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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacion de copolimeros de bloque de poli(N-vinil-2-pirrolidona) anfifilos
Campo de la invencion

La invencion se refiere en general a procedimientos para la preparacion de copolimeros de bloque; en particular a
procedimientos para la preparacion de copolimeros de bloque por una polimerizacién en dos etapas y lo mas en
particular a procedimientos para preparar copolimeros dibloque y tribloque que comprenden las etapas de: (a)
realizar una polimerizacion de radicales de N-vinil-2-pirrolidona en presencia de un iniciador de radicales, un agente
de transferencia de cadena (opcionalmente) y un disolvente alcohdlico para formar poli(N-vinil-2-pirrolidona)
terminada en hidroxi y (b) realizar una polimerizacién idbnica de monémeros o comonémeros en presencia de un
catalizador o base y un macroiniciador en la que dicho macroiniciador es la poli(N-vinil-2-pirrolidona) terminada en
hidroxi formado en la etapa (a) preparando de este modo dichos copolimeros de dibloque y tribloque. La poli(N-
vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) tiene un peso molecular de entre 1.000 D y 700 kD y los copolimeros
dibloque y tribloque tienen un peso molecular de entre 2.000 D y 700 kD.

Antecedentes de la invencion

La sintesis de polimeros bien definidos con funcionalidades terminales de cadena controladas es importante para el
logro de la nanotecnologia. Estos polimeros han sido especialmente importantes como vehiculos de liberacion de
farmacos potenciales. En la ultima década, el uso de diversas polimerizaciones controladas ha dado como resultado
copolimeros bien definidos con diferentes disefios. Por ejemplo, la polimerizacion mediada por nitréxido, la
polimerizacién de radicales de transferencia de cadena de fragmentacion por adicion reversible mediada por
componente ditio y de transferencia de atomos (ATRP) son procedimientos controlados, que ofrecen un control
sobre el peso molecular y la arquitectura molecular (copolimeros dibloque, de injerto o cénicos). Sin embargo, unos
pocos monodmeros, tales como acetato de vinilo y N-vinil-2-pirrolidona (VP) no forman radicales estabilizados por
resonancia y efectos inductivos, y por lo tanto la polimerizacion de estos mondmeros no se ha realizado adn
eficazmente por polimerizaciones de radicales controladas. Matyjaszewski et al. (Am. Chem. Soc. Symp. Ser.
685:258 1998 y J. Polym. Sci. Part A:Polym. Chem. 36:823-830 1998) informaron de la homopolimerizacién de VP
usando MesCyclam como ligando. Las funcionalidades terminales de cadena fueron dificiles de obtener usando la
via sintética descrita por Matyjaszewski et al.

Los presentes inventores estan interesados en una poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) funcionalizada y bien definida
como sustitucion para poli(etilenglicol) (PEG) en diversos sistemas de liberacién de farmaco. Aunque varios
copolimeros dibloque o tribloque pueden formar micelas en solucién acuosa, pocos de ellos son realmente
adecuados como vehiculos de farmacos debido a problemas de biocompatibilidad [Alexandridis et al. Current
Opinion Colloid & Interface Science 2:478-489 1997; Rapoport et al. J Pharm. Sci. 91:157-170 2002; Kabanov et al.
Adv. Drug Deliv. Rev. 54:223-233 2002; Nishiyama et al. Langmuir 15:377-383 1999; Kakizawa et al. Langmuir
18:4539-4543 2002; Katayose et al. Bioconjugate Chem. 8:702-707 1997; Yamamoto et al. J. Controlled Release
82:359-371 2002; Liggins et al. Adv. Drug Deliv. Rev. 54:191-202 2002; Kim et al. J. Controlled Release 72:191-202
2001; Yoo et al. J. Controlled Release 70:63-70 2001; Luo et al. Bioconjugate Chem. 13:1259-1265 2002; Lim Soo et
al. Langmuir 18:9996-10004 2002; Gref et al. Science 263:1600-1603 1994 y Burt et al. Colloids Surf. B 16:161-171
1999]. Muchos estudios han informado del uso de copolimeros de bloque poliéster-bloque-poli(etilenglicol)
[Yamamoto et al.; Liggins et al.; Kim et al.; Yoo et al.; Luo et al.; Lim Soo et al.; Gref et al. and Burt et al. citas de
revistas, supra). El PEG se usa ampliamente como brazo hidréfilo sobre la superficie de nanoparticulas [Kissel et al.
Adv. Drug Deliv. Rev. 54: 99-134 2002], liposomas [Gabizon et al. Adv. Drug Deliv. Rev. 24:337-344 1997] y micelas
poliméricas [Jones et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. 48:101-111 1999; Kataoka et al. Adv. Drug Deliv. Rev. 47:113-131
2001 y Kabanov et al. Adv. Drug Deliv. Rev. 54:759-779 2002]. El armazén externo a base de PEG puede evitar, de
hecho, la incorporacion del nanovehiculo por el sistema fagocitico mononuclear por medio de efectos estéricos
[Jones et al.; Kataoka et al. y Kabanov et al. citas de revistas; supra]. Esta prevencion mejora sustancialmente el
tiempo de circulacion de las micelas poliméricas en el torrente circulatorio. En el tratamiento del cancer, este tiempo
prolongado, en general, da como resultado una acumulacion selectiva en un tumor sélido debido a la permeabilidad
potenciada y al efecto de retencion de los endotelios vasculares en el sitio del tumor [Yokoyama et al. Cancer Res.
50:1693-1700 1990; Yokoyama et al. Cancer Res. 51:3229-3236 1991; Kwon et al. J. Controlled Release 29:17-23
1994; Yokoyama et al. J. Controlled Release 50:79-92 1998 y Yamamoto et al. J. Controlled Release 77:27-38 2001].
Sin embargo, debido a que se produce la agregacion de nanoparticulas con PEG como corona durante la
liofilizaciéon, aparecen algunas limitaciones. Por tanto, el PEG no es adecuado idealmente para un uso eficaz en
sistemas de liberacién de farmaco.

