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DESCRIPCION
Polimero sensible al pH.

La invencion se refiere a un polimero sensible al pH que tiene propiedades citotéxicas 0 membranoliticas a valores
de pH por debajo de pH 6.5 y que se puede usar como portador de biomoléculas naturales o sintéticas o principios
activos.

Estado anterior de la técnica

En los dltimos afios los polimeros que responden a estimulos han aumentado en importancia. Los polimeros
correspondientes presentan propiedades modificadas después de la exposicion a una influencia fisica o quimica
como, por ejemplo, por mencionar sélo algunas, temperatura, solvente o pH. Existe especial interés en este sentido
en los polimeros sensibles al pH. Asi, por ejemplo, los polimeros que contienen un grupo carboxilo que forman
estructuras en espiral hidréfilas a pH altos se pueden convertir a valores de pH bajos en estructuras globulares
hidrofobas (véase, por ejemplo, (1)).

La investigacion se centra en los polimeros sensibles al pH en relacion con la administracion de sustancias
medicinales. Muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos como la endocitosis, el crecimiento tumoral y las
inflamaciones se asocian a un cambio en las condiciones del pH. Son ejemplos de polimeros sensibles al pH que
estan siendo investigados en relacion con la administracion de sustancias medicinales, por ejemplo, los acidos a-
alquilacrilicos acidos como poli(acido 2-etilacrilico) y poli(acido propilacrilico) (véase 2), polilamido aminas) (véase 3,
4) y poli(etilenimina), poli (L-lisina isoftalamida) (véase (5)). Los cambios conformacionales inducidos por los cambios
de pH influyen sobre las interacciones entre el polimero y las membranas celulares de tal manera que puede
producirse una desestabilizacion. Es posible emplear, polimeros sensibles al pH complejos o conjugados como
medios de transporte con un gran nimero de biomoléculas naturales o sintéticas. Estos pueden formar complejos o
conjugados con lipidos (véase 6, 7, 8, 14), proteinas y péptidos (véase 9, 10), ADN (4, 11), inmunotoxinas (12),
anticuerpos (13) y/o principios activos (3).
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WO 97/09068 describe conjugados moleculares interactivos. Estos son en particular moléculas que responden a un
estimulo y que tienen la capacidad de unirse a una regién celular diana, donde el estimulo influye a su vez en la
capacidad de unién. El estimulo puede ser provocado por la temperatura, el pH, iones particulares o fuerzas ionicas,
campos eléctricos o solventes.

Una molécula, que responde a un estimulo puede ser, por ejemplo, un polimero sensible al pH que se combina con
una molécula que se une a un ligando, p. €j. un antigeno, un anticuerpo o un principio activo. El conjugado molecular
es capaz de responder a condiciones ambientales alteradas, p. €j. a la alteracién del pH desde valores por encima
de pH 7.0 en la regién de los liquidos corporales extracelulares, por ejemplo, en el torrente sanguineo, hasta valores
por debajo de pH 6.5, que se asocia con la captacién en células vivas, por ejemplo por endocitosis.

Los polimeros mencionados en general, se basan en monémeros de tipo vinilo que han pasado por una
polimerizacion por radicales libres y tienen pesos moleculares en el rango de 1000 a 30 000. Se sugieren los
polimeros con grupos laterales reactivos, p. €j.-OH, - COOH o, preferentemente,-NH2, para acoplar proteinas o
péptidos.

Los copolimeros de met(acrilato) compuestos por unidades de acido metacrilico y comonémeros como ésteres Ci.-
C12 alquilicos de &cido (met)acrilico son conocidos en principio y se utilizan en particular como agentes de
recubrimiento y aglutinantes para formas farmacéuticas.

Son ejemplos conocidos los copolimeros compuestos por 50% en peso de acido metacrilico y 50% en peso de
metacrilato de metilo (EUDRAGIT ® L), por 50% en peso de acido metacrilico y 50% en peso de acrilato de etilo
(EUDRAGIT ® L100-55), por 30% en peso de acido metacrilico y 70% en peso de metacrilato de metilo (EUDRAGIT
® S). Los copolimeros comerciales tienen pesos moleculares en la regién de alrededor de 200 000 g/mol.

US 2001/0007666 Al describe una composicidn que se utiliza para aumentar el transporte o la liberacién de
sustancias a través de las membranas celulares, entre las células, los compartimentos celulares o las membranas
lipidicas. La composicion consta de un agente de transporte de membrana que entre otros puede ser un polimero
sensible al pH y medios fisicos para aumentar la eficiencia del agente de transporte de membrana, p. €j. tratamiento
con ultrasonido. Los polimeros sensibles al pH particularmente adecuados son los polimeros que contienen un grupo
carboxilo p. €j. los que contienen mas de 50% de residuos de mondmeros con grupos carboxilo. Un ejemplo
especifico mencionado es poli(acido 2-etilacrilico) con un peso molecular promedio de 62 000. También se
describen copolimeros 50:50 de &cido acrilico con acrilatos de etilo, propilo y butilo. Se estipula que la preparacion
es mediante polimerizacion en bloque en presencia de un iniciador AIBN. No se mencionan reguladores del peso
molecular. Puesto que los copolimeros se purifican ademas por precipitacion en éter, se debe suponer que los pesos
moleculares son altos. Incluso a concentraciones bajas de unos pocos pg, los copolimeros lisan exhaustivamente los
eritrocitos a pH 5.5 y en menor medida a pH 7.4 al menos.

US 5,804,632 describe un proceso para la preparacion de una emulsion acuosa de un polimero, donde el proceso
comprende a) preparar un polimero de bajo peso molecular que contenga grupos funcionales acido mediante un
proceso de polimerizacion por radicales libres que emplea un complejo quelato de un metal de transicién que es un
complejo quelato de cobalto. Los polimeros del paso a) se introducen en el paso b) en el medio de un proceso de
polimerizacion en emulsién.

EP 857 475 describe adhesivos para protesis dentales, que comprenden polimeros parcialmente neutralizados de
acrilatos 0 metacrilatos y acido acrilico o metacrilico.

Problema y solucién

La introduccion de biomoléculas o principios activos en el citoplasma y desde alli posiblemente en el nicleo de la
célula a través de endosomas requiere agentes que desestabilicen la membrana (destruyan la membrana) que
impidan el trafico de sustancias (ingreso) a los lisosomas, donde pueden ser degradadas o inactivadas
guimicamente. Los polimeros de interés, por lo tanto, conducen a la desestabilizacién (destruccion) de las
membranas celulares a valores de pH ligeramente acidos de alrededor de pH 6.5 o por debajo, como prevalece en
los endosomas, pero estan sustancialmente desprovistos de (no tienen) efecto membranolitico a valores de pH
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fisiolégico de alrededor de pH 7.4, como ocurre fuera de las células.

Los copolimeros de acido acrilico/acrilato de alquilo de US 2001/0007666 Al tienen la desventaja de que pueden
producir citélisis incluso a concentraciones muy bajas. Esto hace que su dosificacion sea critica. Otra desventaja es
gue puede producirse algo de hemdlisis incluso a pH 7.4, de modo que los copolimeros descritos son en general
dificiles de controlar y, si se usan en cantidades extremadamente pequefias, s6lo es posible una carga baja con
biomoléculas o principios activos. Otra desventaja mas es que luego de la administracion parenteral, podrian
acumularse en el organismo. Cuando el peso molecular de un polimero es demasiado alto, por ejemplo 62 000, se
impide la excrecion por filtracién glomerular.

En relacién con el desarrollo de formas farmacéuticas destinadas a mostrar sus efectos especificamente en tipos de
células particulares existe, por lo tanto, una necesidad constante de moléculas portadoras poliméricas adecuadas.
La intencién fue desarrollar polimeros sensibles al pH que no presentaran propiedades citotoxicas ni
membranoliticas, o lo hicieran sélo a altas concentraciones en la regién de pH 7.0 o ligeramente superior, pero que
tuvieran efectos citotdxicos o hemoliticos 0 membranoliticos incluso a baja concentracion, in vivo, por debajo de pH
6.5. Los polimeros estan destinados a ser adecuados como portadores (complejos y conjugados) de biomoléculas
naturales o sintéticas o principios activos que deban ser liberados dentro de las células a través de la captacion en
los endosomas y la posterior desestabilizacion o lisis de los mismos.

