmente, aunque no son parte de la invencion, los siguientes puntos:
iii) Una composicion farmacéutica de farmacos o compuestos poco solubles en agua en forma de
nanoparticulas, que comprende el polimero de alta pureza y sustancialmente libre de contaminantes
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monomeéricos, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables, que es segura y no tdxica y, por tanto,
adecuada para su uso y administracion en seres humanos y animales;

iv) Un método altamente selectivo para la produccion de una composicion farmacéutica de farmacos o
compuestos poco solubles en agua en forma de nanoparticulas, que comprende el polimero de alta pureza y
sustancialmente libre de contaminantes monoméricos junto con excipientes farmacéuticamente aceptables, que
tiene tamafios de particula consistentes de las nanoparticulas y una carga de farmaco consistente; y

v) Una composicion farmacéutica de farmacos o compuestos poco solubles en agua en forma de
nanoparticulas, que comprende el polimero de alta pureza y sustancialmente libre de contaminantes
monoméricos junto con excipientes farmacéuticamente aceptables, que tiene tamafios de particula consistentes
de las nanoparticulas con mayor carga de farmaco y una mayor estabilidad.

Descripcion detallada de lainvencién
A. Preparacion del polimero de la presente invencion

[0085] EI polimero de la presente invencion comprende tres de las unidades monoméricas seleccionadas entre
NIPAM, VP y MPEG, en las que las cadenas poliméricas estan reticuladas con un agente reticulante, que no
contiene ningun grupo sulfhidrilo ni enlaces disulfuro.

[0086] El agente reticulante desempefia un papel importante durante la polimerizacion, ya que proporciona
reticulaciones en las cadenas poliméricas lineales y siempre que se utiliza es, en general, un derivado de vinilo
bifuncional. Puede ser mas que bifuncional, es decir, puede tener mas de dos sitios reactivos. Un derivado de vinilo
bifuncional preferido que puede emplearse ventajosamente es N, N’-metilenbisacrilamida (MBA).

[0087] El polimero de la presente invencidn puede prepararse por métodos generales normalmente adoptados para
reacciones de polimerizacion.

[0088] En una realizacién particular, el polimero de la presente invencidon puede prepararse sometiendo los
monoémeros de N-isopropilacrilamida (NIPAM), 1-vinil-2-pirrolidona (VP) y polietilenglicol (peso molecular 6000) éster
de anhidrido maleico (MPEG) para una polimerizacion de radicales libres en presencia de un activador, un iniciador
de polimerizacion y un agente reticulante en un medio acuoso.

[0089] Podria utilizarse una combinacién de mondmeros, N-isopropil acrilamida (NIPAM) y Vinilpirrolidona (VP) en
una proporcién en peso que varie entre 55:22 a 65:35, mientras que la composicién comonomérica de (NIPAM +
VP): MPEG que puede emplearse esta en el intervalo de 80:20 a 95:5. Preferentemente, y mas particularmente, se
emplea una combinacion de monémeros de N-isopropil acrilamida (NIPAM) y Vinilpirrolidona (VP) en una proporcion
en peso que varia de 58:32 a 62:28 y la composicion comonomérica de (NIPAM + VP): MPEG empleada esta en el
intervalo de 90:10 6 95:5, lo cual se ha descubierto que confiere el perfil de biocompatibilidad, no biodegradabilidad y
de seguridad biol6gica deseado a los polimeros, ya que esta proporcion particular da como resultado,
sistematicamente, la formacion de una unidad co-polimérica aleatoriamente hiper-ramificada de NIPAM y VP, que se
estabilizan gracias a una capa externa de recubrimiento formada a partir de enlaces de hidrégeno mediante el
aducto diéster (mayor) y aducto monoéster (menor) del anhidrido maleico - polietilenglicol (MPEG).

[0090] Los iniciadores de polimerizacion juegan un papel importante en la iniciacién de la formacion de radicales
libres. Los iniciadores que pueden utilizarse pueden ser compuestos de perdxido, tales como peréxido de diacilo,
peréxido de benzoilo, peréxido de diacetilo, peréxidos de dialquilos, perdxido de butilo terciario y peréxido de amilo
terciario o bien, puede tratarse de iniciadores de polimerizacion a base de nitrilo como 2,2’-azo-bis-isobutironitrilo
(AIBN) o iniciadores de polimerizacion basados en sales inorganicas, tales como perdisulfato de amonio o
perdisulfato de amonio (APS), usados por separado o en combinacion.

[0091] Entre los iniciadores de polimerizacidn mencionados anteriormente, se prefiere el persulfato de amonio
(APS).

[0092] Aungue los iniciadores de polimerizacion inician este proceso, sin embargo, se ha descubierto que la
reaccion de polimerizacion se acelera por la presencia de agentes activadores (conocidos a menudo como
Activadores) que catalizan la formacion de radicales libres a partir de iniciadores de polimerizacion. Dichos
activadores pueden seleccionarse entre tetrametiletilen-diamina (TMED) y sulfato de amonio ferroso (FAS), pero se
prefiere la combinacion de TMED y FAS. En la reaccion de polimerizacién puede emplearse cualquier combinacion
del iniciador de polimerizacién y el activador. También es posible usar dos 0 mas iniciadores. De manera similar,
pueden emplearse dos 0 méas activadores.

[0093] Como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, el agente reticulante desempefia un papel
importante durante la polimerizacion, proporcionando reticulaciones en las cadenas poliméricas lineales y
generalmente se trata de un derivado de vinilo bifuncional, si se utiliza alguno. Puede ser mas que bifuncional, es
decir puede tener més de dos sitios reactivos. Un derivado preferido de vinilo funcional que puede usarse es N, N'-
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metilen-bis-acrilamida (MBA).
[0094] La polimerizacion se realiza en presencia de un gas inerte, que puede ser nitrdgeno o argon.

[0095] Generalmente, la reaccidn de polimerizacion se realiza disolviendo en primer lugar cantidades adecuadas de
los respectivos monomeros, es decir, N-isopropilacrilamida (NIPAM), 1-vinil-2-pirrolidona (VP) y polietilenglicol (peso
molecular 6000) éster de anhidrido maleico (MPEG) en un disolvente acuoso, que por lo general es agua. A la
solucion acuosa de los respectivos mondmeros obtenidos de esta manera, se afiade sucesivamente una solucién
acuosa de un agente reticulante y un activador. La solucion se des-oxigena burbujeando un gas inerte durante
aproximadamente 30 a 60 minutos. A la solucién des-oxigenada se le afiade una solucién acuosa de iniciadores de
polimerizacion y se somete a polimerizaciéon a una temperatura de entre 25 °C a 45 °C, preferentemente a una
temperatura entre 25 °C a 35°C con burbujeo continuo de gas inerte durante un periodo de tiempo hasta completar
la polimerizacion.

[0096] El agente reticulante puede emplearse en cantidades en el intervalo de entre 1,3 - 1,5% p/p del contenido
total de mondémeros y mas preferentemente en el intervalo entre 1,35 - 1,4% p/p del contenido total de monémeros.

[0097] Es posible emplear activadores en cantidades en el intervalo de 15 - 18% p/p del contenido total de
mondmeros y mas preferentemente en el intervalo entre 15 - 16% p/p del contenido total de monémeros.

[0098] El iniciador de polimerizacién puede emplearse en cantidades en el intervalo de entre 20% - 30% p/p del
contenido total de monémeros y mas preferentemente en el intervalo de entre 23 - 25% p/p del contenido total de
monoémeros.

[0099] EI avance de la reaccién de polimerizacion se controla mediante HPLC y normalmente finaliza en
aproximadamente 3 - 6 horas.

[0100] Después de finalizar la reaccion de polimerizacion, la solucion se somete a filtracién a través de filtros de
capsula de membrana de polietersulfona de 2,54 cm (1") previamente esterilizados, desechables, de 0,2 mm, con
tamafios de poro de 0,8 y 0,2 um; del Tipo DPS-5101AA-201 (fabricante: M/s Advanced Microdevices Pvt Ltd, India).
Los contenidos filtrados del recipiente de reaccion se someten a diafiltracion usando un dispositivo de diafiltracion
Proflux M12 (Millipore) para retirar los contaminantes monoméricos y otras impurezas de bajo peso molecular.

[0101] Por lo general, la diafiltracion finaliza en menos de una hora y normalmente da como resultado, no sélo una
solucion sustancialmente sin contaminantes monoméricos, sino también una forma concentrada, normalmente de
una cuarta a una o sexta (1/4 a 1/6) parte del volumen inicial de la solucion sometida a diafiltracion. Si fuera
necesario, la solucidon concentrada obtenida de esta manera, que carece de contaminantes monomeéricos, puede
someterse a otro ciclo de diafiltracion. La solucién concentrada del polimero de la presente invencion de alta pureza
y sustancialmente sin contaminantes monoméricos puede someterse a una etapa de liofilizacion para obtener el
polimero en forma solida liofilizada, para la utilizacién en composiciones farmacéuticas o la solucién concentrada
como tal puede utilizarse directamente para la formulacion de dichas composiciones farmacéuticas.

[0102] En una realizacién tipica de la presente invencion, la reaccion de polimerizacién se realiza disolviendo una
cantidad apropiada de los respectivos mondémeros, es decir, N-isopropilacrilamida (NIPAM), 1-vinil-2-pirrolidona (VP)
y polietilenglicol (peso molecular 6000) éster de anhidrido maleico (MPEG) en agua. A la solucién acuosa de los
mondmeros obtenidos de esta manera se la afiade un volumen de solucién acuosa (aproximadamente 5% p/v) de un
agente reticulante, N,N'-metilen-bis-acrilamida (aproximadamente 1,37% p/p del contenido total de mondmeros) y
una combinacion de activadores, que comprende un volumen apropiado de Tetrametiletiiendiamina (TMED,
aproximadamente el 15,4% p/p del contenido total de monémeros) y una solucién acuosa (0,5% p/v) de sulfato de
amonio ferroso (aproximadamente 0,1% p/p del contenido total de monémeros). Es preferible afiadir primero uno de
los activadores y el otro se afiade posteriormente, junto con el iniciador de la polimerizacion. La solucion se des-
oxigena aplicando burbujas de nitrégeno durante 30 minutos, aproximadamente. A la solucién des-oxigenada se la
afiade un volumen apropiado de una solucién acuosa (aproximadamente 80% p/v) de iniciadores de polimerizacion,
Persulfato de amonio (aproximadamente 24% p/p del contenido total de mondémeros) y la solucién se somete a
polimerizacion, a una temperatura preferentemente de entre 25° a 35 °C con burbujeo continuo de nitrégeno,
durante un periodo de tiempo necesario para finalizar la polimerizacion. Normalmente, la reaccion de polimerizacion
finaliza en 3-5 horas.