La PVP funcionalizada y bien definida es un componente ideal para la sustitucion del PEG en sistemas de liberacion
de farmaco. Se ha comprobado que la PVP es biocompatible [Haaf et al. Polymer J. 17:143-152 1985] y se ha usado
de forma extensa en la industria farmacéutica. En particular, se puede usar la PVP como crioprotector [Doebbler et
al. Cryobiology 3:2-11 1966] y lioprotector [Deluca et al. J. Parent. Sci. Technol. 42:190-199 1988]. Por tanto, la
sustitucién de PEG por PVP en sistemas de liberacion de farmaco podria ayudar a superar algunos problemas de
secado por congelacion.
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Torchilin et al. [J. Microencapsulation 15:1-19 1998] promoviendo el estudio de PVP como corona hidréfila de
liposomas. El disefio de micelas poliméricas con armazén externo de PVP ha presentado caracteristicas
prometedoras para usos farmacéuticos. Asi, Benahmed et al. [Pharm. Res. 18:323-328 2001] informaron de la
preparacion de micelas a base de PVP que consisten en copolimeros dibloque degradables. En el trabajo de
Benahmed et al. , la sintesis de PVP usando 2-isopropoxietanol como agente de transferencia de cadena se inspird
a partir del trabajo previo de Ranucci et al. [Macromol. Chem. Phys. 196:763-774 1995 y Macromol. Chem. Phys.
201:1219-1225 2000]. Sin embargo, este procedimiento sintético produjo una ausencia de control sobre el peso
molecular, y no proporcion6 cuantitativamente PVP terminada en hidroxilo, lo que es esencial para polimerizar el DL-
lactido [Benahmed et al. Pharm Res. 18:323-328 2001]. Ademas, resulté que la retirada de 2-isopropoxietanol del
polimero era dificil debido a su alto punto de ebullicién (42-44 °C a 13 mmHg) y su unién a PVP por medio de un
enlace de hidrogeno [Haaf et al. Polymer J. 17:143-152 1985]. El atrapamiento de alcohol dentro del polimero podria
provocar problemas para reacciones posteriores que requieren condiciones anhidras y apréticas, tales como la
sintesis de poli(D,L-lactido). Sanner et al. [Proceeding of the International Symposium on Povidone, University of
Kentucky: Lexington, KY, 1983, p. 20] informaron de la sintesis de oligémeros de PVP terminados en hidroxilo por
medio de polimerizacion de radicales libres en alcohol isopropilico (IPA), usando hidroperoxido de cumeno como
iniciador. Los espectros de RMN de 'H han mostrado que eran grupos 1,3 terminales de 2-hidroxiisopropilo por
cadena. Se sugiere que se produjo la terminacién significativa por combinacion bimolecular, a sea entre un radical
de disolvente principal y las cadenas de propagacion [Liu et al. Macromolecules 35:1200-1207 2002].

La patente de los EE. UU. 6.338.859 (Leroux et al.) divulga una clase de copolimeros de poli(N-vinil-2-pirrolidona)-
bloque-poliéster. Estos copolimeros de bloque de PVP representan nuevos sistemas micelares poliméricos
biocompatibles y degradables que no contienen PEG, pero que presentan propiedades adecuadas como vehiculos
de farmaco. La PVP muestra una diversidad remarcable de interacciones hacia cosolutos no iénicos e idénicos. Antes
de la divulgacion por Leroux et al., solo se habia descrito un copolimero de injerto aleatorio, poli(N-vinil-2-
pirrolidona)-injerto-poli(L-lactido) en la literatura [Eguiburu et al. Polymer 37:3615-3622 1996].

En la sintesis del copolimero dibloque anfifilo divulgada por Leroux et al., la PVP terminada en hidroxi se preparé por
polimerizacion de radicales usando 2-isopropoxietanol como agente de transferencia de cadena. Se obtuvo el
copolimero de bloque por polimerizacion de apertura de anillo anidnica. Aunque la estrategia de Leroux et al.
funciona muy bien para la preparacion de los copolimeros dibloque anfifilos deseados en el laboratorio, quedan por
resolver varios problemas para lograr un procedimiento escalable. El uso de éter corona y la necesidad de dialisis y
ultra-centrifugacion para la purificacion de copolimeros no son deseables a escala industrial. Ademas, en el
procedimiento divulgado por Leroux et al., no se evalué el grado de funcionalizacion de PVP terminada en hidroxilo.

Lo que falta en la técnica es un procedimiento para preparar PVP terminada en hidroxilo, y el uso de dicha PVP
funcionalizada para preparar copolimeros de bloque PVP-bloque-poliéster anfifilos asi como otros copolimeros
dibloque o tribloque que consisten en PVP como un bloque; en el que el peso molecular, el indice de polidispersidad
y la funcionalidad de la PVP se pueden controlar y en el que el procedimiento se puede llevar a cabo en una escala
industrial.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un procedimiento de polimerizaciéon en dos etapas para preparar PVP terminada
en hidroxilo y PVP-bloque-poliéster anfifilo asi como otros copolimeros diblogue o tribloque que consisten en PVP
como un bloque. El procedimiento permite el control del peso molecular, la polidispersidad y la funcionalidad de la
PVP. Los copolimeros dibloque y tribloque de la presente invencion se pueden sintetizar en una escala industrial
para la utilizacién en sistemas de liberacion de farmaco.