Ademas en la aplicacion parenteral de sustancias se debe considerar el problema de la eliminacion a fin de evitar
una acumulacion en el organismo humano o animal y por consiguiente los efectos secundarios toxicos.

Por lo tanto, se deben proporcionar polimeros sensibles al pH que se puedan aplicar faciimente a concentraciones
en el rango por ejemplo de 20 a 150 pg/ml y que se puedan cargar bien y que en consecuencia sean adecuados
como portadores (complejos y conjugados) de biomoléculas de origen natural o sintético. Deberan tener buenas
propiedades hemoliticas en este rango de concentracion y en el rango de pH 5.5 y por debajo de pH 6.5, mientras
que no habra ningun efecto membranolitico (hemolitico) a pH 7.4. Ademas no seran eficaces contra células tipo
macréfagos por ser toxicos o inhibirlas. Los polimeros deberan ser bien eliminados a través del rifion y por lo tanto
ser adecuados también para aplicaciones parenterales.

El problema se resuelve mediante

un polimero sensible al pH que es un copolimero de (met)acrilato compuesto por
20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y

80 a 35% en peso de unidades de ésteres C;-Cig alquilicos de 4cido (met)acrilico,
gue se caracteriza porque

tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,

y causa al menos 60% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemodlisis a pH 7.4, a una concentracion de 150
pg/ml en un ensayo de citotoxicidad con gldbulos rojos humanos,

donde quedan excluidos los polimeros, que son polimerizados por un proceso de polimerizacion en emulsion o
suspension acuosa en presencia de un complejo quelato de un metal de transicion, que sea un complejo quelato de
cobalto.

Debido a que los poli(met)acrilatos, en contraste con otros polimeros utilizados farmacéuticamente, no son
biodegradables, la eliminacion debe efectuarse por filtracion glomerular a través de los rifiones. Sin embargo, este
proceso esta restringido en lo que respecta al peso molecular. Se adopta un limite maximo para las moléculas que
pueden ser secretadas por el rifion de 50 000 g/mol (Dalton). Sorprendentemente, los polimeros con pesos
moleculares bajos de acuerdo con la presente invencidon muestran mayor actividad hemolitica que los que tienen
pesos moleculares superiores.

Implementacién de la invencién
Copolimeros de (met)acrilato
La invencion se refiere a

un polimero sensible al pH, en particular con propiedades membranoliticas, hemoliticas o citotdxicas a valores de pH
por debajo de pH 6.5, que es un copolimero de (met)acrilato compuesto por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
80 a 35% en peso de unidades de ésteres C;1-Cig alquilicos de acido (met)acrilico,
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Los ésteres C1-Cig alquilicos de acido (met)acrilico en particular ésteres C1-Cig alquilicos de acido (met)acrilico
lineales o ramificados, son, por ejemplo:

acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de vinilo, acrilato de propilo, acrilato de butilo, acrilato de hexilo, acrilato
de octilo, acrilato de decilo, acrilato de dodecilo, acrilato de miristilo, acrilato de laurilo, acrilato de cetilo, acrilato de
estearilo, metacrilato de metilo, metacrilato de etilo, metacrilato de propilo, metacrilato de butilo, metacrilato de
isobutilo, metacrilato de hexilo, (met)acrilato de 2-etilhexilo, metacrilato de fenilo, metacrilato de octilo, metacrilato de
decilo, metacrilato de dodecilo, metacrilato de miristilo, metacrilato de laurilo, metacrilato de cetilo y metacrilato de
estearilo.

Los componentes éster pueden ser ramificados o ciclicos.

Se prefieren los ésteres C;-Cg alquilicos de acido acrilico o metacrilico, en particular metacrilato de metilo,
metacrilato de etilo, metacrilato de butilo, metacrilato de 2-etilhexilo, acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de
butilo y acrilato de 2-etilhexilo.

Como regla, el contenido declarado totaliza hasta 100% en peso. Sin embargo, también es posible, sin que esto
conduzca necesariamente a un deterioro o alteracion de las propiedades esenciales, que estén presentes pequefias
cantidades en el rango de 0 a 10, p. ej. 0.1 a 5, 0 no mas de 2.5, % en peso de otros mondmeros copolimerizables
con vinilo, que no sean necesariamente (met)acrilatos, por ejemplo acrilato de butilo, metacrilato de butilo, acrilato
de metilo, metacrilato de hidroxietilo, acrilato de hidroxietilo, metacrilamida o estireno. Como regla no estan
presentes los monémeros de entrecruzamiento.

Variantes de copolimero de (met)acrilato
Son adecuados y se prefieren para los propdsitos de la invencién los copolimeros de (met)acrilato compuestos por:

40 a 60, en particular 45 a 55, p. €j. 50, % en peso de unidades de acido metacrilico y 60 a 40, en particular 55
a 45, p. €j. 50, % en peso de unidades de acrilato de etilo (EUDRAGIT ® tipo L100-55).

40 a 60, en particular 45 a 55, p. ej. 50, % en peso de unidades de acido metacrilico y 60 a 30, en particular 45
a 35, p. €. 50, % en peso de unidades de acrilato de etilo y 2 a 20% en peso, por ejemplo, 10% en peso de
metacrilato de butilo.

40 a 60, en particular 45 a 55, p. €j. 50, % en peso de unidades de acido metacrilico y 60 a 40, en particular 55
a 45, p. €. 50, % en peso de unidades de acrilato de etilo y 0.1 a 2% en peso de un éster Cg a Css,
preferiblemente Cg- Cir-alquilico de acido acrilico o metacrilico, preferentemente metacrilato de dodecilo. El
copolimero se puede preparar preferentemente en presencia de 5 a 15% en peso de dodecil mercaptano o 2 a
10% en peso de tioglicolato de 2-etilhexilo y varia de conformidad con sus propiedades.

20 a 40, en particular 25 a 35, p. €j. 30, % en peso de unidades de acido metacrilico, 25 a 45, en particular 30 a
40, p. €j. 35, % en peso de unidades de metacrilato de metilo, 25 a 45, en particular 30 a 40, p. €j. 35, % en
peso de unidades de acrilato de etilo.

Como regla, el contenido declarado totalizara hasta 100% en peso. Sin embargo, también es posible, sin que esto
conduzca necesariamente a un deterioro o alteracion de las propiedades esenciales, que estén presentes pequefias
cantidades en el rango de 0 a 10, p. ej. 0.1 a 5, 0 no méas de 2.5, % en peso de otros monémeros copolimerizables
con vinilo, que no sean necesariamente (met)acrilatos. Por ejemplo, pueden mencionarse acrilato de butilo,
metacrilato de butilo, acrilato de metilo, metacrilato de hidroxietilo, acrilato de hidroxietilo, metacrilamida o estireno

Peso molecular

El peso molecular se puede determinar por viscosimetria o cromatografia de exclusion en gel (GPC). Los valores
viscosimétricos (numero de viscosidad limitante) se pueden determinar en cloroformo o en DMF (dimetilformamida) a
23 °C y deben estar preferentemente en el rango de 1 a 25, preferentemente de 10 a 20, Nspecrc (cm3/g). Los numeros
de viscosidad se pueden medir por ejemplo segun se especifica en ISO 1628-6. Los pesos moleculares de acuerdo
con esta invencién se deben determinar por viscosimetria segun DIN 1628-6, modificada con DMF como solvente.
Los numeros de viscosidad se correlacionan con el peso molecular (peso promedio, PM) utilizando patrones de
polimetacrilato de metilo (PMMA). El peso molecular (peso promedio) del copolimero de (met)acrilato esta en el
rango de 1000 a 50 000 g/mol, preferentemente en el rango de 50 00 a 40 000 g/mol, en particular en el rango de 10
000 a 30 000 o muy preferentemente en el rango de 15 000 a 25 000.

La tabla siguiente se puede usar como guia para calcular los ;7)eesos moleculares a partir de los valores de viscosidad

(VZ), segtn la férmula general pueden VZ = 4.976 107 * pMm® "
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Numero de viscosidad (VZ) Peso molecular (PM)
1 780
3 3110
5 5910
10 14 110
15 23490
20 33720
30 56 110
50 106 600

Efecto hemolitico

Si la actividad hemolitica (hemdlisis) excede el 5% se dice que es un efecto citotdxico. La actividad hemolitica debe
ser inferior al 5% a pH 7.4 y ser alta 'y ser, por ejemplo, al menos 30, al menos 40, al menos 50 o al menos 60, % a
pH 5.5. Es beneficioso si este efecto se alcanza con concentraciones de copolimero facilmente dosificadas de 20 a
300, preferentemente de 50 a 250, en particular de 100 a 200 pg de copolimero/ml basadas en una concentracion de
eritrocitos de 1 x 10° GR/m.