[0103] Una vez finalizada la polimerizacion, la solucion se somete a filtracion a través de un filtro de capsula con una
membrana de polietersulfona de 1 pulgada, previamente esterilizada y desechable de 0,2 um (tamafio de poro 0,8 +
0,2 um). El contenido del filtrado del recipiente de reaccién se somete a diafiltracion para retirar los contaminantes
monoméricos y otras impurezas de bajo peso molecular.

[0104] En una realizacion tipica de la presente invencion, podria someterse a diafiltracion una solucion del polimero

en agua, a una concentracién de, por ejemplo, 1 g en 50 ml, con lo cual, después de la diafiltracién, se obtiene una
solucién concentrada del polimero en aproximadamente de una cuarta a una sexta parte (1/4 a 1/6) del volumen
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inicial, es decir, 1 g del polimero en aproximadamente 12-13 ml de agua, lo cual contiene menos del 0,001% p/p
tanto de NIPAM como de VP.

[0105] La deteccion y cuantificacién de los monémeros residuales, especialmente VP y NIPAM residuales, en el
polimero, se realiza por HPLC. El sistema HPLC que puede usarse para detectar monémeros es la serie Agilent
1100 o equivalente, usando columnas de fase inversa RP-18 (C-18) [Lichrospher RP-18e, 5u, 250 mm x 4 mm]. La
fase movil usada es una mezcla de agua y acetonitrilo en una proporcion de 80:20, a un caudal de 1 ml/min., con un
volumen de inyeccion de muestra de 50 pl.

[0106] EIl tiempo de procesamiento es de 10 minutos, la temperatura de la columna es de 30 °C y la longitud de
onda del detector es de 226 nm.

[0107] En las condiciones anteriores, el tiempo de retencién de NIPAM fue de aproximadamente 3 minutos, mientras
gue el de VP fue de 5 minutos aproximadamente.

[0108] La solucién concentrada del polimero obtenida de esta manera es de alta pureza y sustancialmente sin
contaminantes monomeéricos, que puede someterse a una etapa de liofilizacion para obtener el polimero en forma
solida liofilizada para la utilizacion en composiciones farmacéuticas o la solucion concentrada como tal puede
utilizarse directamente para la formulacion de dichas composiciones farmacéuticas. Sin embargo, se prefiere utilizar
la solucion concentrada del polimero tal cual para la formulaciéon en composiciones farmacéuticas.

B. Caracterizacion del polimero de la presente invencién

[0109] El polimero de la presente invencion obtenido mediante el método mencionado anteriormente en el presente
documento, se sometid a amplio analisis espectroscopico tal como '"H-RMN, *C-RMN, espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FT-IR), y andlisis térmicos tales como calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis
termogravimétrico (TGA), etc., para aclarar la estructura del polimero obtenido de esta manera.

[0110] El espectro "H-RMN del polimero de la presente invencion en CDCls, muestra picos en & (ppm) de 1,14 (a -
CH (CHgs)2); 1,45 (a -CH,-CH,-N(anillo-VP); 1,63 (a -CH,-CHC(=O)NH); 1,99 (a -CH C(=O)NH-), CH, (anillo- VP),
2,36 (CHy, anillo-VP), 3.0 (- O - CH>-CH,-3.23(CH2-N-); 3,62-3,66 (a CH,, PEG); 3,72 (NH-CH(CHj3),); 3,97 (a, CH).
El espectro "H-RMN del polimero de la presente invencién se resume en la Fig.1.

[0111] El espectro 13C RMN del polimero de la presente invencion muestra picos a 8 (ppm) de 174 (C = O); 76,6-
77,6 (multiplete para CDCl; y CH para cadena principal polimérica); 70,6 (CH, PEG); 41.6 (CH para unidades
isopropilicas); 31,8 (CH, para cadena principal polimérica); 22,6 (CHs, isopropilo). El espectro 3C RMN del polimero
de la presente invencién se resume en la Fig. 2.

[0112] EI espectro de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) del polimero de la presente
invencién muestra picos en los siguientes valores de frecuencia (cm'l) de 3500 (s, OH); 3296 (s, NH, Amida
secundaria); 2972-2933 (s, CH, CH,CHj3); 1651 (a, picos divididos y fuertes, éster C = O y C = O de Amida primaria);
1546 (s, NH curvatura de Amida Il y quizd C = O de acido libre, menor); 1387, 1367 (doblete de grupos isopropilo,
CHgs, deformacion), 1172-1129 (m, O-C-O). El espectro de la espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-
IR) del polimero de la presente invencién se resume en la Fig. 3.

[0113] Estos estudios de caracterizacion confirman que el polimero de la presente invencion tiene la estructura, que
se representa a continuacion en el presente documento, como formula (1):

[0114] Ademas, para caracterizar las propiedades fisicoquimicas del polimero con detalle, se evaluaron diversas
propiedades del polimero, tales como propiedades térmicas, Concentracion Micelar Critica (CMC), solubilidad y pH,
estabilidad durante el almacenaje.

[0115] EI andlisis termogravimétrico (TGA), mostré que existe una pequefia pérdida de peso entre 51 y 260 °C, lo
qgue indica que podria estar ocurriendo una pérdida de disolvente y algunas reacciones macromoleculares,
especialmente en las unidades MPEG del polimero antes de que se produzca el comienzo de la degradacién a 310
°C aproximadamente. Esto indica que el polimero tiene alta estabilidad térmica, en buena medida gracias a las
unidades de MPEG. El termograma TGA del polimero de la presente invencién se resume en la Fig. 4.

[0116] Ademas, el perfil de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) del polimero, representado en la Fig. 5, no
mostré ninguna temperatura de transicion vitrea (Tv), s6lo se observaron una temperatura de fusion (Tf) de 58 °C y
una temperatura de punto de recristalizacion (Tc) de 38,4 °C. La ausencia de una Tv evidente podria indicar que se
trata de una estructura sumamente rigida hiper-ramificada, lo cual también podria atribuirse a los amplios enlaces de
hidrégeno con MPEG.
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Estructura del polimero de la presente invencién

[0117] La temperatura critica inferior de la solucién (LCST) del polimero tiene valores en la regién de 50 a 60°C. Una
vez mas este es un parametro importante para polimeros anfifilos en fase acuosa que se manifiesta en transiciones
de fase termosensibles a una temperatura determinada denominada LCST. Por debajo de la LCST, el polimero
presentaria una configuracion de cadena extendida soluble, es decir, un comportamiento hidréfilo. Por encima de la
LCST, el polimero pasa por una fase de transicion para conformar un agregado hidréfobo e insoluble. Esta
propiedad es util para determinar la capacidad de formar micelas en el disolvente adecuado y para actuar en
sistemas de administracion de los farmacos en aplicaciones farmacéuticas.

[0118] La Concentracion Micelar Critica (CMC) es otro parametro importante que define la capacidad de
encapsulamiento de un nanotransportador y determina la estabilidad. Esta es la concentracion mas baja para que el
polimero anfifilo o los monémeros formen una estructura micelar capaz de encapsular un farmaco en su nucleo
hidréfobo. El valor de la CMC para el presente polimero es de aproximadamente 0,2 mg/ml. Ademas, el polimero
que comprende mondmeros termo-sensibles y sensibles al pH tales como la N-isopropilacrilamida (NIPAM) y 1-vinil-
pirrolidin-2-ona (VP), bien conocidos por ser biocompatibles con proteinas y células sanguineas. Ademas, las
aplicaciones biomédicas del poli (NIPAM) son muy amplias debido a su transicién de temperatura reversible, es
decir, la LCST, a sus excelentes enlaces de hidrogeno y capacidades de formacion de micelas e hidrogeles. De
manera similar, los polimeros de polivinilpirrolidona (también conocido como povidona) son también altamente
solubles en agua y forman abundantes enlaces de hidrégeno con agua. La aplicacion que se le pretendié dar a este
polimero era disefiar un nuevo sistema que incorporase las fuerzas de los diversos mondémeros definidos
anteriormente para conducir a la formacién de nanoparticulas poliméricas estables, termo-sensibles, sensibles al pH,
gue contengan grupos hidroéfilos e hidréfobos para disolver los profarmacos que son poco solubles en agua.

[0119] Muy sorprendentemente, se encontré que los perfiles deseados de biocompatibilidad, no biodegradabilidad y
seguridad biolégica para los polimeros se obtuvieron gracias a la formacién de una unidad copolimérica
aleatoriamente hiper-ramificada que comprendia NIPAM y VP estabilizados mediante un recubrimiento de carcasa
externo formado a partir de enlaces de hidrégeno por el aducto diéster (mayor) y aducto monoéster (menor) de
anhidrido maleico - polietilenglicol (MPEG) que tiene la composicion comonomérica de (NIPAM + VP): MPEG en el
intervalo de 80:20 a 95:5, asi como unidades NIPAM: VP en el intervalo de 55:22 y 65:35. Especificamente, se
encontré que los mejores resultados (mayor LCST, mayor produccion, liberacion de nanoparticulas de Paclitaxel), se
obtuvieron cuando la composiciéon de (NIPAM + VP): MPEG se encontraba en el intervalo de 90:10 6 95:5 y las
unidades de NIPAM: VP, se usaban en el intervalo de 58:32 a 62:28. La proporcion del monémero usado también
coincide con el polimero final y esto se confirma en diversos estudios, tales como 'H-RMN, “C-RMN y
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR)
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C. Biocompatibilidad y no biodegradabilidad del polimero de la presente invencion

[0120] Cuando se evalud la farmacocinética, biodistribucion y eliminacion del polimero marcado con [“C] en ratones
macho suizos albinos, el perfil de concentracion de radioactividad en sangre revel6 una curva bifasica (Figura 6), con
una corta semivida T12(B) de eliminacién de 0,448 + 0,157 horas (26,88 minutos) y una eliminacion rapida de 54,7
ml/h. Los resultados de este estudio se resumen en las Tablas-VIy VII.