El procedimiento de la presente invencion comprende una polimerizacion en dos etapas. La primera etapa
comprende polimerizacion de radicales libres de VP en presencia de un iniciador de radicales y un disolvente
alcoholico dando como resultado la sintesis de una PVP de bajo peso molecular con un grupo hidroxilo terminal
(PVP-OH) en presencia de de un iniciador de radicales, un agente de transferencia de cadena y un disolvente
alcohdlico. La PVP-OH nuevamente sintetizada se purifica por reprecipitacion. El peso molecular de la PVP-OH se
puede afinar y controlar eficazmente ajustando las proporciones molares del iniciador de radicales, el agente de
transferencia de cadena y el alcohol con respecto a VP. Con el uso de concentraciones mas altas, se favorece la
recombinacion de cadenas de polimeros de modo que se puede obtener selectivamente una PVP con un grupo
hidroxilo en ambos extremos de cada cadena de polimeros (HO-PVP-OH). Los ejemplos ilustrativos de iniciadores
de radicales son 2,2'-azobis(2-metil-N-(2-hidroxietil)-propionamida (AMPAHE), 2,2'-azobis(2-metil-N-[2-(1-
hidroxibutil)]-propionamida y 1,1'-azobis(ciclohexano-carbonitrilo). La AMPAHE es un iniciador de radicales
particularmente preferido, del que su uso se ilustra en los ejemplos en el presente documento. Los disolventes
alcohdlicos se seleccionan del grupo que consiste en metanol, etanol, alcohol isopropilico, n-propanol, n-butanol, 2-
butanol terc-butanol, 1-pentanol y 2-pentanol. El alcohol isopropilico (IPA) es un disolvente alcohdlico
particularmente preferido, del que su uso se ilustra en los ejemplos en el presente documento. Los agentes de
transferencia de cadena son 2-mercaptoetanol, 3-mercapto-1-propanol, 3-mercapto-2-propanol, 4-mercapto-1-
butanol, 3-mercapto-2-butanol y 6-mercapto-1-hexanol. Un agente de transferencia de cadena particularmente
preferido es 2-mercaptoetanol (MCE), del que su uso se ilustra en los ejemplos en el presente documento.
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La segunda etapa del procedimiento comprende una polimerizacion i6nica de un monémero o comonémeros usando
la PVP terminada en hidroxilo seca, sintetizada en la primera etapa, como macroiniciador que resulta de la formacién
de copolimeros dibloque o tribloque PVP-bloque-poliéster anfifilos u otros copolimeros dibloque o tribloque que
consisten en PVP como un bloque. La segunda etapa se lleva a cabo usando un catalizador o base en un disolvente
aprotico inerte sin el uso de éter corona ni de otros agentes de complejacion. Los copolimeros de bloque
nuevamente formados se aislan por precipitacion y se purifican por disolucion y re-precipitacion. No es necesario
didlisis para la purificacion. Se puede usar tratamiento con carb6on vegetal para retirar cualquier color de los
copolimeros de bloque nuevamente formados. El peso molecular del copolimero de bloque y el porcentaje del
contenido en poliéster se pueden controlar ajustando la proporcion del macroiniciador y el/los mondémero(s).
Ejemplos ilustrativos de catalizadores son alcéxidos de aluminio y de estafio. Ejemplos ilustrativos de bases son
hidruro de potasio y de sodio. Ejemplos ilustrativos de disolventes aproéticos inertes son tetrahidrofurano, tolueno,
dietil éter y terc-butil metil éter. El tetrahidrofurano es un disolvente aprético inerte preferido, del que su uso se ilustra
en los ejemplos en el presente documento.

En consecuencia, es un objetivo de la presente invenciéon proporcionar un procedimiento de polimerizacion en dos
etapas para preparar PVP, copolimeros PVP-bloque-poliéster anfifilos y otros copolimeros dibloque o tribloque que
consisten en PVP como un bloque.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar un procedimiento de polimerizacion en dos etapas para
preparar copolimeros dibloque y tribloque en el que dicho procedimiento permite el control del peso molecular, la
polidispersidad y la funcionalidad de los componentes de cada una de las polimerizaciones.

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar un procedimiento de polimerizacion en dos etapas para
preparar copolimeros dibloque y tribloque en el que dicho procedimiento se puede llevar a cabo en una escala
industrial.

Es otro objetivo mas de la invencion proporcionar copolimeros (PVP)-bloque-poliéster para su uso como vehiculos
de farmaco.

Otros objetivos y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion tomada junto
con los dibujos adjuntos. Los dibujos constituyen una parte de esta memoria descriptiva e incluyen realizaciones
ejemplares de la presente invencion e ilustran varios objetivos y caracteristicas de las mismas.

Definiciones

La siguiente lista define términos, expresiones y abreviaturas usadas a lo largo de la presente memoria descriptiva.
Aunque los términos, expresiones y abreviaturas se enumeran en tiempo singular, se pretende que las definiciones
abarquen todas las formas gramaticales.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PEG" se refiere a poli(etilenglicol).

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PM" se refiere a micelas poliméricas.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "VP" se refiere a N-vinil-2-pirrolidona.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PVP" se refiere a poli(N-vinil-2-pirrolidona).

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PVP-OH" se refiere a PVP con un grupo hidroxilo en un
extremo de cada cadena de polimeros.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "HO-PVP-OH" se refiere a PVP con grupos hidroxilo en
ambos extremos de cada cadena de polimeros.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PDLLA" se refiere a poli(D,L-lactido).

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PVP-b-PDLLA" se refiere a poli(N-vinilpirrolidona)-bloque-
poli(D,L-lactido).

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "MALDI-TOF" se refiere a espectrometria de masas de
desorcidn/ionizacién por laser asistida por matriz de tiempo de vuelo.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "MW" se refiere a peso molecular.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "My" se refiere a peso molecular promedio en peso.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "M," se refiere a peso molecular promedio en nimero.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "RMN" se refiere a resonancia magnética nuclear.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "EA" se refiere a analisis elemental.
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Como se usa en el presente documento, la abreviatura "SEC-LS" se refiere a cromatografia de exclusion por tamafio
acoplada a deteccion de dispersion de luz.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "IPA" se refiere a isopropanol o alcohol isopropilico.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "AMPAHE" se refiere a 2,2'-azobis(2-metil-N-(2-hidroxietil)-
propionamida.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "MCE" se refiere a 2-mercaptoetanol.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "TBME" se refiere a terc-butil metil éter.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "MIBK" se refiere a 4-metil-2-pentanona.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "THF" se refiere a tetrahidrofurano.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "NaH" se refiere a hidruro de sodio.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "LA" se refiere a D,L-lactido.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "ATRP" se refiere polimerizacion de radicales por
transferencia atomica.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "DMF" se refiere a N,N-dimetilformamida.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "TBA" se refiere a alcohol terc-butilico.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "CAC" se refiere a concentracion de asociacion critica.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "DLS" se refiere a dispersion de luz dinamica.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "TGA" se refiere a analisis termogravimétrico.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "CTA" se refiere a agentes de transferencia de cadena.
Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PI" se refiere a indice de polidispersidad.