Muy preferidas son las concentraciones de copolimero de 10 a 150, preferentemente de 15 a 110, en particular, de
20 a 80 pg copolimero/ml.

En un ensayo de citotoxicidad con glébulos rojos humanos, el copolimero (met)acrilico a una concentracién de 150
pg/ml causa al menos 60%, preferentemente al menos 80%, de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5%, preferentemente
menos de 2.5, en particular preferentemente menos de 1, % de hemodlisis a pH 7.4.

El ensayo de citotoxicidad con globulos rojos humanos (eritrocitos) se puede llevar a cabo mediante un método
basado en el de Murthy et al.: N. Murthy, J.R. Robichaud, D.A. Tirrell, P.S. Stayton y S. Hoffman. The design and
synthesis of polymers for eukaryotic membrane disruption. J. Controlled Release, 61: 137-143 (1999).

Esto implica glébulos rojos (GR) humanos obtenidos de sangre fresca que se separan por centrifugacion en
presencia de K3 EDTA. En este caso las células se sedimentan a 200 g y 4 °C durante 5 min y posteriormente se
lavan tres veces por centrifugacion renovada y se toman en solucién salina amortiguada con fosfato (tampén PBS,
34 mM, pH 7.4, 0.9% de NaCl peso/volumen (75 mM)). El recuento de células en la suspension resultante se puede
determinar usando un hemocitometro.

La prueba de hemodlisis se lleva a cabo mediante la adicion de glébulos rcy'os (GR) humanos en el medio particular, a
una suspension del copolimero a una concentracion de células de 1 x 10° GR/ml. La mezcla se incuba a 37 °C
durante 20 minutos.

Efecto citotdxico sobre las células tipo macrofagos

En contraposicién a los glébulos rojos, donde presumiblemente tiene lugar la citélisis, principalmente a través de una
interaccion de los copolimeros con la membrana externa de la célula, las células tipo macréfagos son capaces de
captacion activa de los copolimeros, por lo que se debe suponer que en este caso otras interacciones pueden
causar citdlisis. Los copolimeros de (met)acrilato preferidos son aquellos que demuestran baja o cero citdlisis o
toxicidad en la prueba del MTT o en la prueba de la LDH (prueba de la lactato deshidrogenasa) con las células de
raton tipo macrofagos J774A.1 (véase ejemplo 5). La linea celular J774A.1 se puede obtener, por ejemplo, de la
coleccién publica de cepas ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA 20108) con el N° TIB-67
(células de ratén J774A.1; células tipo macréfagos inmortalizadas (no tumorales); véase también: Ralph P et al.
Lysozyme synthesis by established human and murine histiocytic lymphoma cell lines. J. Exp. Med. 143: 1528-1533,
1976 PubMed: 76192838.

Prueba del MTT (inhibicién de células de una linea celular tipo macréfagos):

La prueba colorimétrica detecta células vivas que reducen el colorante amarillo de MTT (MTT = bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenitetrazolio) a un producto de formazano azul oscuro. La prueba es adecuada para la
deteccion de citotoxicidad, proliferacion celular y activacién celular (véase, por ejemplo, T. Mosmann. Rapid
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colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol.
Meth. 65:55-63 (1983)).

La magnitud de la eliminacién de células macréfagos es indicada por la liberacion de LDH (NC. Phillips, L.
Gagné, N. Ivanoff, g. Riveau. (1996) Vaccine 14(9), 898-904. La prueba de la lactato deshidrogenasa para
medir la LDH liberada (véase P.G. Cabaud y F. Wroblewski en Am J Clin Pathol (1958) 30, 234-236) se puede
llevar a cabo con kits de prueba comerciales, por ejemplo, el kit de Sigma (N° de procedimiento 500).

La toxicidad inducida por los copolimeros contra las células tipo macréfagos debe ser tan baja como sea posible a
pH fisiolégico (neutro).

Los copolimeros de (met)acrilato preferidos son por consiguiente, los que, a una concentracion en la region de
0.03125 mg/ml, producen en la prueba del MTT con las células tipo macréfagos J774A.1 (ATCC TIB-67) un valor
porcentual de supervivencia celular de al menos 25%, preferentemente de al menos el 60%, basado en una tasa de
supervivencia de 100% en el experimento de control.

Los copolimeros de (met)acrilato preferidos son por consiguiente, los que, a una concentracion en la region de
0.03125 mg/ml, producen en la prueba de la LDH con las células tipo macréfagos J774A.1 (ATCC TIB-67) un valor
de liberacion de LDH de no més de 40%, preferentemente de no més de 20%, basados en una citélisis (toxicidad) de
100% en el experimento de control.

Preparacion de los polimeros sensibles al pH o copolimeros de (met)acrilato

Los polimeros sensibles al pH se preparan mediante polimerizacion por radicales libres de los monémeros en
presencia de iniciadores de la polimerizacion y reguladores del peso molecular mediante polimerizacién en bloque,
perla o emulsion, y descarga del polimero. Otros métodos de preparacion que son adecuados en principio son
también de polimerizacién por transferencia de grupo (GTP) o polimerizacion radical controlada por transferencia de
atomos (ATRP) (véase, por ejemplo, Matyjaszewski, K.et al., Chem.Rev.2001, 101, 2921-2990). Las estructuras
poliméricas resultantes son copolimeros aleatorios o copolimeros en bloque.

Se prefiere la polimerizacion en emulsién en presencia de 2 a 15% en peso de reguladores del peso molecular, un
contenido de emulsionante en el rango de 0.1 a 2% en peso, una cantidad de iniciador de la polimerizacion en el
rango de 0.02 a 0.4% en peso y a una temperatura entre 65 y 90 °C. Se prefiere una mezcla de emulsionante
compuesta preferentemente de laurilsulfato de sodio, por ejemplo 0.1 a 0.5% en peso y monooleato de polioxietilen
20 sorbitan, p. ej. 0.4 a 1.5% en peso. Son iniciadores particularmente adecuados peroxodisulfato de sodio o
peroxodisulfato de amonio. Es posible preparar de esta manera, por ejemplo, una dispersion con un contenido de
sélidos de 20 a 40% en peso, y el copolimero se puede aislar, preferentemente mediante secado por aspersion o
coagulacién y expulsion del agua en una extrusora. Luego el polimero se disuelve, preferentemente en un solvente
organico, se purifica, preferentemente por dialisis multiples contra agua y se seca, preferentemente se liofiliza.

Los ejemplos de iniciadores de la polimerizacién que se pueden mencionar son: compuestos azo, como 2,2'-
azobis(isobutironitrilo) o 2,2'-azobis(2,4-dimetilvaleronitrilo), sistemas redox, como por ejemplo, la combinacién de
aminas terciarias con peréxidos o, preferentemente, peréxidos (sobre esto, véase, por ejemplo, H. Rauch-Puntigam,
Th. Vdlker, "Acryl- und Methacrylverbindungen”, Springer, Heidelberg, 1967 or Kirk-Othmer, Encyclopedia of
Chemical Technology, Vol. 1, paginas 386 y sig., J. Wiley, Nueva York, 1978). Son ejemplos de iniciadores de la
polimerizacion peroxido adecuados el peréxido de dilauroilo, peroctoato de terc-butilo, perisononanoato de terc-
butilo, peroxidicarbonato de diciclohexilo, perdxido de dibenzoilo o 2,2-bis(terc-butilperoxi)butano.

También es posible y se prefiere que la polimerizacion se lleve a cabo con una mezcla de varios iniciadores de la
polimerizacion que difieran en su semivida por ejemplo, perdxido de dilauroilo y 2,2-bis(terc-butilperoxi)butano, con
el fin de mantener constante el flujo de radicales libres, durante la polimerizacion y a temperaturas de polimerizacion
diferentes. Las cantidades de iniciador de la polimerizacién empleadas son generalmente de 0.01 hasta un maximo
de 1% en peso, basadas en la mezcla de monémeros.