Tabla-VI: Parametros farmacocinéticos del polimero de la presente Invencion

Pardmetro Caélculo £ DT
T12(K10) 0,152 + 0,018 h
Tip(alfa) 0,065 + 0,014 h
T1p(beta) 0,448 + 0,157 h

Cnax 82,96 + 5,11 ug/ml
ABC 18,29 + 1,62 h x ug/ml
EL 54,67 + 4,86 ml/h
MRT 0,465+ 0,13 h

Vss 2543 +5.2 ml

[0121] Se encontrd que via de eliminacién dominante era la orina (orina, 66,91% frente a heces, 17,39% a las 48
horas) y los datos recuperados recogidos a las 48 horas representaron el 84,87% de la radioactividad inyectada. La
distribucién tisular fue despreciable. Se encontro que los rifiones, higado, piel e intestino eran los 6érganos diana. Sin
embargo, el nivel de polimero en los tejidos se eliminé rapidamente mediante la orina y las heces.

Tabla-VIl: Recuperacién del polimero radio-marcado de la presente invencién

Porcentaje (%) de la dosis
Tiempo 0-10 min 0-1h 0-24 h 0-48 h
Orina 27,14 61,64 64,56 66,91
Heces 0,10 0,65 12,29 17,39
Tejidos 15,50 3,22 0,78 0,57
Aclarado 5,04 2,27 0,84 0,00
Total 47,16 67,78 78,47 84,87

[0122] De esta manera, como conclusion, se encontr6 que el polimero se elimina rapidamente del cuerpo sin quedar
depositado ni degradado en érganos vitales, lo cual sugiere que es inocuo y Util para su uso en seres humanos.

D. Estudios de toxicidad en el polimero de la presente invencién
[0123] Se realizaron estudios de toxicidad del polimero de férmula (I) para evaluar:

(i) La Toxicidad Localizada (Subcutanea e Intravenosa);
(i) La Toxicidad de la Dosis en Organos Diana hasta 800 mg/kg de peso corporal animal; y
(ii) La Toxicidad de una Dosis Ciclica de Seis Meses

D (i) Toxicidad localizada (Subcutanea e Intravenosa)

[0124] La toxicidad del polimero se determind después de una sola administracién subcutanea de 100 ul de 75-
mg/ml del polimero en la oreja del conejo, lo que provocd una ligera inflamacion en el sitio de inyeccién, cuando se
examin6 48 horas después de la inyeccion, lo que sugiere que el polimero de la presente invencion no provoca
ninguna toxicidad local en el sitio de administracion después de administracién subcutanea.

[0125] La toxicidad del polimero de la presente invencion se determind para una administracion intravenosa continua
durante 5 dias, con 75 mg/ml del polimero de la presente invencién a una dosis de 125 mg/kg en la vena de la oreja
de un conejo y se obtuvieron resultados similares, confirmando ademas, que el polimero de la presente invencién no
provoca ninguna toxicidad local en el sitio de administracion.
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[0126] En la Fig. 7 se muestran fotografias representativas del sitio del I6bulo de la oreja del conejo tefiido con S&E
después de 48 horas de inyeccion subcutanea con solucion de dextrosa al 10% y en la Fig. 8 se muestran
fotografias del sito del I6bulo de la oreja del conejo tefiido con S & E después de 48 horas de inyeccidn subcutanea
con una solucién acuosa del polimero.

[0127] En la Fig. 9 se muestran fotografias representativas del sitio de la vena de la oreja marginal del conejo tefiido
con S&E después de 24 horas de inyeccién intravenosa con solucion de dextrosa al 10%. En la Fig. 10 se muestran
fotografias del sitio de la Vena de la Oreja marginal del conejo tefiido con S&E después de 24 horas de inyeccion
intravenosa con una solucién acuosa del polimero.

D (ii) Toxicidad de la dosis en érganos diana (hasta 800 mg/kg de peso corporal animal)

[0128] Ademas, se evalué la toxicidad en posibles érganos (u érgano) diana especialmente en relacidn con aspectos
microvasculares y se determind mediante una sola administracion intravenosa en embolada en Ratas Wistar. El
polimero se administré a dos dosificaciones diferentes, es decir, 400 mg/kg y 800 mg/kg. En las condiciones del
estudio, una sola administracion intravenosa en embolada del polimero de la presente invencion a cualquier dosis no
produjo ninguna mortalidad ni ningln signo o sintomas téxicos observables en las ratas. Los pesos corporales
individual y medio de las ratas mostraron un incremento continuo tanto en el grupo tratado con polimero como en el
grupo de control. No se observé ninguna diferencia significativa en cuanto al peso corporal de los animales tratados
con ambas dosis en comparacién con el del grupo de control.

[0129] En las ratas tratadas con el polimero, los parametros hematolégicos se encontraron dentro de los limites
normales a lo largo del estudio. Los parametros bioquimicos también se encontraron en los limites normales para los
animales que tratados con ambas dosis. El ensayo foto-actométrico mostré que no habia diferencias significativas
entre la actividad locomotora entre los grupos de control y tratados los dias 7 y 21 respectivamente, lo cual sugiere
gue el polimero no tiene ninguna actividad neurotdxica.

[0130] Los especimenes del grupo tratado y del grupo de control mostraron caracteristicas histoldgicas similares. El
estudio histoldgico se realiz6 en érganos vitales tales como el higado, corazén, pulmones, rifiones, bazo, estbmago,
colon, musculo del muslo y ojos. Todos los 6rganos estudiados mostraron una estructura normal al examinar con
microscopia. El sistema microvascular de cada 6rgano se examiné de manera cuidadosa y no se observaron
caracteristicas patoldgicas en ninguno de los érganos. Ademas, no hubo cambios en el sistema microvascular de los
animales tratados con el polimero.

[0131] A partir de las observaciones anteriores, resulté muy evidente que el polimero de la presente invencion, a una
dosis de bien 400 u 800 mg/kg de peso corporal administrada durante cinco dias consecutivos, no ocasiond ninguna
toxicidad general ni ninguna toxicidad hematoldgica significativa, lo cual indica que el polimero de la presente
invencion tiene un perfil biol6gicamente inocuo y no toxico.

D (iii) Toxicidad de una dosis ciclica de seis meses

[0132] Ademas, se estudio la toxicidad de una dosis clinica de seis meses en ratas mediante inyeccion intravenosa
del polimero usado en la formulaciéon de nanoparticulas. Se usaron ratas macho y hembra Wistar para el estudio y
se administré una dosis por via intravenosa en la vena lateral de la cola, ciclicamente cada tres semanas durante un
periodo de 180 dias (26 semanas aproximadamente). Los animales de los grupos tratados y de control
permanecieron generalmente activos y sanos durante el periodo de estudio. Se descubrié que la concentracion del
polimero equivalente a 10 mg/kg de farmaco era inocua en los animales sometidos al estudio. Se observaron
alteraciones minimas en los parametros hematolégicos dentro del intervalo normal para las ratas Wistar y no se
descubrié que tuviera relacion con el tratamiento.

[0133] Los estudios mencionados anteriormente sugieren que el polimero sintetizado no es téxico y es
biolégicamente inocuo para su uso en la preparacion de composiciones farmacéuticas.

E. Composiciones farmacéuticas que comprenden el polimero de la presente invencién

[0134] Tal y como se analiz6 anteriormente en el presente documento, el polimero de la presente invencion de
férmula (1), de alta pureza y sustancialmente libre de contaminantes monoméricos, y que en particular tiene restos
monoméricos de NIPAM y VP <0,001%, podria utilizarse de manera conveniente para la preparacion de
composiciones farmacéuticas de farmacos o compuestos poco solubles en agua en forma de nanoparticulas, que
sean seguros y no téxicas para su administracion o su uso en animales/seres humanos.

[0135] En particular, el polimero de la presente invencién podria utilizarse para preparar una composicion
farmacéutica en forma de nanoparticulas, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables, inmovilizando una
multitud de farmacos o compuestos poco solubles en agua, completamente o casi por completo en su carcasa
polimérica.
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[0136] Ademas, tal y como se analizd anteriormente, los farmacos o compuestos poco solubles en agua que pueden
utilizarse en las composiciones farmacéuticas son los que generalmente tienen una solubilidad en agua menor de 10
mg/ml.

[0137] Los ejemplos de dichos farmacos o compuestos poco solubles en agua incluyen, pero no se limitan a:
agentes anticancerosos, agentes antiinflamatorios, agentes antifiingicos; antieméticos, agentes antihipertensivos,
hormonas sexuales, esteroides, antibiéticos, inmunomoduladores, anestésicos, etc. Los ejemplos tipicos de agentes
anticancerosos que pueden quedar inmovilizados dentro de la carcasa polimérica son: Paclitaxel, Docetaxel y otros
derivados de taxano similares; Irinotecan, Topotecan y otros derivados de Camptotecina relacionados; Doxorubicina,
Daunomicina y derivados de Antraciclina similares; Cisplatino; Oxaliplatino; 5-Fluorouracilo; Mitomicina; Metotrexato;
Etopdsido; acido Betulinico y sus derivados; y Wedelolactona y sus derivados. Los ejemplos tipicos de agentes
antiinflamatorios que pueden quedar inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen Indometacina,
Ibuprofeno, Ketoprofeno, Flubiprofeno, Piroxicam, Tenoxicam y Naproxeno. Los ejemplos tipicos de agentes
antifingicos que pueden quedar inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen: Ketoconazol y Amfotericina
B. Los ejemplos tipicos de hormonas sexuales que pueden quedar inmovilizadas dentro de la carcasa polimérica
incluyen Testosterona, Estrogenos, Progesterona y Estradiol. Los ejemplos tipicos de esteroides que pueden quedar
inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen Dexametasona, Prednisolona y Triamcinolona. Los ejemplos
tipicos de agentes antihipertensivos que pueden quedar inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen
Captopril, Ramipril, Terazosin, Minoxidil y Parazosin. Los ejemplos tipicos de antieméticos que pueden quedar
inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen Ondansetrona y Gramsetroma. Los ejemplos tipicos de
antibiéticos que pueden quedar inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen Metronidazol y acido
Fusidico. Los ejemplos tipicos de inmunomoduladores que pueden quedar inmovilizados dentro de la carcasa
polimérica incluyen Ciclosporina y acido Bifenil dimetil dicarboxilico. Los ejemplos tipicos de anestésicos que pueden
guedar inmovilizados dentro de la carcasa polimérica incluyen Propopol, Alfaxalona y Hexobarbital.