Breve descripcion de las figuras

La FIGURA 1 muestra datos de RMN del ejemplo 1 (RMN de 'H (CDCls), 5 (ppm). El producto de la etapa 1 se seca
hasta que todo el pico de disolvente desaparece en la RMN.

La FIGURA 2 muestra datos de RMN del ejemplo 2 (RMN de 'H (CDCls), 8 (ppm). El producto de la etapa 2 se seca
hasta que todo el pico de disolvente desaparece en la RMN.

La FIGURA 3 ilustra la sintesis de homopolimero de PVP-OH (primera polimerizacién) y de copolimero dibloque
PVP-b-PDLLA (segunda polimerizacion).

La FIGURA 4 muestra un espectro que resulta de espectrometria MALDI-TOF (ejemplo 8). El analisis por MALDI-
TOF es util para la evaluacion de los grupos hidroxilo de PVP-OH.

Las FIGURAS 5A-B muestran los datos que evidencian la influencia de las proporciones de MCE (figura 5A) y de
IPA (figura 5B) con respecto a VP sobre el M, de PVP-OH.

La FIGURA 6 muestra un espectro de RMN de 'H de PVP-OH-2500 en CDCls (ejemplo 6).

Las FIGURAS 7A-B muestran los espectros de RMN de 'H de PVP-b-PDLLA (dibloque-47) en CDCls (figura 7A) y en
D0 (figura 7B).

La FIGURA 8 muestra un perfil termogravimétrico del copolimero dibloque PVP-b-PDLLA (dibloque-47).

La FIGURA 9 muestra la distribucion de tamafio de micelas compuestas de PVP-b-PDLLA (dibloque-47) en agua
medida por DLS.

La FIGURA 10 muestra datos para la determinacion de CAC de PVP-b-PDLLA (dibloque-47) en agua a 25 °C.
Descripcion detallada de la invenciéon
La sintesis de los copolimeros dibloque y tribloque es un procedimiento de polimerizacion en dos etapas.

La primera etapa es una polimerizacion de radicales libres de VP, llevada a cabo en un disolvente alcohdlico tal
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como metanol, etanol, isopropanol, n-propanol, n-butanol, 2-butanol, terc-butanol, 1-pentanol y 2-pentanol.
Idealmente, el punto de ebullicién del disolvente esta en la proximidad de la temperatura de craqueo del iniciador de
radicales. El isopropanol (IPA) es un disolvente preferido. Se requiere la presencia de un iniciador de radicales. El
iniciador de radicales se selecciona del grupo de derivados de azo que comprende 2,2'-azobis(2-metil-N-(2-
hidroxietil)-propionamida) (AMPAHE), 2,2'-azobis{2-methyl-N-[2-(1-hidroxibutil)]propionamida y 1,1
azobis(ciclohexano-carbonitrilo). Los iniciadores preferidos son los que tienen grupos terminales hidroxilo, siendo la
2,2'-azobis(2-metil-N-(2-hidroxietil}-propionamida) (AMPAHE) la mas preferida. Se pueden usar derivados de tiol
tales como 2-mercaptoetanol, 3-mercapto-1-propanol, 3-mercapto-2-propanol, 4-mercapto-1-butanol, 3-mercapto-2-
butanol y 6-mercapto-1-hexanol como agentes de transferencia de cadena. El agente de transferencia de cadena
preferido es 2-mercaptoetanol (MCE). El peso molecular se puede controlar ajustando las proporciones molares de
MCE, AMPAHE y de IPA con respecto a VP. El primer homopolimero de bloque de PVP resultante se puede evaluar
usando técnicas tales como MALDI-TOF, SEC-LS, EA y RMN. PVP-OH se aisla por precipitacion de su solucion a
un disolvente organico inerte con poca solubilidad por el polimero. El disolvente o combinacion de disolventes para
disolucion se selecciona del grupo que comprende metanol, etanol, IPA, acetona, 2-butanona, 4-metil-2-pentanona,
diclorometano vy tetrahidrofurano. Preferentemente, se combinan al menos dos disolventes para dicha solucion. Los
disolventes preferidos para disolucion son isopropanol y 4-metil-2-pentanona, de los que sus usos se ilustran en los
ejemplos en el presente documento. El disolvente organico inerte para precipitacion se selecciona del grupo que
comprende dietil éter, terc-butil metil éter, derivados de hexano, derivados de heptano, acetato de etilo, acetato de
isopropilo, derivados de tolueno y xileno. Preferentemente, se combinan al menos dos disolventes para dicha
precipitacion. El disolvente preferido para precipitacidon es terc-butil metil éter, del que su uso se ilustra en los
ejemplos en el presente documento.

Para la preparacion de PVP-OH (primera etapa del procedimiento), una vez se cargan todos los reactivos y el
disolvente, la mezcla de reaccion se desgasifica antes del calentamiento. La temperatura de reaccion varia de desde
60-140 °C dependiendo del iniciador y del disolvente elegidos. En una realizacion preferida de la invencion, se usa
una combinacioén de IPA como disolvente, AMPAHE como iniciador y MCE como agente de transferencia de cadena
y se lleva a cabo la reaccion a reflujo. El tiempo de reaccion varia de desde 16 horas hasta 72 horas dependiendo
del disolvente, del iniciador y del agente de transferencia de cadena. En la combinacién preferida anterior, un tiempo
de reaccion tipico esta entre 30-48 horas.