Los pesos moleculares de los copolimeros (CP) se ajustan polimerizando la mezcla de mondmeros en presencia de
reguladores del peso molecular, como, en particular, de mercaptanos conocidos para este proposito, como, por
ejemplo, n-butil mercaptano, n-dodecil mercaptano, 2-mercaptoetanol o tioglicolato de 2-etilhexilo, generalmente
empleando los reguladores de peso molecular en cantidades de 0.05 a 15% en peso, basadas en la mezcla de
monomeros, preferentemente en cantidades de 0.1 a 10% en peso y en particular preferentemente en cantidades de
2 a 12% en peso de la mezcla de monémeros (véase, por ejemplo, H.Rauch-Puntigam, Th.Vélker, "Acryl- und
Methacrylverbindungen”, Springer, Heidelberg, 1967; Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Vol. XIV/1,
pagina 66, Georg Thieme, Stuttgart, 1961 o Kirk-Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, Vol. 1, paginas 296
y sig., J. Wiley, Nueva York, 1978). El regulador de peso molecular empleado preferentemente es n-dodecil
mercaptano o tioglicolato de 2-etilhexilo. El tioglicolato de etilhexilo tiene la ventaja de que la hidrofobicidad del
copolimero de (met)acrilato puede ser influida porque el regulador esta incluido en la molécula al final. Las
cantidades que se emplean preferentemente son 5 a 15% en peso de dodecil mercaptano o 2 a 10% en peso de
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tioglicolato de 2-etilhexilo.
Conjugados/complejos

El polimero sensible al pH puede ser disefiado en forma de un conjugado o complejo con una biomolécula natural o
sintética farmacéuticamente eficaz o un principio activo. El conjugado o complejo se puede preparar reversible o
irreversiblemente covalentemente por enlace quimico o a través de valencias secundarias mediante fuerzas de Van
der Waals, enlaces iénicos o enlace hidréfobo.

Usos

Los polimeros sensibles al pH se pueden utilizar como portadores, conjugados/complejos de biomoléculas naturales
0 sintéticas o principios activos que deban ser liberados dentro de las células a través de la captacién en endosomas
y la posterior desestabilizacién o lisis de los mismos.

Los polimeros sensibles al pH se pueden usar para la formaciéon de complejos o como conjugados con lipidos,
proteinas, péptidos, acidos nucleicos (ADN y ARN), en particular oligonucle6tidos, ADN antisentido o ARN
antisentido, ADN plasmidico, nucleétidos, hormonas, toxinas, inmunotoxinas, anticuerpos o fragmentos de los
mismos o principios activos. La formacion de complejos o conjugados puede tener lugar reversible o
irreversiblemente covalentemente por enlace quimico o a través de valencias secundarias mediante fuerzas de Van
der Waals, enlaces iénicos o enlace hidr6fobo. El complejo resultante se puede utilizar como principio activo para
producir una forma farmacéutica, en particular una forma farmacéutica dérmica, transdérmica, parenteral, nasal,
pulmonar, vaginal u oral.

Los polimeros sensibles al pH y los conjugados pueden ser, cuando corresponda, un constituyente de
microparticulas, nanopatrticulas, liposomas, emulsiones y/o vesiculas de lipidos.

Dicho uso como portador, conjugado/complejo es posible y se prefiere para los principios activos de las clases de
principios activos como analgésicos, antialérgicos, antirreumaticos, antibiodticos, antiinfecciosos, antiparkinsonianos,
antipsoriasicos, antitumorales, productos dermatolégicos, remedios para la gota, inmunoreguladores, agentes
gastrointestinales, neurotropicos, productos oftalmolégicos y citostéaticos.

Posibles trastornos:

cancer, infecciones (incluida por VIH), trastornos cardiovasculares (p. ej. arterioesclerosis), artritis, enfermedades
neurodegenerativas (parkinsonismo, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer), trastornos genéticamente
relacionados con deficiencia de enzimas, hepatitis B y C, mucoviscidosis, hipercolesterolemia, sindrome de Down,
distrofia muscular, enfermedades autoinmunitarias, herpes y herpes zoster, psoriasis, retinitis CMV, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa y diabetes.

Las sustancias medicinales empleadas con el propdésito de la invencion estan destinadas a utilizarse en el organismo
humano o animal para

1. curar, aliviar, prevenir o diagnosticar trastornos, enfermedades, dafio fisico o sintomas patoldgicos.
2. poner al descubierto la enfermedad, el estado o las funciones del organismo o estados mentales.

3. remplazar las sustancias activas o fluidos corporales producidos por el organismo humano o animal.
4. detener, eliminar o tornar inofensivos patégenos, parasitos o sustancias exdgenas, 0

5. incidir sobre la enfermedad, el estado o las funciones del organismo o estados mentales.

Las sustancias medicinales en uso se encuentran en obras de referencia como, por ejemplo, la Rote Liste o el Merck
Index .

Se debe hacer particular mencién de los principio activos anfotericina B, arabinosido de citosina y adriamicina. La
forma liposémica de la adriamicina también podria ser un buen modelo, porque su rapida liberacién en los
endosomas se podria utilizar para vencer la resistencia multifarmaco. Otros principios activos de interés podrian ser
oligonucledtidos antisentido, ADN plasmidico y péptidos (leuprolida, calcitonina, etc.).

La forma farmacéutica se puede usar por ejemplo para el tratamiento de tumores, trastornos cardiovasculares o
artritis reumatoide. La terapia génica de trastornos genéticos o el tratamiento profilactico de dichos trastornos con
ayuda de los polimeros sensibles al pH de acuerdo con la invencién, como ingredientes de las formas farmacéuticas
adecuadas, es asimismo concebible en el futuro. En comparacién con los sistemas virales para la transferencia de
acidos nucleicos a células vivas, los sistemas no virales tienen la ventaja general de que se pueden preparar mas
facilmente, no esté implicada la replicacién del vector, y el riesgo de reacciones inmunoldgicas es menor.
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Modificaciones de las propiedades
a) Influencia sobre la conformacién mediante la unién de otras moléculas

Las propiedades, por ejemplo, la actividad toxica o membranolitica, de los copolimeros de (met)acrilato sobre los
glébulos rojos y/o células tipo macréfagos o sus propiedades fisicas se pueden modificar por acoplamiento covalente
o de valencia secundaria con otras moléculas, en particular agentes que alteren la conformacion, p. €j. colorantes,
en particular colorantes hidréfobos, p. €. con rodamina B. Los métodos de acoplamiento adecuados para
copolimeros de (met)acrilato que contienen un grupo carboxilo son conocidos por los expertos.

Es posible obtener, por ejemplo, un copolimero de (met)acrilato compuesto por

25 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y

75 a 35% en peso de unidades de ésteres C1-Cj» alquilicos de acido (met)acrilico,
que se modifica o0 acopla con un colorante, preferentemente un colorante hidréfobo, en particular con rodamina B.
Se prefiere un copolimero de (met)acrilato compuesto por

40 a 60% en peso de unidades de acido metacrilico y

60 a 40% en peso de unidades de acrilato de etilo,

que se modifica con un colorante, preferentemente con un colorante en particular hidréfobo, en particular con
rodamina B.

Se prefiere una relacion de acoplamiento determinada tedricamente en la que 5 a 100%, preferentemente 5 a 20%,
de las moléculas de los copolimeros estan acopladas con una molécula de colorante.

El acoplamiento tiene la ventaja por ejemplo de que se pueden modificar las caracteristicas de solubilidad. Es
posible, por ejemplo, lograr un aumento pronunciado en la insolubilidad en la regién por debajo de pH 6.5, p. €j. en el
rango de pH 6.0 a pH 5.0 (véase ejemplo 6).

b) Produccion de complejos por entrecruzamiento intermolecular

Los grupos carboxilo de los copolimeros de (met)acrilato son quimicamente reactivos y son adecuados para la
modificacién con el objetivo de producir complejos por entrecruzamiento intermolecular. Asi, por ejemplo, los grupos
SH se pueden introducir con relativa facilidad en los copolimeros de (met)acrilato por modificacion quimica con NH.-
CH,-CH»-SH.

Es igualmente facil introducir grupos SH en el ADN y el ARN, en particular en oligonucleétidos, ADN antisentido o
ARN antisentido, a través de los grupos OH 5'-y 3'- terminales de los acidos nucleicos por medio de COOH-CH,-
CH>-SH.