[0138] Una composicion farmacéutica de farmacos o compuestos poco solubles en agua normalmente comprende
una presentacion en kit de dos viales, comprendiendo, por una parte, un vial que contiene una solucion de un
farmaco poco soluble en agua en un disolvente miscible con agua, o0 mezclas del mismo, a una concentracién
adecuada de dicho farmaco o compuesto; y, por otra parte, un vial que contiene una solucion del polimero de la
presente invencion, de alta pureza y sustancialmente libre de contaminantes monoméricos y excipientes
farmacéuticamente aceptables en un disolvente acuoso, generalmente agua de calidad de inyeccion, siendo ambos
viales estériles y fabricAndose y envasandose en condiciones asépticas. Después, el contenido de los dos viales se
afiade en forma sucesiva a un liquido de dilucidn para su administracion a seres humanos/animales. Cabe sefalar,
tal y como se analiz6 anteriormente en el presente documento y como se analizara posteriormente en el presente
documento, que el farmaco o compuesto poco soluble en agua queda inmovilizado dentro de la carcasa polimérica
del polimero que se utiliza y se produce en forma de nanoparticulas de tamafo uniforme. La proporcién entre la
solucién de un farmaco poco soluble en agua en un disolvente miscible con agua, o mezclas del mismo y la solucion
de un farmaco poco soluble en agua en un disolvente miscible con agua, o mezclas del mismo, contenidas en los
dos viales, generalmente esta comprendida entre 1:1 y 1:10 en volumen, preferentemente en una relacion de 1:1.

[0139] De manera opcional, la presentacion en el kit de dos viales también puede comprender un liquido de dilucion
y una aguja con una jeringa con un diametro interno en el intervalo comprendido entre 0,305 y 0,356 o entre 0,559 y
0,711 mm, lo cual depende del volumen de la solucién de farmaco y el volumen del liquido de dilucién que contiene
el polimero y los excipientes que se mezclaran para la administracion a seres humanos/animales que lo requieran.

[0140] Los disolventes miscibles con agua que pueden utilizarse para disolver el farmaco o compuesto poco soluble
en agua incluyen un alcohol alifatico, especialmente etanol; dialquil amidas, especialmente dimetil formamida y
dimetil acetamida; dialquil sulféxidos, especialmente dimetil sulfoxidos y dietil sulféxidos; polietilenglicoles de varios
pesos moleculares; polipropilenglicoles de varios pesos moleculares; tensioactivos, especialmente polisorbato 80,
polisorbato 20, aceite vegetal polioxietilado y aceite de ricino polietoxilado; glicerina etc.

[0141] Los excipientes farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse ventajosamente incluyen desoxicolato
sédico; diversas sales hiliares; polisorbatos de varios grados, especialmente polisorbato 80, polisorbato 20, aceite
vegetal polioxietilado y aceite de ricino polietoxilado; polisacaridos como dextrosa, sacarosa, lactosa, manitol etc.;
ésteres de sorbitan o span de varias calidades; myrj de varias calidades; poloxdmeros de varias calidades y un
agente tamponante para ajustar el pH. Puede emplearse cualquier agente tamponante conocido en la técnica para
ajustar el pH de la solucién y, en una realizacion preferida, es ventajoso utilizar citrato sédico como agente
tamponante.

[0142] Entre los excipientes farmacéuticamente aceptables, se prefiere el desoxicolato sédico, ya que tiene un
efecto sobre la estabilizacién de la composicién farmacéutica, mientras que el agente tamponante se utiliza para
ajustar el pH del liquido de perfusion en el intervalo de entre 6,0 a 8,5, lo cual también se ha descubierto que tiene
un efecto en la estabilizacion de la composicién farmacéutica.

[0143] La composicion farmacéutica puede tener una carga o dosis adecuada del farmaco o compuesto poco
soluble en agua y la seleccién de una carga o dosis Optima de dicho farmaco o compuesto depende, en gran
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medida, de la naturaleza de farmaco o compuesto, de su solubilidad asi como del trastorno terapéutico para el cual
se administra. En el caso de los excipientes farmacéuticamente aceptables, la proporcion o cantidad que puede
utilizarse en la composicién farmacéutica depende, a su vez, de la naturaleza y carga del farmaco o compuesto poco
soluble en agua contenido en la composicion.

[0144] La composicion farmacéutica en forma de nanoparticulas de farmacos o compuestos poco solubles en agua
puede prepararse de la siguiente manera:

i) Preparacion del concentrado del farmaco, que comprende la disolucion del farmaco o compuesto poco
soluble en agua en un disolvente miscible con agua o mezclas de los mismos;

ii) Preparacion de un concentrado acuoso del polimero y los excipientes farmacéuticamente aceptables, que
comprende las etapas de:

a) primera adicion de la cantidad necesaria del polimero de férmula (1), de alta pureza y sustancialmente
libre de contaminantes monoméricos, especialmente con un nivel toxico de NIPAM y VP <0,001% a una
cantidad adecuada de agua para inyeccion, para obtener una solucion;

b) adicion de excipientes farmacéuticamente aceptables y un agente tamponante a la solucién del
polimero en agua;

iii) Mezcla de la solucién de la etapa ii b) con un liquido de dilucién para obtener una solucion transparente;

iv) Utilizacion de una aguja con un diametro interno de entre 0,305 y 0,356 mm, para afadir un volumen menor
de la solucion de la etapa i) a la solucion de la etapa iii); 0

v) Utilizacién de una aguja con un diametro interno de entre 0,559 y 0,711 mm para afiadir un volumen mayor
de la solucidn de la etapa i) a la solucion de la etapa iii);

vi) Inyeccion de la solucion de la etapa i) en la solucion de la etapa iii), en la que la aguja de la jeringa a través
de la cual se afiade la solucién de la etapa i) permanece sumergida en la solucion de la etapa iii); y

vii) De manera opcional, mantenimiento del recipiente que contiene la solucién de la etapa iii) en una posicion
invertida durante la inyeccion de la solucién de la etapa i),

para inmovilizar de esta manera el farmaco o compuesto poco soluble en agua completamente o casi
completamente inmovilizado en la carcasa polimérica y producir nanoparticulas del farmaco o compuesto con un
tamafio de particula de 30 a 150 nm. Este liquido de perfusiébn permanece estable durante mas de 24 horas,
permaneciendo cargado mas del 95% del farmaco en las micelas poliméricas.

[0145] Cabe sefialar en el presente documento que la seleccion del liquido de dilucién depende en gran medida de
la naturaleza del farmaco o compuesto poco soluble en agua utilizado, asi como del trastorno para el cual se
administra la composicion farmacéutica. Los liquidos de dilucion adecuados pueden seleccionarse entre, pero sin
limitacion: agua, solucién salina, soluciones de dextrosa al 5% y al 10%, solucién de dextrosa y cloruro sodico,
solucién de lactato sddico, solucién Ringer con lactato, solucién de manitol, solucién de manitol con dextrosa o
cloruro sédico, solucion de Ringer, solucién de cloruro sédico, agua estéril para inyeccion y soluciones de electrolitos
multiples que comprenden combinaciones diversas de electrolitos, dextrosa, fructosa y azucar invertida.
Preferentemente, el liquido de dilucién es un liquido que comprende dextrosa y agua y, mas preferentemente,
soluciones de dextrosa al 5% y al 10%.

[0146] En la Figura 11 se muestra graficamente el método preferido para preparar la composicion farmacéutica en
forma de nanoparticulas de la presente invencion y su administracion a pacientes que lo necesiten.

[0147] La invencion se describe ain con mas detalle haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitantes
gue, sin embargo, no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

[0148] Cabe sefalar que en los ejemplos que se muestran a continuacion en el presente documento, el equipo de
diafiltracién utilizado para purificar el polimero era un dispositivo de diafiltracion Proflux M12 (Fabricante: Millipore) y
el equipo de dialisis utilizado para purificar el polimero era la membrana de Celulosa D-9402 (Fabricante: Sigma).

Seccion Experimental

Ejemplo de Referencia - 1

Preparacion del polimero utilizando el método de dialisis

[0149] La reaccion de polimerizacion se llevo a cabo en un recipiente de vidrio de 2 I. En aproximadamente 2 | de
agua se afiadieron 24 g de N-Isopropil acrilamida, 12 ml de 1-Vinil-2-pirrolidona destilada y 4 g de Polietilenglicol
(peso molecular 6.000) éster de anhidrido Maleico (MPEG). A esto se le afiadieron 11,2 ml de disolucion acuosa de
N,N'-Metilenbisacrilamida (MBA) [49 mg/ml] y 8 ml de Tetrametiletilendiamina (d = 0,77 g/ml). Se elimino el aire de la

soluciéon burbujeando gas nitrégeno durante 30 minutos. A continuacion se afiadieron 8 ml de sulfato aménico
ferroso (0,5% p/v) y 12 ml de persulfato aménico acuoso (80% p/v) y la reaccién continué durante 3 horas con
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burbujeo continuo de nitrégeno. La polimerizacion se llevo a cabo a 34 °C en un bafio de agua con agitacion a 80
rpm.

[0150] Se llenaron bolsas de didlisis con la solucién y se sumergieron en agua (medio de didlisis). Se llevo a cabo la
dialisis durante 24 horas cambiando el agua una vez. Después de las 24 horas, la solucion se retiré de las bolsas de
dialisis y se liofiliz6 en frascos de fondo redondo.

[0151] La deteccion y cuantificacion de los mondmeros residuales, especialmente de VP y NIPAM residual en el
polimero, se llevaron a cabo mediante el sistema de HPLC Agilent serie 1100, usando columnas de Fase Inversa
RP-18 (C-18) [Lichrospher RP-18e, 5 u, 250 mm x 4 mm]. La fase moévil utilizada fue una mezcla de agua y
acetonitrilo en una proporcion de 80:20, a una velocidad de flujo de 1 ml/min, con un volumen de inyeccion de
muestra de 50 pl. El tiempo de ensayo fue de 1 minuto, la temperatura de la columna fue de 30 °C y la longitud de
onda del Detector fue de 226 nm. Bajo las condiciones mencionadas, NIPAM tuvo un tiempo de retencion de 3
minutos, mientras VP tuvo un tiempo de retencién de 5 minutos.