Es importante garantizar el secado de la PVP-OH para lograr la polimerizacion de apertura de anillo aniénica en la
siguiente etapa. El secado del polimero se realiza usando un horno a vacio, alcanzando la temperatura alrededor de
110 °C. En una realizacion preferida, dicha poli(N-vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) se seca a vacio a una
temperatura final sobre 100 °C. De forma alternativa, se puede realizar opcionalmente otro secado usando
destilacién azeotrépica con un disolvente inerte tal como tolueno, derivados de xileno o derivados de heptano antes
de la segunda polimerizacion.

La segunda etapa se basa en una polimerizacidon anidnica de mondmeros o comonomeros; que son ciclicos o
vinilicos. Dichos monémeros o comondmeros son preferentemente éster ciclico, otra lactona ciclica, metacrilato o
metacrilamida. En una realizacion preferida, dichos mondmeros son ciclicos y se seleccionan del grupo que consiste
en 3,6-dimetil-1,4-dioxano-2, 5-diona, e-caprolactona y y-caprolactona. Esta polimerizaciéon puede ser anidnica por
medio de un macroiniciador o se puede catalizar por alcéxidos de aluminio o de estafio. El macroiniciador es una
PVP-hidroxilato de metal obtenido a partir de la desprotonacion del grupo hidroxilo terminal con un reactivo de
hidruro de metal tal como hidruro de sodio o hidruro de potasio. El segundo bloque resultante es poli(éster) en el que
la unidad de repeticion es un lactido, e-caprolactona, y-caprolactona u otro éster ciclico. Preferentemente, dicho
poliéster es degradable. El segundo bloque resultante también puede ser poli(aminoacido), polimetacrilato,
polimetacrilamida o sus copolimeros. Los bloques de homopolimeros se engarzan quimicamente por un enlace
covalente. En engarce quimico entre homopolimeros de bloque es un derivado de hidroxilo que surge a partir del
iniciador de radicales o del agente de transferencia de cadena o de un disolvente organico. Se puede usar un
disolvente o combinacién de disolventes aproéticos anhidros inertes tales como tetrahidrofurano, tolueno, dietil éter,
terc-butil metil éter para la reaccion, prefiriéndose el tetrahidrofurano. La temperatura varia de desde la temperatura
ambiente hasta aproximadamente 70 °C siendo la temperatura preferida 20-25 °C. Después de la terminacion de la
reaccion como se evidencia por la RMN de 'H (el pico de disolvente desaparece), la mezcla de reaccion se filtra y el
copolimero de bloque se aisla del filtrado por precipitacion en un disolvente organico inerte que tiene poca
solubilidad por el polimero. Se usan sistemas de disolventes similares para la precipitacién de PVP-OH, siendo el
terc-butil metil éter el disolvente mas preferido. Opcionalmente, se puede retirar cualquier color de los copolimeros
de blogue de PVP por tratamiento con carbédn vegetal y se obtiene un polvo de blanco a blanquecino del producto.

En una realizacion, los copolimeros dibloque y tribloque se autoensamblan en nanoparticulas estabilizadas en
solucién acuosa. Preferentemente, el copolimero tribloque preparado por el procedimiento de la invencion es
poli(D,L-lactido)-bloque-poli(N-vinilpirrolidona)-bloque-poli(D,L-lactido).

La invencion se ilustra ademas con los siguientes ejemplos.
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Ejemplo 1 - Preparacion de poli(N-vinil-2-pirrolidona) con una extremo de cadena que lleva hidroxilo (PVP-OH).

ESQUEMA 1

§ | HO—\-_ : H
N o O
F (AMPAHE)

HSCH,CH,OH, IPA P VP-OH

Se disolvieron VP (200 g, 1,8 mol), AMPAHE (5,2 g, 0,018 mol) y MCE (5,0 ml, 0,072 mol) en 3000 ml de IPA. Se
desgasifico la solucion por purga de nitrégeno durante 1 hora. Se llevé a cabo la polimerizacion de radicales a reflujo
(aproximadamente a 89 °C) con agitacion bajo una atmodsfera de nitrégeno durante 44 horas. A continuacion,
después de enfriar a temperatura ambiente, se retird la mayor parte del IPA a presion reducida y se afadieron 400
ml de MIBK. Después, se precipitdé lentamente el polimero en 5000 ml de TBME. Se filtr6 la suspensién. Se lavé dos
veces la torta de filtrado con 200 ml de TBME. Se purificé el polvo blanco asi obtenido por solubilizaciéon en 400 ml
de MIBK y 100 ml de IPA y reprecipitacion a partir de 5000 ml de TBME. Finalmente, se sec6 el producto a vacio
(comenzando a temperatura ambiente, después a 110 °C, 1 torr) hasta la desaparicion del pico de disolvente por
RMN (figura 1). Se obtuvo la PVP-OH como un polvo blanco: 122 g. M,: 2060, Mw: 2600, Mw/Mn: 1,3.

Los presentes inventores realizaron preparaciones similares de PVP-OH variando los diferentes parametros tales
como la proporcion de disolvente/VP y el porcentaje molar de AMPAHE y MCE. La tabla 1 demuestra que el peso
molecular (My) y el peso molecular promedio en numero (M,) de PVP-OH se puede afinar eficazmente. Los
resultados mostraron también que el indice de polidispersidad (M./M,) en general es menor cuando esta presente
MCE. Se obtienen My, y M, menores cuando la proporcion de disolvente/VP es mayor.