Los copolimeros de (met)acrilato modificados con SH y los 4cidos nucleicos modificados con SH se pueden
entrecruzar mediante la formacién de puentes S-S para dar complejos. El aumento en el peso molecular y la menor
solubilidad hace que los complejos estén disponibles en forma de granulos en particular para las células fagociticas,
lo que puede ser ventajoso en el tratamiento de ciertas patologias, como, por ejemplo, las enfermedades
autoinmunitarias.

La reduccion del puente disulfuro in vivo liberaria la forma activa de la molécula transportada. Los complejos también
podrian ser internalizados por otros tipos de células después de injertar ligandos de vectorizacion adecuados.

Los polimeros de acuerdo con la invencién se emplean en combinacion con principios activos y forman un sistema
de liberacion de farmacos que, como regla, es particulado. Es posible para este propdsito unir el principio activo al
polimero a través de un espaciador biodegradable. Sin embargo, también se da preferencia a conjugados/complejos
con peso molecular catiénico bajo o sustancias poliméricas y principios activos. Se debe hacer mencion de los
lipidos catiénicos como lipofectina, polilisina, polietilenimina, poliamino (met)acrilato o espermina y espermidinas, y
sus derivados. Este complejo también puede ser un liposoma catiénico o anionico. El polimero y el principio activo
también se pueden encapsular en, o unir a, un liposoma cationico, aniénico o neutro.

Los agentes que forman complejos que son conocidos en si mismos, pueden mostrar efectos de mejora de la accion
de diversas maneras (p. €j. polietilenimina).

Otros constituyentes de los complejos pueden ser polimeros hidréfilos (polietilenglicol, polivinilpirrolidona,
polilactidos, poliglicélidos, polisacaridos y sus derivados). Esas sustancias protegen los principios activos de las
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interacciones con los constituyentes de la sangre y prolongan la circulacion en la sangre.

Se pueden utilizar ligandos de vectorizacién, como anticuerpos contra antigenos especificos de la célula para
vectorizar células especificas.

Los sistemas de liberacion particulados se producen por técnicas convencionales, por ejemplo de formacion directa
de complejos en solucién, secado de soluciones que contienen lipidos y redispersién en agua, usando ultrasonido u
homogeneizacién cuando corresponda.

Principio activo de una forma farmacéutica que corresponde a la técnica habitual del uso al que esta destinado y
permite un tratamiento seguro y tolerado. La estabilidad puede ser extendida mediante liofilizacién o secado por
aspersion de las formas farmacéuticas.

Ejemplos
1. Copolimeros de los ejemplos 1 a 7
Copolimero A:

Copolimero de

50% en peso de &cido metacrilico y

50% en peso de metacrilato de metilo.

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 25 000.

Copolimero B:

Copolimero de

50% en peso de acido metacrilico y

50% en peso de acrilato de etilo.

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 25 000.

Copolimero C:

Copolimero de

30% en peso de acido metacrilico,

35% en peso de acrilato de etilo y

35% en peso de acrilato de metilo

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 25 000.

Copolimero D:

Copolimero de

30% en peso de acido metacrilico,

70% en peso de metacrilato de metilo.

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 25 000.

Copolimero E (no acorde con la invencion)

Copolimero de

10% en peso de acido metacrilico,

45% en peso metacrilato de metilo y

45% en peso de acrilato de metilo

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 25 000.

Copolimero L-100 (EUDRAGIT ® L, no acorde con la invencién)

Copolimero de

50% en peso de acido metacrilico y

50% en peso de metacrilato de metilo.

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 100 000.

Copolimero L-100-55 (EUDRAGIT ® L100-55, no acorde con la invencidn)

Copolimero de

50% en peso de acido metacrilico y

50% en peso de acrilato de etilo.

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 250 000.
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Copolimero S-100 (EUDRAGIT ® S100, no acorde con la invencion)

Copolimero de

30% en peso de acido metacrilico y

70% en peso de metacrilato de metilo.

Peso promedio del peso molecular = PM aproximadamente 100 000.

Ejemplo 1:
Rangos de transicién del pH (soluble a insoluble).

La intencién fue investigar, midiendo la luz dispersada a 37 °C a valores de pH de 3.0 a 7.5 en tamp6n de fosfato,
los rangos de pH a los cuales los copolimeros estan presentes en forma insoluble. La intensidad de la dispersion de
la luz aumenta a medida que el polimero precipita.

Los resultados se muestran en la tabla 1 a continuacion

Tabla 1
Copolimero| Acido Metacrilato de Acrilato de Acrilato de | PM x 10° | rango de pH en el cual
metacrilico | metilo [% en peso] | etilo [% en | metilo [% en| [mol/g] | precipita el copolimero
[% en peso] peso] peso]

A 50 50 - - 25 3.8-45

B 50 50 25 4.7-5.1

C 30 - 35 35 25 5.0-5.6

D 30 70 - - 25 4.8-5.3

E 10 45 - 45 25 4.5-7.0

L-100 50 50 - - 100 3.7-4.3

L-100-55 50 - 50 - 250 4.6-5.0

S-100 30 70 - - 100 4.7-5.2

Resultados:

Los copolimeros de (met)acrilato, excepto el copolimero E, tienen rangos de transicion relativamente estrechos de
0.4 a 0.7 unidades de pH.

El copolimero E parece tener, debido a su bajo contenido de 10% en peso de mondmeros con residuos de grupo
carboxilo, un rango de transicién de pH méas amplio de 2.5 unidades de pH.

El peso molecular parece no tener practicamente ningun efecto sobre las caracteristicas de solubilidad de los
copolimeros.

Ejemplo 2:
Actividad hemolitica dependiente de la concentracion a pH 7.4

Se llev6 a cabo el ensayo de citotoxicidad con glébulos rojos humanos mediante un método basado en el de Murthy
et al.(N. Murthy, J.R. Robichaud, D.A. Tirrell, P.S. Stayton y S.Hoffman. The design and synthesis of polymers for
eukaryotic membrane disruption. J. Controlled Release, 61: 137-143 (1999)).

Esto implica la separacion de los glébulos rojos (GR) humanos por centrifugacién en presencia de K3 EDTA. En este
caso las células se sedimentan a 200 g y 4 °C durante 5 min y posteriormente se lavan tres veces por centrifugacion
renovada y se toman en solucién salina amortiguada con fosfato (tampén PBS, 34 mM, pH 7.4, 0.9% de NacCl
peso/volumen (75 mM)). El recuento de células en la suspension resultante se puede determinar usando un
hemocitometro.

La prueba de hemodlisis se lleva a cabo agregando glébulos rojos (GR) humanos en el medio particular, a una
suspension de copolimero a una concentracion de células de 1 x 10® GR/ml. La mezcla se incuba a 37 °C durante
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20 minutos. El grado de hemdlisis se midié por determinacion espectrométrica de la hemoglobina liberada de las
células lisadas en el sobrenadante de la centrifugacion a 541 nm.

Los resultados se muestran en la tabla 2 a continuacion

Tabla 2
Actividad hemolitica [%] a pH 7.4 con una concentracién de copolimero en
Copolimero | PM x 10° [mol/g] [ug/mi]
150 250 500 2500 10 000

A 25 <5 <5 <5 <5 <5

B 25 <5 5 8 25 100

Cc 25 <5 <5 5 100 100

D 25 <5 <5 <5 100 100

E 25 <5 <5 <5 12 20
L-100 100 <5 <5 <5 <5 <5
L-100-55 250 <5 <5 <5 <5 30
S-100 100 <5 <5 <5 <5 <5

Resultado:

Los copolimeros B y C muestran una actividad hemolitica de 5% o mas (umbral de toxicidad) a pH 7.4 a 500 pg/mly
por encima. Los copolimeros B, C, D y E muestran actividades hemoliticas de méas de 5% a 2 500 pg/ml. La
actividad hemolitica del copolimero B es en este caso menor que lade Cy D.

Los copolimeros A, L-100, L-100-55 y S-100 no tienen ninguna actividad hemolitica, ni siquiera a altas
concentraciones hasta de 10 000 pg/ml. El copolimero L-100-55, que es idéntico al copolimero B aparte de su peso
molecular y el copolimero E muestran una ligera actividad hemolitica a 10 000 pg/ml.