[0152] Los Datos Analiticos: % de Mondmeros Residuales i) NIPAM = 0,066% (660 ppm) vy ii) VP = 0,011% (110
ppm).

Ejemplo -1
Preparacion del polimero utilizando el método de diafiltracién

[0153] La reaccion de polimerizacion se llevd a cabo en dos recipientes de vidrio de 5 | para un tamafio de lote de
160 g (4 | x 2) del polimero. En cada recipiente se afiadieron 48 g de N-Isopropilacrilamida, 23 ml de 1-Vinil-2-
pirrolidona destilada y 8 g de Polietilenglicol (peso molecular de 6.000) éster de anhidrido Maleico (PEG) a
aproximadamente 4 | de agua. A esta mezcla se le afiadieron 22,4 ml de solucion acuosa de N,N'-
Metilenbisacrilamida (MBA) [49 mg/ml] y 16 ml de Tetrametiletilendiamina. Se extrajo el aire de la solucién
burbujeando gas nitrégeno durante 30 minutos. Después se afiadieron 16 ml de sulfato aménico ferroso (0,5% p/v) y
24 ml de persulfato aménico acuoso (80% p/v) y la reaccion se continud durante 3 horas con burbujeo constante de
nitrégeno. La polimerizacion se llevdé a cabo a 34 °C en un bafio de agua con agitacion a 80 rpm. Durante la
polimerizacion, se extrajeron muestras en los puntos de tiempo adecuados (0, 15, 60 y 180 minutos) para supervisar
la reaccion.

[0154] Después de finalizarse la polimerizacion, la solucion se filtr6 a través de filtros de capsula de membrana de
2,54 cm (1") de polietersulfona, de 0,2 um, desechables y previamente esterilizados, con un tamafio de poros de 0,8
y 0,2 um (Tipo DPS-5101AA-201, fabricados por Advanced Microdevices Pvt Ltd, India). Los contenidos filtrados de
ambos recipientes de reaccion se reunieron y se sometieron a filtracién de flujo tangencial utilizando un dispositivo
de diafiltracién Proflux M12 (Millipore) para retirar los monémeros residuales y otras impurezas de bajo peso
molecular. El lote combinado de 8 | de la mezcla de reaccién se concentro inicialmente a aproximadamente 2,2 |
mediante diafiltracion y después el concentrado resultante se diafiltr6 usando aproximadamente 30 | de agua
altamente purificada. Durante la diafiltracion, la mezcla de reaccion se concentré a aproximadamente 1 |. El tiempo
total de procesamiento para la diafiltracion de un lote con un tamafio de 160 g (8 I) es de 4 a 6 horas
aproximadamente. Entonces, la solucion de diafiltrada se someti6 al proceso de liofilizacién.

[0155] La deteccidn y cuantificacion de mondmeros residuales, especialmente VP residual y NIPAM en el polimero
se llevaron a cabo con un sistema de HPLC Agilent serie 1100, utilizando columnas de fase inversa RP-18 (C-18)
[Lichrospher RP-18e, 5 p, 250 mm x 4 mm]. La fase mdvil utilizada fue una mezcla de agua y acetonitrilo en una
proporcion de 80:20, a una velocidad de flujo de 1 ml/min, y con un volumen de la inyeccion de muestra de 50 pl. El
tiempo de ensayo fue de 10 minutos, la temperatura de la columna fue de 30°C y la longitud de onda del detector fue
de 226 nm. En las condiciones anteriores, NIPAM tuvo un tiempo de retenciéon de aproximadamente 3 minutos,
mientras que VP tuvo un tiempo de retencién de aproximadamente 5 minutos.

[0156] Datos analiticos: % de mondmeros residuales i) NIPAM = < 0,001% (< 10 ppm) vy ii) VP = < 0,001% (< 10
ppm)

[0157] El polimero tenia las siguientes caracteristicas espectrales, particularmente

'H RMN (300 MHz, Espectrémetro Bruker, CDCl;. & ppm): 1,15 (a, -CH (CH3),); 1,45 (a, -CH2-CH-N(anillo de VP);
1,63 (a, - CH2- CHC(=O)NH); 1,99 (a, -CH C(=0O)NH-), CH (anillo de VP), 2,36 (CHy, anillo de VP), 3,0 -(-O-CHa-
CHy-), 3,23 (CH2-N-); 3,62-3,66 (a, CH,, PEG); 3,72 (NH-CH(CH3)2) 3,97 (a, CH)

BC RMN (300 MHz, Espectrometro Bruker, CDCls, 8 ppm): 174 (C = O); 76,6-77,6 (multiplete de CDCl; y CH para el
esqueleto del polimero), 70,6 (CH2 vPEG), 41,6 (CH para unidad de isopropilo), 31,8 (CH,, esqueleto de polimero),
22,6 (CHgs, isopropilo)

FTIR (KBr Pellet, cm'l): 3500 (s, OH); 3296 (s, NH, sec-Amida), 2972-2933 (s, CH, CH», CH3), 1546 (s, enlace NH de
Amida Il y posiblemente C=0O de acido libre, minoritario), 1387, 1367 (doblete de grupos isopropilo, CHs,
deformacion) 1172-1129 (m, C-0O-0).
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Ejemplo - 2 (no forma parte de la invencion)

Preparacion de composiciéon farmacéutica de nanoparticulas de Paclitaxel (reconstitucion en pequefo volumen, es
decir, hasta 40 ml)

[0158]
A] Preparacion de una solucién alcohdlica del Paclitaxel (20 mg/ml): se disolvieron 200 mg de Paclitaxel en
10,0 ml de etanol.
B] Preparaciéon del concentrado acuoso de polimero y excipientes: se disolvieron 100 mg del polimero
obtenido en el ejemplo 1, 66,7 mg de desoxicolato sddico y 100 mg de citrato sodico en 10 ml de agua para
proporcionar una solucion transparente.
C] Preparacion de nanoparticulas de Paclitaxel (0,6 mg/ml): se disolvieron 1,0 ml del concentrado acuoso
del polimero y excipientes de la etapa B] en 31,3 ml de solucion de dextrosa al 10% para obtener una
solucién transparente. Se afiadieron 1,0 ml de la solucion alcohdlica de Paclitaxel de la etapa A] a la
solucién anterior a través de una aguja con un diametro interno de 0,330 mm en un periodo de 4 segundos
para obtener nanoparticulas de Paclitaxel a una concentracion de 0,6 mg/ml.

La concentracion farmacéutica preparada de esta manera tiene las siguientes caracteristicas:

.. | Concentracion L e
oo Concentracion Concentracién | Concentracién ~
Liquido de . de . . Tamafio de .
L de polimero. - de citrato de Paclitaxel . Estabilidad
diluciéon (mg/mi) desoxicolato sédico (mg/ml) (mg/ml) particula (nm)
9 sodico (mg/ml) 9 9
Dextrosa al
10% 0,3 0,2 0,3 0,6 ~ 80 >24h

Ejemplo-3 (que no forma parte de la invencion)

Preparacion de la composicion farmacéutica de nanoparticulas de Paclitaxel (reconstitucion en gran volumen, es
decir, hasta 500 ml)

[0159]
A] Preparacion de una solucién alcohdlica de Paclitaxel (20 mg/ml): se disolvieron 400 mg de Paclitaxel en
20,0 ml de etanol.
B] Preparacion del concentrado acuoso de polimero y excipientes: se disolvieron 200 mg del polimero
obtenido en el ejemplo 1, 133,4 mg de desoxicolato sddico y 200 mg de citrato sédico en 20 ml de agua
para proporcionar una solucién transparente.
C] Preparacién de nanoparticulas de Paclitaxel (0,6 mg/ml): se disolvieron 15,0 ml del concentrado acuoso
del polimero y excipientes de la etapa B] en 500 ml de solucion de dextrosa al 10% para obtener una
solucion transparente. Se afiadieron 15,0 ml de la solucion alcohdlica de Paclitaxel de la etapa A] a la
solucion anterior a través de una aguja con un diametro interno de 0,711 mm en un periodo de 8 segundos
para obtener nanoparticulas de Paclitaxel a una concentracion de 0,6 mg/ml

La composicion farmacéutica preparada de esta manera tenia las siguientes caracteristicas:

.. | Concentracion . .
Fo— Concentracion Concentracion | Concentracion ~
Liquido de . de . . Tamafio de o
(I de polimero. ) de citrato de Paclitaxel P Estabilidad
dilucién (mg/ml) desoxicolato sédico (mg/ml) (mg/ml) particula (nm)
9 sédico (mg/ml) 9 9
Dextrosa al
10% 0,3 0,2 0,3 0,6 ~85 >24h

Ejemplo - 4 (que no forma parte de la invencion)

Preparacion _de composicién farmacéutica de nanoparticulas de un derivado de acido betulinico [MJ -1098 de

Férmula (11)

[0160]
A] Preparacion de una solucion de MJ-1098 (15 mg/ml): se disolvio MJ-1098 (15 mg) en una mezcla de 0,15
ml de N,N-dimetilacetamida, se afiadieron 0,01 ml de polisorbato 80 y 0,84 ml de etanol a la solucion
anterior y se disolvieron por sonificacion.
B] Preparacion del concentrado acuoso de polimero y excipientes: se disolvieron 10 mg del polimero
obtenido en el ejemplo 1, 6,67 mg de desoxicolato sodico y 10 mg de citrato sédico en 1 ml de agua para
proporcionar una solucion transparente.
C] Preparacion de nanoparticulas de MJ-1098 (0,75 mg/ml): se disolvieron 0,3 ml del concentrado acuoso
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del polimero y excipientes de la etapa B] en 9,2 ml de una solucién de dextrosa al 5% para obtener una
solucion transparente. Se afiadieron 0,5 ml de la soluciéon de MJ-1098 de la etapa A] a la solucién anterior a
través de una aguja con un diametro interno de 0,330 mm en un periodo de 3 segundos para obtener

nanoparticulas de MJ-1098 a una concentracion de 0,75 mg/ml.