Tabla 1 Caracterizacién de PVP-OH preparado a varias condiciones

Entrada VP  AMPAHE MCE IPA/VP Mn Mw Mw/Mp
(9) (% mol) (% mol) (proporcion en (gmol™) (g mol™)
volumen)
1 1,0 % 10 10290 21300 2,1
2 1,0 % 15 6760 15820 2,3
3 5 1,0 % 20 6300 12460 2,0
4 20 0,5 1,0 10 5100 11600 2,3
5 50 1,0 2,0 12 4000 6220 1,6
6 50 1,0 2,0 16 2510 3470 1,4
7 15 1,0 4,0 12 3230 4520 1,4
8 200 1,0 4,0 15 2060 2600 1,3
9 50 1,0 4,0 16 2170 3190 1,5

Ejemplo 2 - Preparacion de copolimero de dibloque poli(N-vinil-2-pirrolidona)-bloque-poli(DL-lactido) (PVP-PDLLA).

Esquema 2

o s A

PVP-OH o] PVPPLA
D,L-Léactido

Se disolvié PVP-OH (100 g, 48,5 mmol, Mn=2060) en 600 ml de THF anhidro y se afiadié hidruro de sodio al 60 %
en peso en aceite mineral (3,0 g, 75 mmol). Se agitdé la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente y
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después se afiadié LA (125 g, 125% p/p). Se llevd a cabo la polimerizacién anidnica a temperatura ambiente con
agitacion bajo una atmoésfera de nitrégeno seco durante 26 horas. Se retird el exceso de hidruro de sodio por
filtracion. Se ajusto el volumen de filtrado hasta 900 ml por adicién de THF. Después, se precipitd lentamente la
solucién de polimero en 4500 ml de TBME. Se filtré la suspensién. Se lavé dos veces la torta de filtrado con 100 ml
de TBME. Se purifico el polvo ligeramente amarillo asi obtenido por solubilizacion en 1215 ml de THF y se afiadieron
40,5 g de carbdn vegetal. Se agit6 la suspension negra durante 16 horas a temperatura ambiente, después se filtré
sobre celite. Se precipitd el polimero en 6000 ml de TBME. Se filtré la suspensién. Se lavé dos veces la torta de
filtracion con 100 ml de TBME y finalmente se sec6 a vacio hasta la desaparicion del pico de disolvente por RMN

(figura 2). Se obtuvo el producto PVP-PDDLA como un polvo de blanco a blanquecino: 62 g. M,: 3140, M,: 3445,
Mw/M; 2 1,1,

Se crearon ecuaciones empiricas (ecuacion 1) y (ecuacién 2) para evaluar el porcentaje molar de contenido en
PDLLA por RMN de protones y por analisis elemental, respectivamente.

Ecuacion 1: Determinacion del contenido en PDLLA (%mol) por RMN de protones
l
PLA (%mdl) = 52 pom x 100 *

(lasospem -3l
9y

+|5,2Wm

donde Is> ppm representa la integracion de la sefial a 5,2 ppm que corresponde al proton terciario sobre C-10. 45
o0.8ppM representa la integracion de las sefiales de los protones de la PVP-OH. Se omite la contribucion del engarce.

Ecuacion 2: Determinacion del contenido en PDLLA (%mol) por andlisis elemental (EA)

' - TC-36N “ :
PLA (%mol) = m— x100 . (2)

Las composiciones de bloque de PVP y PDLLA corresponden a la unidad de repeticion de CsHgNO y CzH4Oo,
respectivamente. Se puede determinar el contenido en PDLLA (%mol) usando la ecuacion (2) y en base al contenido
de los atomos de (C) y (N) determinado por EA.

La tabla 2 demuestra la reproducibilidad del porcentaje molar del contenido en PDLLA asi como la polidispersidad
estrecha usando el procedimiento.

Tabla 2 Preparacion de copolimeros de bloque de PVP-PDLLA de acuerdo con el ejemplo 2.

Entrada M, PVP-OH usado M, SEC M, SEC M./M, SEC Contenido en PDLLA" Contenido en PDLLA®

(g mol™) (@gmol™y (gmol™) (% mol) (% mol)
1 2060 3140 3445 1,1 38 48
2 1850 3350 3690 1,1 38 48
3 2220 3680 4050 1,1 37 48

A: de la ecuacion 1, RMN de H

B: de la ecuacioén 2, proporcion de EA

La tabla 3 demuestra que los contenidos molares de PDLLA en el copolimero de dibloque estan influenciados por la

proporcion en peso de lactido/PVP-OH cargados para la reaccion. De forma previsible, se puede obtener un % del
contenido en PDLLA deseado.
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Tabla 3 Caracterizacion de copolimeros de dibloque de PVP-PDLLA.

Entrada Lactido usado M, PVP-OH M, SEC M., SEC Mw/M, SEC Contenido Contenido en
usado en PDLLA*  PDLLA®
(% plp) (g mol™) (g mol™) (g mol™) (% mol) (% mol)
1 90 2180 3145 4040 1,3 27 38
2 110 2165 3380 3720 1,1 35. 42
3 125 2220 3680 4050 1,1 37 48

A: de la ecuacion 1, RMN de H

B: de la ecuacion 2, proporcion de EA

Ejemplo 3 - Sintesis de poli(N-vinilpirrolidona) con un extremo de cadena que lleva hidroxilo (PVP-OH).

Como se muestra en la figura 3, se sintetizé la PVP-OH por polimerizacion de radicales libres de VP. Se disolvieron
VP (30 g, 270 mmol), AMPAHE (0,7783 g, 2,7 mmol) y MCE (0,844 g, 10,8 mmol) en 540 ml de IPA. Se desgasificd
la solucién con argén durante 15 minutos. Se llevd a cabo la polimerizacion a 85 °C durante 24 horas. A
continuacion, se retirdé la mayor parte del IPA a presion reducida. Después, se precipitd el polimero en
aproximadamente 300 ml de dietil éter. Se disolvio el polimero en 60 ml de cloruro de metileno y se precipité de
nuevo en 300 ml de dietil éter. Finalmente, se transfirid el producto (polvo blanco) en un cartucho de extraccion de
celulosa Whatman y se purificd por extraccion en Soxhlet con dietil éter durante 24 horas. Se sec6 el polimero a
80 °C a vacio durante la noche.