Los copolimeros A y B tienen un contenido de acido metacrilico 50% en peso idéntico y difieren sélo en el
comondmero: metacrilato de metilo y acrilato de etilo, respectivamente. El copolimero B algo méas hidréfobo es
hemolitico incluso a 250 pg/ml. Por el contrario, el copolimero A no es hemolitico ni siquiera a 10 000 pg/ml.

Ejemplo 3:
Efecto hemolitico de los copolimeros B y C a diferentes concentraciones a pH 5.0 y pH 5.5.

Los resultados se muestran en la tabla 3 a continuacion.

Tabla 3
Copolimero pH |Actividad hemolitica [%)] a una concentracion de copolimero en [ug/ml]

25 50 100 150 250

B 5,0 10 80 80 80 80

B 55 50 90 95 90 90
L-100-55 5,0 <5 80 80 80 80
L-100-55 55 5 55 75 90 90

C 5,0 <5 <5 10 60 80

C 5,5 5 50 80 85 85
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Resultado:

El copolimero B es mas hemolitico que el copolimero C a pH 5.0 y pH 5.5, especialmente a bajas concentraciones
de 25 y 50 pg/ml. Ambos copolimeros son muy activos a pH 5.5 y 150 pg/ml.

El copolimero L-100-55 difiere del copolimero B por su mayor peso molecular. La actividad hemolitica del copolimero
B es mayor que la del copolimero L-100-55 a pH 5.0 y pH 5.5 a 25 y 50 pg/ml, asi como a pH 5.5 y 100 pg/ml.

Ejemplo 4:
Efecto hemolitico a una concentracién de copolimero de 150 ug/ml y distintos valores de pH.

Los resultados se muestran en la tabla 4 a continuacion.

Tabla 4
Actividad hemolitica [%] a una concentracién de copolimero de 150 [ug/ml]
Copolimero | PM x 10° [mol/g]
pH 5.5 pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5

A 25 <5 <5 <5 <5 <5

B 25 80 55 <5 <5 <5

C 25 90 55 <5 <5 <5

D 25 <5 <5 <5 <5 <5

E 25 <5 <5 <5 <5 <5
L-100 100 <5 <5 <5 <5 <5
L-100-55 250 95 80 <5 <5 <5
S-100 100 <5 <5 <5 <5 <5

Resultado:

Los copolimeros B, C y L 100-55 muestran una fuerte actividad hemolitica a una concentracion de 150 pg/ml en el
rango de pH de 5.5 a 6.0. Todos los copolimeros contienen acrilato de etilo como comondémero. Sin embargo el PM
de L 100-55 es demasiado alto para las aplicaciones.

Ejemplo 5:

La intencién fue investigar el efecto de los copolimeros sobre células tipo macréfagos. A diferencia de los glébulos
rojos, con los cuales tiene lugar presumiblemente la cit6lisis, principalmente a través de una interaccion de los
copolimeros con la membrana celular externa, las células tipo macréfagos son capaces de captacion activa de los
copolimeros, por lo cual se debe suponer que otras interacciones son capaces de causar citolisis u otros efectos
téxicos en este caso. Puesto que la determinacion de la citélisis u otros efectos toxicos es relativamente inexacta, se
combinan dos sistemas de ensayo: el ensayo del MTT para acceder a la proliferacion celular y el ensayo de la LDH
para acceder a la necrosis celular (la prueba del MTT para las células supervivientes y la prueba de la LDH para las
células muertas).

Prueba del MTT

La prueba del MTT (inhibicién de la proliferacion celular de una linea celular tipo macréfagos).

La prueba colorimétrica detecta células vivas que reducen el colorante amarillo MTT a un producto de formazano
azul oscuro. La prueba es adecuada para la deteccion de citotoxicidad, proliferacién celular y activacion celular
(véase, por ejemplo, T. Mosmann. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to
proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol. Meth. 65: 55-63 (1983)).

Se suspenden células de raton tipo macréfagos 774 J en medio DMEM que contiene 10% vol/vol de suero de feto de
ternero (pretratado a 56 °C, 30 min) y 100 U/ml de penicilina G y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células se
distribuyen en porciones de 100 ul que contienen 5 x 103 células en una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se
incuban en una atmosfera saturada de H,O que contiene 5% de CO; a 37 °C, durante 24 h. Se afiaden 20 pl de
solucion estéril de copolimero en tampoén de fosfato, y se realizan diluciones seriadas de 0.5 a 0.003125 mg/ml (los
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controles reciben tampon de fosfato sin copolimero. Después la incubacion se contintda durante 48 h.

Se colocan en cada pocillo 10 pg de una solucién estéril de MTT (MTT = bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) en tampon de fosfato (5 mg/ml) y se incuban a 37 °C durante otras 3 h. Después se agregan 100 pl
de una solucion de dodecilsulfato de sodio al 10% peso/volumen (SDS) en HCI 0.01 M para solubilizar el MTT
reducido. La absorciéon a 570 nm se mide en un espectrometro después de 24 h y se evalla en relacién a una tasa
de supervivencia del 100% en el experimento de control sin adicion de copolimero.

Prueba de la LDH

La prueba colorimétrica detecta actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada por las células muertas. La
prueba se lleva a cabo analogamente a la prueba del MTT con células J774 en placas de microtitulacion. Después
de la incubacién durante 48 h, se analiza la actividad de LDH en porciones de 4 pl del sobrenadante con un kit de
prueba de LDH comercial. La evaluacion se realiza en relacién con el 100% de citdlisis (toxicidad) en el experimento
de control sin adicion de copolimero. En este caso se determina el valor del 100% después de la incubacién de una
alicuota de células en presencia de Triton X-100 para la citélisis completa.

Los resultados se muestran en la tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Prueba del MTT % de Prueba de la LDH % de LDH
Copolimero | MAA | MMA | EA | MA supervivencia celular liberada
0.03125 [mg/ml] 0.5 [mg/ml] 0.03125 [mg/ml] 0.5 [mg/ml]
A 50 50 - - 90 100 <5 <5
B 50 50 30 20 35 40
c 30 - 35| 35 100 80 <5 15
D 30 70 - - 100 100 <5 <5
E 10 45 - 45 100 <5 <5 40

MAA = &cido metacrilico [% en peso]
MMA = metacrilato de metilo [% en peso]
EA = acrilato de etilo [% en peso]

MA = acrilato de metilo [% en peso]

Resultado:

Las mediciones obtenidas en la prueba del MTT y la prueba de la LDH concuerdan cualitativamente. El copolimero B
es el mas toxico para J774 incluso a baja concentracion. No se detectd ningun efecto téxico de los copolimeros Ay
D. El copolimero E, que causa una hemodlisis limitada de los glébulos rojos en el ejemplo 4, demostro ser toxico para
las células J774 a una concentracion de 0.5 mg/ml. El copolimero C es ligeramente téxico para las células J774 a
una concentracion de 0.5 mg/ml.

Ejemplo 6
Cambio conformacional (transicién) dependiente del pH de los copolimeros A a E.
Fluorescencia del pireno

El colorante fluorescente pireno se puede utilizar para seguir la transicion de los polimeros sensibles al pH a
diferentes valores de pH (véase, por ejemplo: K. Kalyanasundaram y J.K. Thomas. Environmental effects on vibronic
band intensities in pyrene monomer fluorescence and their application in studies of micellar systems. J. Am. Chem.
Soc. 99:2039-2044 (1977)).

Las transiciones de las estructuras en espiral hidréfilas (bobina) a estructuras globulares hidréfobas se asocian a
una disminucion en la proporcion del primer (372 nm) y tercer (383 nm) picos en el espectro de emision (relacion
11/13). Para la medicion, simplemente se agrega pireno a la solucién de copolimero.

Los resultados se muestran en la tabla 6 a continuacion.
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Tabla 6
Copolimero MAA MMA EA MA Emision del pireno (1372 nm/l383 nm)
pH5.5 pH 6.0 pH 6.5 pH 7.4
A 50 50 - - 1.32 1.39 1.45 1.52
B 50 50 1.25 1.39 1.46 1.48
C 30 - 35 35 [1.27 131 1.35 1.46
D 30 70 - - 1.22 1.23 1.27 1.36
E 10 45 - 45 |1.27 1.26 1.26 1.26

Resultado:

Los copolimeros Ay B (50% en peso de acido metacrilico) muestran la transicion mas pronunciada entre pH 7.4 y
pH 5.5, seguida de copolimeros de C y D (30% en peso de acido metacrilico). El copolimero E (10% en peso de
acido metacrilico) no muestra practicamente ningn comportamiento de transicion. El comportamiento de transicion
parece correlacionarse con el contenido de acido metacrilico de los copolimeros pero no con la actividad hemolitica
de los copolimeros (véanse ejemplos 2 y 4).