La composicidn farmacéutica preparada de esta manera tenia las siguientes caracteristicas:

P Concentracion Concentracion Concentracion | Concentracion ~
Liguido de . de . . Tamafio de o
L de polimero. - de citrato de Paclitaxel . Estabilidad
dilucion (mg/ml) desoxicolato sédico (mg/ml) (mg/ml) particula (nm)
9 sédico (mg/ml) 9 9
Dextrosa al 0,3 02 03 0,75 ~ 62 >24h
5%

Ejemplo - 5 (que no forma parte de la invencién)

Preparacién de la composicién farmacéutica de nanoparticulas de un derivado del &cido betulinico [DRF-4012 de

Férmula (1)

[0161]

A] Preparacion de una solucién de DRF-4012 (20 mg/ml): se disolvié MJ-DRF-4012 (20 mg) en una mezcla
de 0,01 ml de polisorbato 80 y de 0,99 ml de etanol y se disolvié por tratamiento con ultrasonidos.

B] Preparacion del concentrado acuoso del polimero y excipientes: se disolvieron 10 mg del polimero
obtenido en el ejemplo 1, 6,67 mg de desoxicolato de sodio y 10 mg de citrato de sodio en 1 ml de agua
para obtener una solucién transparente.

C] Preparacion de nanoparticulas de DRF-4012 (0,60 mg/ml): se disolvieron 0,33 ml del concentrado
acuoso del polimero y excipientes de la etapa B] en 10,44 ml de una solucion de dextrosa al 5% para
obtener una solucién transparente. Se afadieron 0,33 ml de la solucion de DRF-4012 de la etapa A] a la
solucién anterior a través de una aguja con un diametro interno de 0,305 mm durante 3 segundos para
obtener nanoparticulas de DRF-4012 a una concentracion de 0,6 mg/ml

La composicion farmacéutica preparada de esta manera tenia las siguientes caracteristicas:

Concentracion
Liquido de Concen,tracic'm d_e Concgntracién Concentracion Tamafio de N
dilucion de polimero. desoxmo_lato de citrato de | de DRF-4012 particula (nm) Estabilidad
(mg/ml) de sodio sodio (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
Dextrosa al 0,3 0,2 0,3 06 ~70 >24h
5%

Ejemplo - 6 (que no forma parte de la invencion)

Preparacion de la composicion farmacéutica de nanoparticulas un derivado de acido betulinico [DRF-4015 con la

Férmula (1V)

[0162]

Preparacién de la composicién farmacéutica de nanoparticulas de un derivado del &cido betulinico [DRF-4015 de

Férmula (1V)

A] Preparacion de una solucién de DRF-4012 (20 mg/ml): se disolvié MJ-DRF-4012 (20 mg) en una mezcla
de 0,01 ml de polisorbato 80 y de 0,99 ml de etanol y se disolvié por tratamiento con ultrasonidos.

B] Preparacion del concentrado acuoso del polimero y excipientes: se disolvieron 10 mg del polimero
obtenido en el ejemplo 1, 6,67 mg de desoxicolato de sodio y 10 mg de citrato de sodio en 1 ml de agua
para obtener una solucidén transparente.

C] Preparacion de nanoparticulas de DRF-4015 (0,60 mg/ml): se disolvieron 0,33 ml del concentrado
acuoso del polimero y excipientes de la etapa B] en 10,44 ml de una solucion de dextrosa al 5% para
obtener una solucién transparente. Se afadieron 0,33 ml de la solucién de DRF-4015 de la etapa A] a la
solucién anterior mediante una aguja con un diametro interno de 0,305 mm durante 3 segundos para
obtener nanoparticulas de DRF-4015 a una concentracion de 0,6 mg/ml

[0163] La composicion farmacéutica preparada de esta manera tenia las siguientes caracteristicas:
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Concentracién
Liquido de Concen}racién d.e Concgntracic’)n Concentracién Tamafio de N
dilucion de polimero. desoxmo!ato de _(:ltrato de | de DRF-4015 particula (nm) Estabilidad
(mg/ml) de sodio sodio (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
Dextrosa al 03 0.2 03 06 ~ 46 >24h
5%

Ejemplo - 7 (que no forma parte de la invencién)

Preparacién de una composicién farmacéutica de nanoparticulas de Docetaxel

[0164]

A] Preparacion de una solucién alcohdlica de Docetaxel (40 mg/ml): se disolvieron 200 mg de Docetaxel en
5,0 ml de etanol.

B] Preparacion del concentrado acuoso del polimero y excipientes: se disolvieron 400 mg del polimero
obtenido en el ejemplo 1, se disolvieron 400 mg de desoxicolato de sodio y 400 mg de citrato de sodio en
10 ml de agua para obtener una solucién transparente.

C] Preparacion de las nanoparticulas de Docetaxel (0,5 mg/ml): se disolvieron 4,0 ml del concentrado
acuoso del polimero y excipientes de la etapa B] en 35,5 ml de una soluciéon de dextrosa al 10% para
obtener una solucion transparente. Se afadieron 0,5 ml de la solucién alcohdlica de Docetaxel de la etapa
A] a la solucion anterior mediante una aguja con un diametro interno de 0,330 mm durante 3 segundos para
obtener nanoparticulas de Docetaxel a una concentracion de 0,5 mg/mi

[0165] La composicion farmacéutica preparada de esta manera tenia las siguientes caracteristicas:

Concentracion
Liquido de Conceqtracién d_e Conc_entracién Concentracioén Tamafio de N
dilucion de polimero. desoxmo_lato de citrato de de Docetaxel particula (nm) Estabilidad
(mg/ml) de sodio sodio (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
Dextrosa al
10% 4,0 4,0 4,0 0,5 ~125 > 24 h

Ejemplo - 8 (que no forma parte de la invencion)

Preparacién de una composicion farmacéutica de nanoparticulas de Etopdsido

[0166]

A] Preparacién de una solucion de etoposido (20 mg/ml): se disolvieron 20 mg de etopésido en una mezcla
de 0,10 ml de N, N-dimetil acetamida y 0,90 ml de etanol por tratamiento con ultrasonidos.

B] Preparacion del concentrado acuoso del polimero y excipientes: se disolvieron 10 mg del polimero
obtenido del ejemplo 1, 6,67 mg de desoxicolato de sodio y 10 mg de citrato de sodio en 10 ml de agua
para dar una solucion transparente.

C] Preparacion de nanoparticulas de etopdsido (0,6 mg/ml): se disolvieron 0,3 ml del concentrado acuoso
del polimero y excipientes de la etapa B] en 9,4 ml de una solucién de dextrosa al 5% para obtener una
solucion transparente. Se afiadieron 0,3 ml de la solucién alcohdlica de etopésido de la etapa A] a la
solucion anterior mediante una aguja con un diametro interno de 0,330 mm durante 3 segundos para
obtener nanoparticulas de etopésido a una concentracién de 0,6 mg/ml

La composicion farmacéutica preparada de esta manera tenia las siguientes caracteristicas:

Concentracion
Liquido de Concerltracic')n d.e Concgntracic')n Concentr'agic’)n Tamafio de N
dilucion de polimero. desoxmo]ato de pltrato de de Etopésido particula (nm) Estabilidad
(mg/ml) de sodio sodio (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
Dextrosa al 03 0,2 03 0.6 ~50 >24h
5%

27




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375740 T3

Ejemplo-9

Determinacién de la farmacocinética, biodistribucién y eliminacién del polimero marcado con [**C] en ratones

[0167] De manera aleatoria, 30 ratones albinos suizos macho, de 6 a 8 semanas de vida y con un peso de 25 - 30 g
aproximadamente, se dividieron en cinco grupos de seis animales cada uno. El polimero marcado con [14C] se diluyo
en agua desionizada a 5 mg/ml en base a la actividad especifica del polimero. Todos los animales recibieron una
sola dosis del polimero marcado con [14C] de 40 mg/kg por inyeccion intravenosa.

[0168] En el estudio farmacocinético, se extrajeron 100 ul de sangre de los animales por sangrado retro-orbital con
anestesia a los puntos de tiempo de 3, 10, 30 min, 1, 2, 4, 8,16 y 24 horas posteriores a la administracion en tubos
que contenian EDTA. Para los estudios de excrecion, se tomaron muestras de orina y de heces fecales de la caja
metabolica o a la fuerza (10 minutos). Al finalizar (10 min, 60 min, 24 y 48 horas) se tomaron, aclararon y pesaron
muestras adrenales, de cerebro, pulmones, higado, corazon, rifiones, bazo, estémago, intestino delgado, intestino
grueso, heces fecales, orina, vejiga urinaria, 0jos, piel, misculo de muslo y epididimo.

[0169] Las concentraciones del polimero marcado con [14C] en la sangre y en la orina se determinaron combinando
50 pl de sangre/orina con 5 ml de céctel de centelleo liquido. Las heces fecales y los tejidos (no méas de 0,5 g) se
homogeneizaron en agua desionizada para obtener un homogeneizado al 20% antes de combinar 500 pl con 5 ml
de céctel de centelleo liquido. Las muestras se analizaron mediante un analizador de centelleo liquido. Los
recuentos por minuto (RPM) se convirtieron a la cantidad de polimero marcado con [14C] en pg/ml en base a la
linealidad y a las curvas de inactivacion.

[0170] EI perfil radiactivo de concentracion en sangre reveld una curva bifasica con una corta semivida T2 (B) de
eliminacion 0,448 + 0,157 horas (26,88 min) y eliminacion rapida de 54,7 ml/hora.

[0171] Se encontr6 que la ruta de eliminacion dominante era la orina (orina, 66,91% frente a heces, 17,39% a las 48
horas) y los datos recuperadas recogidos a las 48 horas representan el 84,87% de la radioactividad inyectada. La
distribucién tisular fue despreciable. Se encontrd que el rifion, higado, piel e intestino eran los 6rganos diana. Sin
embargo, el nivel del polimero en los tejidos se eliminé rapidamente mediante la orina y heces fecales.

[0172] La distribucidn tisular fue despreciable en rifidn, higado, piel e intestino que presentaron los niveles mas altos
de radiactividad. Sin embargo, los niveles del polimero en los tejidos se eliminaron rapidamente mediante la orina y
heces.