Ejemplo 4 - Sintesis de copolimero dibloque poli(N-vinilpirrolidona)-bloque-poli(D,L-lactido)

Como se ilustra en la figura 3, se sintetiz6 PVP-b-PDLLA por polimerizacion aniénica de LA usando PVP-OH como
macroiniciador. PVP-OH My: 2500 (15 g, 5,77 mmol) se disolvié en 250 ml de tolueno. Usando una trampa Dean-
Stark, se secaron todos los productos con tolueno como disolvente azeotrépico. Después, se retird el tolueno por
destilacién a presion reducida.Se seco el polimero a vacio sobre P2Os a 150 °C durante 4 horas. Después de enfriar
hasta temperatura ambiente, se afiadio hidruro de potasio (KH, 0,346 mg, 8,65 mmol) en aceite mineral en el matraz
bajo atmdsfera de argén. Se colocd el matraz a vacio durante 30 minutos. Se afiadié un volumen de 75 ml recién
destilado y THF anhidro para disolver la mezcla. Después de que se disolviera el polimero, se agit6é la solucion
durante 10 minutos. Previamente, se secaron tanto LA (30 g, 20,8 mmol) como 18-corona-6 (2,29 mg, 8,65 mmol) a
vacio a 80 °C durante 4 horas, se colocaron en un matraz y después, se disolvié con un volumen de 150 ml de THF
anhidro. Se transfirié la solucion en solucion de alcoholato bajo atmoésfera de argoén y se agito. Se llevo a cabo la
polimerizacion a 60 °C durante 18 horas. Se precipitd PVP-b-PDLLA en 1,2 | de dietil éter frio. Se recogio el polimero
y se seco a vacio a temperatura ambiente. Se disolvio PVP-b-PDLLA (20 g) en 100 ml de DMF. Se afiadieron 100 ml
de agua desionizada a la solucion de polimero para micelizacion. Se coloco la solucién de micelas en una bolsa de
dialisis (Spectrum, MW limite: 3500) y se dializ6 frente a agua (8 I) a 4 °C durante 24 horas. Se cambio el agua al
menos 4 veces durante ese periodo. Se centrifugd la solucidon acuosa a 11600 g a 4 °C durante 30 minutos, y
después se filtré a través de un filtro de 0,2 hum. Se recogid la solucion filtrada y se secé por congelacion durante 48
horas. Se almacené el copolimero dibloque a -80 °C para evitar la degradacion.

Ejemplo 5 - Cromatografia de exclusion por tamafio

Se llevo a cabo el analisis de SEC en un sistema Breeze Waters usando un refractdometro Waters 2410 (Milford,
Massachusetts) y un detector de dispersiéon de luz (LS) de Precision Detectors PD2000 (Bellingham,
Massachusetts). Se recogieron los dados de LS a 15 y 90°. Se realiz6 la SEC en DMF que contenia LiBr 10 MM. Se
inyectaron 200 pl de solucion (aproximadamente un 3 % p/v) a través de una serie de 3 columnas Styragel® Waters
HT2, HT3 y HT4 a un caudal de 1,0 ml/min, para separar el MW que variaba de desde 10% hasta 10°. Se mantuvo la
temperatura de las columnas (separacion) a 40 °C, mientras que ajusto la temperatura del refractometro/detectores
de LS a 35 °C. Se calibr6 el instrumento con patrones de poliestireno monodisperso.

Ejemplo 6 - Resonancia magnética nuclear.

Se registraron los espectros de RMN de 'H '*C en espectrometros Varian 300 y Bruker AMX 600 (Milton, Ontario) en
CDCl3 a 25 °C. Se determiné el contenido en PDLLA (%mol) usando la ecuacion 1 (como se anota en el ejemplo 2).
Sonde Is2ppm representa una sefial de intensidad a 5,2 ppm, y corresponde al protdn terciario (posicion a del grupo
carbonilo). Se normalizé la sefial a 1. También se realizé una RMN de 'H-NMR en agua deuterada (D-0) a 25 °C
para evidenciar la presencia de micelas autoensambladas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2395282 T3

Ejemplo 7 - Analisis elemental

Se llevé a cabo el EA en una atmoésfera oxidativa a 1021 °C. Usando una sonda de conductividad térmica, se
cuantificaron la cantidad de 6xido de nitrogeno, acido carbonico, 6xido de azufre (NO,, SO, y CO,) y agua y se
proporciond la cantidad de atomos de nitrégeno (N), carbono (C), hidrégeno (H) y azufre (S) en la muestra. Las
composiciones de bloque de PVP y PDLLA corresponden a la unidad de repeticion de CgHoNO y CsHsOo,
respectivamente. Se determiné el contenido en PDLLA (%mol) usando la ecuacion 2 (como se anota en el ejemplo
2) y en base al contenido en atomos de (C) y (N).

Ejemplo 8 - Espectrometria de MALDI-TOF para el analisis de PVP

Se obtuvieron espectros de masas MALDI-TOF con un espectrometro de masas Micromass TofSpec-2E
(Manchester, Reino Unido). Se hizo funcionar el instrumento en modo de reflectrén de idn positivo con un potencial
de aceleracién de +20 kV. Se adquirieron espectros promediando al menos 100 disparos de laser. Se usé ditranol
como matriz y cloroformo como disolvente. Se disolvié yoduro de sodio en metanol y se usé como agente de
ionizacion. Se prepararon muestras mezclando 20 ul de solucién de polimero (6-8 mg/ml) con 20 ul de solucién de
matriz (10 mg/ml) y 10 pl de una solucién de agente de ionizacidon (2 mg/ml). Después, se depositd 1 ml de estas
mezclas en una placa objetivo y se retiréd el disolvente en una corriente de nitrégeno. Se realizé6 un calibrado
multipuntual externo usando bradicinina (1060,2 g/mol), angiotensina (1265,5 g/mol), sustancia P (1347,6 g/mol),
sustrato de renina tetradecapéptido (1759,0 g/mol) e insulina (5733,5 g/mol) como estandares.