Ejemplo 7
Acoplamiento del copolimero B con el colorante Lisamina ® (rodamina B)

La prueba se lleva a cabo como se describe en K. Abdellaoui, M. Boustta, M. Vert, H. Morjani, M. Manfait. (1998) Eur
J Pharm Sci 6, 61-73, con las modificaciones siguientes. El activador del grupo carboxilo N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-
dihidroquinolina (EEDQ) fue remplazado por 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIPC). Se agregan 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) y trietilamina en cantidades cataliticas. La reaccién se lleva a cabo durante 4 dias.

250 mg de copolimero B se disolvieron en 1 ml de tetrahidrofurano (THF) destilado previamente. Después se
agregaron 0,5 mg/ml (3 x 10 mmol) 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIPC) para activar los grupos carboxilo. Después
de 30 min, se disolvieron cantidades cataliticas de trietilamina y 4-(dimetilamino)piridina y Lisamina ® rodamina B
etilendiamina (1 mg/ml, 1.5 x 103 mmol), disueltas en N,N-dimetilformamida anhidra. La mezcla de reaccion se
incubd a temperatura ambiente en la oscuridad en atmdésfera de argén durante 96 h.

La mezcla de reaccion se paso a través de un filtro de 0.2 pm para quitar el subproducto DIPC precipitado. El THF
presente se elimind al vacio. Al producto crudo que aun contenia THF se le agreg6 una mezcla de
cloroformo/metanol (85/15 vol/vol) y la solucién se eluyd en una columna de gel de silice para eliminar la rodamina
libre. En este caso, el proceso de elucion se control6é por cromatografia en capa delgada. Se combinaron las
fracciones adecuadas y el solvente se eliminé al vacio. El residuo se tomd en THF y se dializé contra agua/metanol
(50/50) usando una membrana de 3500 Dalton durante 3 dias para separar los residuos de rodamina B enlazada no
covalentemente. Después se continuo la dialisis contra tampén de fosfato de pH 9 durante 2 dias y contra agua
destilada durante 2 dias mas. El producto resultante se liofiliz6 durante 72 h.

Se determind el contenido de rodamina B en el copolimero mediante espectrofluorometria en metanol a temperatura
ambiente (Aexc = 560 nm, Aem = 580 nm).

El rendimiento de copolimero de color carmesi fue de 83%. La union de rodamina B resultd ser de 0.04 mol%, lo que
significa que tedricamente una de 9 moléculas de copolimero se acopla a una molécula de rodamina.

Se pretendié analizar las caracteristicas de solubilidad a distintos valores de pH, comparando con el copolimero B
no acoplado a la rodamina B.

Los resultados se muestran en la tabla 7 a continuacion.

Tabla 7

Insolubilidad (precipitacién) en [%] a pH

pH 4.2 4.5 53 5.6 6.0 7.0
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Insolubilidad (precipitacién) en [%] a pH
Copolimero B 100 70 5 <5 <5 <5
Copolimero B rodamina B 70 70 100 10 <5 <5
Resultado:

El acoplamiento de rodamina al copolimero B causa un marcado cambio en las caracteristicas de solubilidad. Hay
un aumento pronunciado desde alrededor de pH 5.6 a 100% de insolubilidad a pH 5.3. En contraste, el copolimero B
sin acoplar no muestra 100% de insolubilidad hasta que el pH es de 4.2. El aumento en esta region tiene lugar
claramente menos abruptamente desde alrededor de pH 5.3.

Ejemplo 8

Procesos de preparacion: se da un ejemplo para cada uno de los procesos de preparacion 1y 2. Las cantidades
proporcionales pueden modificarse como se indica en la tabla en la pagina 16.

El peso promedio del peso molecular (PM) se puede calcular aproximadamente a partir de las mediciones de la
viscosidad Nspecic (cm®g) en relacion con la viscosidad del polimetil metacrilato (PMMA) a 25 °C en DMF
(dimetilformamida). La férmula siguiente encontrada empiricamente se utiliza para este propdsito:

P

fe|——

Li 10

Proceso de preparacion 1

Se introdujeron 1430 g de agua destilada, 3.78 g de laurilsulfato de sodio, 12.6 g de monooleato de polioxietilen 20
sorbitan y 1.26 g de peroxodisulfato de amonio, disueltos en 20 g de agua destilada, en un recipiente de reaccion
con una capacidad de 2 L, equipado con un condensador de reflujo, agitador y recipiente de alimentacion. A 81 °C,
una mezcla de monémero que consistia en:

270 g de acrilato de etilo
270 g de 4cido metacrilico
27 g de tioglicolato de 2-etilhexilo

se dosifico en una solucion en el transcurso de 2.5 horas.

Una vez que se completd la alimentacion, la mezcla se mantuvo a 81 °C durante 2 horas mas, se agreg6 una mezcla
de 0.176 g de emulsion antiespumante de silicona SE-2MC y 10 g de agua destilada y se eliminaron 95.42 g de
agua destilada al vacio a unos 300 mbar, y se enfrié hasta temperatura ambiente. La dispersion tuvo un contenido
de solidos de 30%.

Proceso de preparacion 2

Se introdujeron 774 g de agua destilada, 1092 g de laurilsulfato de sodio y 1.4 g de peroxodisulfato de sodio,
disueltos en 10 g de agua destilada, en un recipiente de reaccién con una capacidad de 2 L, equipado con
condensador de reflujo, agitador y recipiente de alimentacion. A 75 °C, una emulsién que consistia en:

390 g de acrilato de metilo

150 g de metacrilato de metilo

60 g de acido metacrilico

1.008 g de laurilsulfato de sodio

7 g de monooleato de polioxietilen 20 sorbitan

30 g de tioglicolato de 2-etilhexilo
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820.99 g de agua destilada

se dosifico en esta solucion en el transcurso de 4 horas.

Una vez que se completd la alimentacion, la mezcla se mantuvo a 75 °C durante otras 2 horas, se agreg6 una
mezcla de 0.21 g de emulsion antiespumante de silicona SE-2MC y 10 g de agua destilada, y se eliminaron 120 g de
agua destilada a unos 300 mbar, y se enfri6 hasta temperatura ambiente. La dispersién tuvo un contenido de sélidos
de 30%.

N° de | Composicié | Regulador | Proceso de | Temp del | Emulsionante | Iniciador | Contenido | Nspecrc PM
lote n del (partes) | preparacion | polim. (partes) (partes) | de sélidos (cm3/g) calc.****
polimero (°C) (%)
(% en peso)
1 A-B-C = 65- 4& 2 75 0,151 0,11 30 10 14 114
25-10
0,5k
2* | B-C=51-49 3G 2 80 0,1251 0.125] 40 17.7 | 28918
3 D-C = 50-50 4& 1 81 0,31 0,1] 30 13 19 624
1K
4* | B-C=70.7- 4& 2 80 0,1251 0,13 40 10.2 | 14 469
29,3
5 A-D-C = 40- 4& 2 75 0,151 0,11 30 11.7 | 17191
30-30
6 D-C =50-50 4& 1 81 0,31 0,1] 30 13.7 | 20961
1K
7 D-E-C = 4 & 1 81 0,31 0,1j 30 13.9 | 21 346
49.5-0.5-50
1K
8 D-E-C = 49- 4& 1 81 0,31 0,1] 30 13.9 | 21 346
1-50
1K
9 D-E-C = 10H 1 81 0,31 0,1] 30 12.3 | 18 306
49.5-0.5-50
1K
10 D-E-C = 49- 10H 1 81 0,31 0,1j 30 12 17 747
1-50
1K
11 D-F-C = 40- 10H 1 81 0,31 0,1j 30 12 17 747
10-50
1K
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N° de | Composicié | Regulador | Proceso de | Temp del | Emulsionante | Iniciador | Contenido | Nspecrc PM
lote n del (partes) | preparacion | polim. (partes) (partes) | de sélidos (cm3/g) calc *+*+*
polimero (°C) (%)