[0173] En conclusion, el estudio muestra que el polimero se elimina rapidamente del cuerpo sin quedar depositado
en o6rganos vitales. Aunque se sabe que el polimero no es biodegradable, la eliminaciéon rapida y eficaz,
principalmente mediante la orina; sugiere que el polimero es inocuo y (til para su uso en seres humanos.

Ejemplo-10

Determinacién de la posible toxicidad local, si la hubiere, en el sitio de administracién a los cinco dias de
administracion intravenosa en bolo de 125 mg/kqg del polimero en conejos

[0174] Se administrd por via intravenosa la sustancia de ensayo, disuelta en dextrosa al 10% a una concentracion
de 75 mg/ml, con una jeringa desechable de 5 ml y una aguja de 23 G en la vena marginal de la oreja derecha de
cada conejo a 125 mg/kg diarios durante cinco dias consecutivos. La oreja izquierda sirvi6 como control y recibio
dextrosa al 10% por la misma via. El volumen de la dosis se ajusté a no mas de 3,5 ml/kg de peso corporal del
animal. Se realizaron observaciones periédicas para determinar la toxicidad local en el sitio de inyeccién a los 5 min,
10 min, 30 min, 60 min y 24 horas, cada dia durante los dias 1 a 5. Se extrajeron biopsias con punzon en el sitio de
inyeccion de ambas orejas de cada uno de los seis conejos el dia 7.

[0175] Un administracion intravenosa continua durante 5 dias de 75 mg/ml del polimero a una dosis de 125 mg/kg
en la vena de la oreja del conejo causé tromboflebitis de leve a moderada en el sitio de inyeccion de los conejos a
los que inyectd dextrosa al 10%. Se puede llegar a la conclusion de que la dosis del polimero seleccionado no causa
ninguna toxicidad local en el sitio de administracion.

Ejemplo-11

Determinacién de la toxicidad del posible érgano (u érganos) diana_con especial referencia al sistema microvascular
después de cinco dias de administracion intravenosa en bolo de 400 mg/kg del polimero en ratas Wistar

[0176] La sustancia de ensayo se disolvié en dextrosa al 10% y se administré por via intravenosa usando una
jeringa desechable de 5 ml y una aguja de 23 G en la vena de la cola de cada rata a 400 mg/kg. Los animales de
control recibieron solamente dextrosa al 0,5 % por la misma via. El volumen de la dosis se ajustd a 5 ml/kg del peso
corporal de los animales. Se realizaron observaciones periddicas (dia 7, 14 y 21 post-tratamiento) con efectos
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secundarios (examen general y parametros de laboratorio) y se registraron las muertes. Todos los animales se
sacrificaron y en todos se realizd necropsia.

[0177] En las condiciones del estudio, la administracién intravenosa en bolo durante cinco dias del polimero a un
nivel de dosis de 400 mg/kg de peso corporal no produce ninguna mortalidad o ningun signo o sintoma de toxicidad
fisica en las ratas tratadas.

[0178] Los pesos corporales individuales y medios de las ratas, mostraron un incremento continuo en los grupos
tratados con el polimero y el grupo de control. No se observé ninguna diferencia significativa en cuanto al peso
corporal para los animales tratados en comparacién con los del grupo de control.

[0179] En ratas tratadas con el polimero, los parametros hematolégicos se encontraron dentro de los limites
normales a lo largo del estudio. Se detectaron diferencias significativas en el nivel basal para la bilirrubina total (p =
0,0471) y &cido drico (p = 0,0157) para un grupo provisional y proteina total (p = 0,0005) y &cido Urico (p = 0,0404)
para animales del grupo terminal sobre los animales de control. Sin embargo no todos los valores estan dentro de
los limites normales.

[0180] EIl ensayo foto-actométrico mostré que no habia diferencia significativa entre la actividad locomotora entre los
grupos de control y tratados los dias 7 y 21 respectivamente, sugiriendo que el polimero no tiene ninguna
neurotoxicidad.

[0181] Los especimenes de los grupos tratados y de control mostraron caracteristicas histologicas similares. Todos
los érganos estudiados mostraron una estructura normal en un examen realizado al microscopico. El sistema
microvascular en cada 6rgano se examind cuidadosamente y no se observaron caracteristicas patologicas en
ninguno de los 6rganos. Ademds, no hubo cambios en el sistema microvascular de los animales tratados con el
polimero.

[0182] A partir de las observaciones anteriores, se ha observado que el polimero a una dosis de 400 mg/kg de peso
corporal administrado durante cinco dias consecutivos no causé ninguna toxicidad general ni ninguna toxicidad
hematoldgica significativa. Sin embargo, la bilirrubina total fue significativamente mayor para el grupo terminal en
comparacion con la maxima del grupo de control el dia 21.

Ejemplo 12

Determinacion de la toxicidad del posible érgano (u 6rganos) diana con especial referencia al sistema microvascular
después de una sola administracién intravenosa en bolo de 800 mg/kg del polimero en ratas Wistar

[0183] La sustancia de ensayo disuelta en dextrosa al 10% se disolvié en Dextrosa al 10% y se administré usando
una jeringa desechable de 1 ml y una aguja de 26 G en la vena de la cola de cada rata a 800 mg/kg. Los animales
de control recibieron solo dextrosa al 10% por la misma via. El volumen de dosis se ajusté a 5 ml/kg del peso
corporal de los animales. Se realizaron observaciones periddicas (dias 1, 3 y 7 posteriores al tratamiento) sobre los
efectos adversos (examen general y parametros de laboratorio) y se registraron las muertes. Todos los animales se
sacrificaron y en todos se realizd necropsia.

[0184] En las condiciones del estudio, una sola administracion intravenosa en bolo del polimero a un nivel de dosis
de 800 mg/kg del peso corporal no produce ninguna mortalidad o ningln signo o sintomas téxicos observables en
ratas.

[0185] Los pesos corporales medios e individuales de las ratas muestran un incremento continuo en ambos grupos,
de tratamiento y de control. En las ratas tratadas con el polimero, los parametros hematoldgicos se encontraron
dentro de los limites normales a lo largo del estudio. En las ratas tratadas con el polimero, los parametros
biomecanicos se encontraron en los limites normales a lo largo del estudio. Los estudios histopatol6gicos muestran
que no hay diferencias significativas entre los grupos de ratas de control y tratado. Las fotomicrografias de las ratas
tratadas con el polimero y sacrificadas el dia 3 y dia 7 después de la inyeccion muestran que no hay cambios
aparentes en el sistema microvascular en los cuatro 6rganos examinados (cerebro, ojos, rifién y piel).

[0186] A partir de las observaciones anteriores, se observa que el polimero a una dosis de 800 mg/kg del peso

corporal no causa ninguna toxicidad general o ninguna toxicidad hematolégica significativa ni bioquimica ni cambios
en el sistema microvascular y puede considerarse que es inocuo cuando se administra por via intravenosa en ratas.
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Ejemplo 13

Determinacion de la posible toxicidad local, si la hubiere, en el sitio de administracién (subcutaneo) del polimero en
conejos.

[0187] Se administr6 una sola inyeccion de 0,1 ml de la sustancia de ensayo disuelta en dextrosa al 10% a una
concentraciéon de 75 mg/ml, por via subcutanea con una jeringa desechable de 1 ml y aguja de 23G en el I6bulo de
la oreja derecha de cada uno de los seis conejos. Los del grupo de control recibiran 0,1 ml de dextrosa al 10% por la
misma via en el lébulo de la oreja izquierda de los seis conejos. Se realizaron observaciones periddicas para
determinar la toxicidad local en el sitio de inyeccién a los 5 min, 10 min, 30 min, 60 min y 24 horas.

[0188] Una sola administracion subcutanea de 100 ul de 75 mg/ml del polimero o 100 ul de dextrosa en la oreja del
conejo causa una leve inflamacién en el sitio de la inyeccion cuando se realizd el ensayo 48 horas después de la
inyeccion. Se puede llegar a la conclusion de que el polimero seleccionado no causa ninguna toxicidad local en el
sitio de administracion después de la administracion subcutanea.

Ejemplo 14

Determinacion del estudio de toxicidad en dosis de seis meses por via intravenosa del polimero en ratas

[0189] EI polimero usado en la formulacién de nanoparticulas se administré6 a un nivel de dosis equivalente a 10
mg/kg de farmaco. Al grupo de control se le administré dextrosa (al 10%) por via intravenosa en la vena lateral de la
cola, ciclicamente, una vez cada tres semanas durante un periodo de 180 dias (aproximadamente 26 semanas).Las
observaciones comprendian mortalidad, signos clinicos, peso corporal, consumo de agua y alimento, investigaciones
de laboratorio clinico, pesos de érganos e histopatologia.

[0190] Los animales de los grupos tratados y de control permanecieron generalmente activos y sanos durante el
periodo del estudio. No hubo mortalidad relacionada con el tratamiento excepto algunas muertes incidentales
debidas a infecciones en ambos grupos, de tratamiento y control. Los animales de ambos sexos mostraron un
incremento progresivo en el peso corporal y no hubo cambios en cuanto al consumo de alimento o de agua durante
el estudio. Los parametros hematolédgicos tanto en machos como en hembras, estuvieron en el intervalo normal
descrito para ratas Wistar. Sin embargo, en el grupo de tratamiento, hubo una menor disminucién, ain dentro de los
limites normales, del recuento de leucocitos (WBC) y de neutréfilos en machos y recuento de neutréfilos en
hembras. Se observé un ligero incremento en el recuento de reticulocitos tanto en el grupo de tratamiento como en
el grupo de control.