(% en peso)

*  Polimerizacion final con 0.01 parte de disulfito de sodio, 0.0007 parte de sulfato de hierro (Il), 0.05 parte de
peroxodisulfato de amonio

**  Polimerizacion final con 0.01 parte de disulfito de sodio, 0.0007 parte de sulfato de hierro (I1), 0.055 parte de
peroxodisulfato de amonio

L0

**** neso molecular (PM) calculado con respecto a PMMA a 25 °C/DMF

A = acrilato de metilo

B = metacrilato de metilo

C = acido metacrilico

D = acrilato de etilo

E = metacrilato de dodecilo

F = metacrilato de butilo

G =tioglicolato de 2-etilhexilo
H = dodecil mercaptano

| = laurilsulfato de sodio

J = peroxodisulfato de amonio
K = monooleato de polioxietilen 20 sorbitan
L = peroxodisulfato de sodio
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REIVINDICACIONES

Un polimero sensible al pH que es un copolimero de (met)acrilato compuesto por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
80 a 35% en peso de unidades de ésteres C1-Cis alquilicos de acido (met)acrilico,

gue se caracteriza porque
tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,

y causa al menos 60% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemodlisis a pH 7.4, a una concentracion de 150
pg/ml en un ensayo de citotoxicidad con glébulos rojos humanos,

donde quedan excluidos los polimeros, que son polimerizados por un proceso de polimerizacién en emulsioén o
suspensién acuosa en presencia de un complejo quelato de un metal de transicién, que sea un complejo quelato
de cobalto.

Un polimero sensible al pH de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza por ser

un copolimero de (met)acrilato compuesto por

6.

40 a 60% en peso de unidades de acido metacrilico y
60 a 40% en peso de unidades de acrilato de etilo.

Un polimero sensible al pH de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza por ser

un copolimero de (met)acrilato compuesto por

20 a 40% en peso de unidades de acido metacrilico y
25 a 45% en peso de unidades de acrilato de metilo,
25 a 45% en peso de unidades de acrilato de etilo.

Un polimero sensible al pH de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza por ser

un copolimero de (met)acrilato compuesto por

40 a 60% en peso de unidades de acido metacrilico,
60 a 30% en peso de unidades de acrilato de etilo y
2 a 20% en peso de metacrilato de butilo.

Un polimero sensible al pH de acuerdo con la reivindicacion 1, que se caracteriza por ser

un copolimero de (met)acrilato compuesto por

40 a 60% en peso de unidades de acido metacrilico,

60 a 40% en peso de unidades de acrilato de etilo y

0.1 a 2% en peso de unidades de un éster Co-C16 alquilico de acido acrilico o metacrilico.

Un polimero sensible al pH de acuerdo con una o0 mas de las reivindicaciones 1 a 5, que se caracteriza porque a

una concentracion de 0.03125 mg/ml, da lugar en la prueba del MTT con células de ratén tipo macréfagos J774A.1
(ATCC TIB-67) un valor porcentual de supervivencia de las células de al menos 25%, basado en una tasa de
supervivencia de 100% en el experimento de control.

7.

Un polimero sensible al pH de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones 1 a 5, que se caracteriza porque a
19
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una concentracion de 0.03125 mg/ml da lugar en la prueba de la LDH con células de raton tipo macréfagos J774A.1
(ATCC TIB-67) un valor de liberacién de LDH de no mas de 40%, basado en 100% de citdlisis (toxicidad) en el
experimento de control.

8. Un polimero sensible al pH que es un copolimero de (met)acrilato compuesto por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
80 a 35% en peso de unidades de ésteres C;-Cg alquilicos de acido (met)acrilico,

que tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,
y causa al menos 60% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemdlisis a pH 7.4, a una concentracion de 150
pg/ml en una prueba de citotoxicidad con glébulos rojos humanos.

que se caracteriza por estar en forma de un conjugado o un complejo con una biomolécula natural o sintética
farmacéuticamente eficaz o un principio activo.

9. Un polimero sensible al pH de acuerdo con la reivindicaciéon 8 que es un copolimero de (met)acrilato compuesto
por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
80 a 35% en peso de unidades de ésteres C1-Cg alquilicos de acido (met)acrilico,

que tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,

y causa al menos 60% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemodlisis a pH 7.4, a una concentracion de 150
pg/ml en un ensayo de citotoxicidad con glébulos rojos humanos,

gue se caracteriza porque se acopla a un agente que altera la conformacion.
10. Un polimero sensible al pH de acuerdo con la reivindicacion 8 que es un copolimero de (met)acrilato compuesto
por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
80 a 35% en peso de unidades de ésteres C;-Cig alquilicos de acido (met)acrilico,

que tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,

y causa al menos 50% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemodlisis a pH 7.4, a una concentracion de 150
png/ml en un ensayo de citotoxicidad con glébulos rojos humanos,

que se caracteriza por ser un constituyente de un complejo entrecruzado por medio de los acidos nucleicos
después de la modificacion quimica.

11. Un proceso para preparar un polimero sensible al pH de acuerdo con una o més de las reivindicaciones 1 a 7
mediante polimerizacion por radicales libres de los monémeros en presencia de iniciadores de la polimerizacion y
reguladores del peso molecular, mediante polimerizacion en bloque, perla o emulsién, polimerizacién por
transferencia de grupo (GTP), polimerizacion radical controlada por transferencia de atomos (ATRP) y descarga del
polimero, que se caracteriza porque el polimero se disuelve, se purifica y luego se seca.

12. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 11, que se caracteriza porque se emplea dodecil mercaptano y/o
tioglicolato de 2-etilhexilo como regulador del peso molecular.

13. El uso de un polimero sensible al pH, que es un copolimero de (met)acrilato compuesto por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
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80 a 35% en peso de unidades de ésteres C1-Cig alquilicos de acido (met)acrilico

gue tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,

y que causa al menos 60% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemodlisis a pH 7.4, a una concentracion de
150 pg/ml en un ensayo de citotoxicidad con globulos rojos humanos, como portador, conjugado o complejo con
biomoléculas naturales o sintéticas o principios activos, cuando corresponda como constituyente de
microparticulas, nanoparticulas, liposomas, emulsiones y/o vesiculas de lipidos.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13 como portador, conjugado o complejo en combinacién con lipidos,
proteinas, péptidos, acidos nucleicos (ADN y ARN), en particular oligonucleétidos, nucleésidos, ADN antisentido o
ARN antisentido, nucleétidos, toxinas, inmunotoxinas, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos o sus
combinaciones.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacion 13 como portador, conjugado o complejo en combinacién con principios
activos de las clases de principios activos como analgésicos, antialérgicos; antirreumaticos, antibiéticos,
antiinfecciosos, antiparkinsonianos, antipsoriasicos, antitumorales, productos dermatolégicos, remedios para la gota,
inmunoreguladores, agentes gastrointestinales, neurotrdpicos, productos oftalmolégicos y citostaticos.

16. El uso de un polimero sensible al pH, que es un copolimero de (met)acrilato compuesto por

20 a 65% en peso de unidades de acido metacrilico y
80 a 35% en peso de unidades ésteres C;-Cig alquilicos de &cido (met)acrilico,

que tiene un peso molecular en el rango de 1000 a 50 000 g/mol,

y que causa al menos 60% de hemdlisis a pH 5.5 y menos de 5% de hemodlisis a pH 7.4, a una concentracion de
150 pg/ml en un ensayo de citotoxicidad con glébulos rojos humanos, como ingrediente para la produccion de
una forma farmacéutica dérmica, transdérmica, parenteral, nasal, pulmonar, vaginal u oral.

17. El uso de acuerdo con la reivindicacion 16 en una forma farmacéutica para el tratamiento de cancer, infecciones
(incluida por VIH), trastornos cardiovasculares (p. ej. arterioesclerosis), artritis, trastornos neurodegenerativos
(parkinsonismo, esclerosis mdltiple, enfermedad de Alzheimer), trastornos genéticamente relacionados con
deficiencia de enzimas, hepatitis B y C, mucoviscidosis, hipercolesterolemia, sindrome de Down, distrofia muscular,
enfermedades autoinmunitarias, herpes y herpes zoster, psoriasis, retinitis CMV, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa y diabetes.
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