[0191] Los parametros bioquimicos sanguineos tanto en machos como en hembras estaban en el intervalo normal,
segln lo descrito para las ratas Wistar. Los cambios menores incluyeron valores ligeramente mas altos de los
normales en glucosa, ALP y creatinina tanto en hembras como en machos de los grupos de tratamiento y de control.
Se observé un ligero incremento en los triglicéridos de los machos del grupo de tratamiento a los 6 meses. Los
parametros de la orina, tanto en machos como en hembras, se encontraron en los limites normales.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacion de un polimero de alta pureza y sustancialmente libre de los contaminantes
monomeéricos toxicos respectivos, y que contiene los respectivos contaminantes toxicos en cantidades menores del
0,001%, en el que el polimero comprende tres unidades monomeéricas derivadas de 1-vinilpirrolidona (VP), N-
isopropilacrilamida (NIPAM) y un éster de anhidrido maleico y polietilenglicol (MPEG), y esta reticulado,
comprendiendo dicho proceso las etapas de:

i) disolver cantidades apropiadas de los tres mondmeros, NIPAM, VP y MPEG en agua;

lii) afadir sucesivamente, a la solucion de la etapa i) cantidades adecuadas de un agente reticulante y un
activador;

i) burbujear un gas inerte en la solucion de la etapa ii) durante un periodo de entre 30 a 60 minutos;

iv) afiadir una cantidad apropiada de un activador y un iniciador de polimerizacion a la solucion de la etapa iv);
v) polimerizar la solucion de la etapa iv) a una temperatura de entre 25 °C a 45 °C en una atmosfera de un gas
inerte, durante 3 a 6 horas;

vi) someter la solucion de la etapa v) a filtracion a través de filtros pre-esterilizados y recoger el filtrado;

vii) someter el filtrado de la etapa vi) a diafiltracion y recoger el filtrado;

viii) someter opcionalmente, el filtrado de la etapa vii) a una etapa adicional de diafiltracion y recoger el filtrado; y
ix) someter opcionalmente, el filtrado de la etapa vii) u viii) a liofilizacion para obtener un polvo liofilizado del
polimero.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proporcién de los monémeros, NIPAM:VP esta en el
intervalo de entre 55:22 a 65:35, y la proporcién de peso de los monémeros, (NIPAM+VP):MPEG esta en el intervalo
de entre 90:10 a 95:5.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el agente reticulante es un derivado de vinilo bifuncional.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el derivado de vinilo bifuncional es N,N'-
metilenbisacrilamida.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el agente reticulante se emplea en cantidades en el
intervalo de entre el 1,3 al 1,5% en p/p del contenido total de monémero.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el activador se selecciona entre uno cualquiera de
tetrametiletilendiamina o sulfato amonico ferroso, o una combinacion de los mismos.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el activador se emplea en cantidades en el intervalo de
entre el 15 al 18% en p/p del contenido total de mondmero.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el iniciador de polimerizacion es al menos uno o mas
seleccionados entre compuestos perdxidos, tales como peréxido de diacilo, peréxido de benzoilo, peroxido de
diacetilo, peroxidos de dialquilo, peroxidos de butilo terciario, peroxidos de amilo terciario o iniciadores de
polimerizacion tales como 2-2'-azobisisobutironitrilo (AIBN) o sales inorganicas basadas en iniciadores de
polimerizacion tales como perdisulfato aménico o persulfato aménico.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el iniciador de polimerizacion se emplea en cantidades en
el intervalo de entre 20 a 30% en p/p del contenido total del monémero.

31



ES 2375740 T3

uI PSR "
w3/00d QLY 3 Wne
LN T4 iz
wd 5EE | At
W rpTCel [F]
233 st O 3
uI g0 €3 R
Sodpiurch0 10(C wwl G
ot x
o ]
n o 3]
L s
LK} LT

Tin IGTODEE' LT s
eEs s
payacsed [uriiritdy - 2§
o en'y- 13-
2] (b ]
L4 20ERTETOOR ws
238N E3'REH 2
335 ¢o OF "

238 {0000020°E w
M 0°00¢ )
an ez vl 0
TN 452 GO -]
4 Oci
ME e B o
™ e o 534013
Wl E38'BOLY S
? 50
1) 1
(1€ NS
Fu2E L<3
bz toud T4
rh fonq i g A
[ s L] LR
@Z'n g
LR “IG
0INMEIRY SINEIDLy - 3
1 D¥0ue
14 et 1)
cokmulern BN

Lud) e #1080 TRNT

VERIPTICRTEL S O SVIVTOPY, | i B e i s A

42

=
s A I 15 e T il
sdoo - o NNULULLRWR LMW m -~
geg2 » @ gmoooanamavya N omw
gpez B 8 wshgoyYzigdEls = 83

1000y

o
*ﬁ

UOroudAUL 91udsdd vy op oxdwirod [9p NJATY-H; 9P onvadsy [[-31

32



ES 2375740 T3

al iy phan w2k o
roatdtooh ot iy
TR 4 z,
4 W v g
s e s .2
v rTes G- -l
LR Rt P
[ PR T T |

tr Sis

4 |
Mg s "
9 Vil

L L oy

1 SBLeedz 52 -3

0res 1}
aantaeird Bumanite) 2,

=K O .2

s 137
Tt OFCELYSL L E
Eei L ] £
0En GE'E ia
AN EOLOSOYN £ o=
[3-l A T (-]
" 'K
MM FIBR1EN LT W0
1960 §0° 001 and.
a1 f 1111 <
o 0p'e) FA R
88 DEOVEV' D e
uotce A
2005’0 L
Yain G786 =0
ZR:p .
335 ZRICEIG Q w
™ ErEZZy'e S04
M (EC wEvae H§
v <
Galh an
, 21 IS
UG, “fop
et 163315
e ad n urmrd
G b
3 ) g
65655 A
PRy Dy NiEiTs 2
1 . wm-
' fhges
Lt PRV Y| wrt

(R AT L P B R 7

a% ] (F1] [
10, 0k3 8 " F!F!.E!E- ‘lth!ll-lllu-b_sl.l.-lrn ki

;?ﬁi%g Wyl h_ﬁ%@_ },j mi¥ii

. N s |
ZRE 2 Fa¥Y o8 3
HEeE§ £3gf 3 z

uouaAul uasaid e ap ozswrjod [9p NINY-D¢; 2P ondadsy z-314

___,3%%%

co3

33



ES 2375740 T3

0B ans

mor sl

[T

v'ear

35l

wiey

QUCRS

OLL9EN

¥OI1
e

[

IR

n1°159

WTest
W

QL0

uoruaAu uasaad

e[ op odawod [9p (Y]-1.4) JouNo op epewojsues ], ap olosseryur onoadsy (¢-51

o

WORE oz

[ 00
[ €9
[ oL

sL

“¥Is

1%

34



ES 2375740 T3

kr\.wk r\h&.\nﬁm,ﬁ\.ﬂ&\r\ﬁq JYLLVHA HIANICYH TFIINd ©OIsUDTH

44\ D :eany bu 5p9 ‘1 :eijsenw Sp 0934
UTu/D,0‘07 :ugTorioTdxe =p pPEPIDOTaA

- , (Do) ®aINjERISAWST, P00Z TEH 1O :euoed
00" 035 00 Q.wv oo.ﬂ..mw oaﬁﬂ 3..0%“ gnauﬂ ggé.mﬂ s.aﬂ gaom.n Sms \
)
¥46°8BY = X% .
1 . |
->- a
4
+ 6 T
el
€3]
o
GOE‘T9 = oTque) ap % ' -1

DoSL'66F W
2089705 :=a

11

uoIduIAUL Judsdid ef op osdwijod [9p YD) [ BWRISOWID ] $-81]

35



ES 2375740 T3

(D,) emyeradwa |

o 05

0 ot

¥

~ 5b

i

+ 8

&

L i L
¥ roee1=Hwpa,
" [WZ68'E =0Ty
" i :
: : DeGLOTH =0T
’ : : :
: MULFTAEE) = 091g 9P BINY[Y- - y et
. : ; ; De810°9€ = outy i
s . H : 19, LEVEE = IX
(R S e, o e w5 @ T .. L L TRRRTIS fen
[ ]
] : : i
m m “ a m ' m
! | i
St aailas ek WA TR PO A R e - e e e b ——— e —an
EE E : 1 . ! ﬁ
£ .. ¥ ‘QE — 01U
i £ i Do8E0°TY = [eUL] P | Dscsi s =P / !
¢ - ] =
m m . _ i “
—I. - — S mmes m a8 i ewmu e . tm e - .||_.... R ...:..I‘I...In...ml.-.i L _ - — S -
. u m t !
_ : i . ' Dol6FF9 = TX ! 1 |
i H i : MW TS6T8T = TA !
% ) - i v SRS AN AL L SN
F U ” r AAETORSF L = 1K ]
! H y )
: ] ,
; S/ LTOF1 = H ®IRd : {
: , (W §LT 8T = vAIY : !
3 i -- . AN P 3 - B A
' ‘ : :
L ¢ = 001 2p wIm|y 2

UV RIAEEIR Y
A oenueius[e) opundag -

MW FZST
DDEL™6E = 021d

uorduaAur Juasaid ef ap orawrjod [2p DS eweIFowaa ], ¢-81,]

—— ——— (pw) d() opuq 10[e) ap olnp

36



ES 2375740 T3

p-ugjey ~9-
c-uojey &
Z-uoley &
L-uojey &

UoIdudAUI vucmmu‘ﬂm E] 9P Df[ uod opedlela OHOEMHOQ P 2I13ues ud 021MAUIDOJBULIE] [I]I Gumﬂm

14

(y) odwaiy
8l il

( |w;ﬁﬁ) ugIoRIUSIUOD)

- L

It UOD opeaJBW 4Nd oJswijod sp aibues us Md |uled

37



ES 2375740 T3

~ Fig-7: Fotografias de sitios de l6bulo de oreja de conejo marcado con S&E
después de 48 horas de la inyeccién subcutanea de una solucion de dextrosa al
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Fig-8: Ftografias de Sitio de Lobulo de Oreja de Conejo Marcado con S&E después
de 48 horas de la inyeccion subcutanea de una solucion acuosa de polimero de la
presente invencion
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Fig-9: Fotografias de Sitio de Vena Marginal de la Oreja de Conejo marcado con

S&E después de 24 horas de inyeccion intravenosa de una solucion de dextrosa al

10% (Control)
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Fig-10: Fotografias de Sitio de Vena Marginal de la Oreja de Conejo Marcado con
S&E después de 24 horas de inyeccion intravenosa de una solucion apropiada de
polimero de la presente invencion
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Fig-11: Un Me¢todo Tipico para la Preparacion y Administracion a Pacientes que lo
Necesiten de la Composicion Farmacéutica de Nanoparticulas de la Presente
Invencion
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