Ejemplo 9 - Determinacion del peso molecular promedio en viscosidad (M,) de PVP.

Se determiné el numero de viscosidad limitante "valor K" (o valor K de Fikentscher) de homopolimero PVP-OH de
acuerdo con el protocolo de BASF (Farmacopea de los EE. UU.) usando un viscosimetro Ubbelohde tipo la. Con el
valor de K, se obtiene directamente M, a partir de la siguiente ecuacion: M, =22,22 (K+0,075K2)1’69

Ejemplo 10 - Concentracion de asociacion critica (CAC).

Se midio la CAC por el procedimiento de fluorescencia con pireno en estado estacionario (Benahmed et al. Pharm.
Res. 18:323-328 2001). El procedimiento se describe brevemente como sigue. Se prepararon varias soluciones
poliméricas en agua que contenia 10”7 M de pireno y se agité durante la noche en la oscuridad a 4 °C. Se midieron
los espectros fluorescentes de estado estacionario (Aex, = 390 Nnm) después de 5 minutos en agitacion a 20 °C
usando un fluorimetro Aminco Bowman Series 2 (Spectronic Instruments Inc., Rochester, NY). Los experimentos se
realizaron por duplicado.

Ejemplo 11 - Dispersion de luz dinamica (DLS).

Se uso la DLS para la determinacion del tamafio de particula en agua. Para este andlisis, se preparé una serie de
soluciones acuosas de PVP-b-PDLLA con concentraciones de 0,5, 1 y 2 mg/ml disolviendo el polimero directamente
en agua. Se analizaron la soluciones con un instrumento Malvern Autosizer 4700 (Mississauga, Ontario). Se llevo a
cabo cada medida por triplicado a 25 °C en un angulo de 90 °C. Se registraron la distribucion del tamafno de las
particulas y el tamafio medio de intensidad.

Ejemplo 12 - Analisis termogravimétrico (TGA).

Se recogieron medidas de TGA en un instrumento de TA analizador termogravimétrico Hi-Res TGA 2950 (New
Castle, Delaware).

Se us6 aproximadamente 1 mg de polimero para los experimentos. El aumento de temperatura fue de 20 °C/minutos
entre la temperatura ambiente y 700 °C. Se cuantifico la cantidad residual de agua después del secado por
congelacién. También se analizaron los contenidos en PDLLA y PVP (% p/p) en copolimero dibloque.

Resultados experimentales a partir de los ejemplos

Los compuestos de mercapto son agentes de transferencia de cadena buenos que pueden funcionalizar los
extremos de la cadena y controlar indirectamente el peso molecular del polimero (Ranucci et al. Macromol. Chem.
Phys. 196:763-774 1995; Ranucci et al. Macromol. Chem. Phys. 201:1219-1225 2000; Sanner et al. Proceedings of
the International Symposium on Povidone; University of Kentucky: Lexington, KY, pagina 20, 1983). Se puede
introducir un grupo hidroxilo en el extremo de cadenas de polimero usando MCE como CTA en polimerizacion de
radicales libres de mondmeros de vinilo. Sin embargo, se informé de que cuando la VP se polimeriza radicalmente
en presencia de derivados de mercapto, sélo se obtuvo una pequefia fraccion de oligémeros cortos funcionalizados.
Ademas, se encontré en el producto una gran cantidad de polimeros de alto MW sin funcionalidad terminal. Esto se
debi6 a la alta constante de transferencia de tiol con respecto a VP (Ranucci et al. Macromol. Chem. Phys. 196:763-
774 1995; Ranucci et al. Macromol. Chem. Phys. 201:1219-1225 2000). En la polimerizacion de radicales libres de
VP, los radicales se pueden transferir al disolvente y posiblemente a un monémero. Por tanto, se ha sintetizado PVP
funcionalizado usando disolventes particulares (es decir, isopropoxietanol). Sin embargo, la funcionalidad de PVP no
estaba cuantitativamente bajo control (Ranucci et al. Macromol. Chem. Phys. 196:763-774 1995; Ranucci et al.
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Macromol. Chem. Phys. 201:1219-1225 2000). Para obtener homopolimeros de PVO hidroxilo terminales
cuantitativos y también para controlar su perfil de peso molecular, se han combinado IPA, MCE y un iniciador azo
que lleva hidroxilo (AMPAHE) en la presente invencion para la polimerizacion de radicales de VP (véase la 3).

Como se muestra en la figura 4, la espectrometria de MALDI-TOF mostré que la mayor parte de las cadenas de PVP
(>95%) llevaban un grupo hidroxilo en un extremo de la cadena de PVP. La figura 4 muestra un espectro de MALDI-
TOF de PVP-OH-2500. La mayor parte de las cadenas mostraban un grupo 2-hidroxiisopropilo en el extremo, lo que
significa que el disolvente fue la principal especie que inici6 el crecimiento del polimero. Usando condiciones diluidas
de polimerizacion, los datos de MALDI-TOF sugieren que no se produjo una terminacion significativa por
combinacion bimolecular durante la reaccién, porque la masa del extremo de la cadena sélo fue el del IPA mas el i6n
de sodio (59pa + 23nat = 82, con nigual a 0 en la ecuacion lineal). También se observaron otras dos distribuciones,
que se atribuyeron a PVP que lleva MCE y VP como extremo de la cadena, respectivamente. Estas distribuciones
solo eran significativas a valores bajos de m/z (<1000 g mol™") y representaban menos de un 5% del espectro, con
relacion a cadenas terminadas en MCE y VP. Puesto que el MCE es mas eficaz como agente de transferencia de
cadena que el IPA, todos los MCE se consumieron pronto en la reaccion. Las sintesis previas de PVP en THF (en
lugar de IPA) usando MCE han mostrado que los radicales también se pueden transferir directamente a monémeros
(Ranucci et al. Macromol. Chem. Phys. 196:763-774 1995; Ranucci et al. Macromol. Chem. Phys. 201:1219-1225
2000). En consecuencia, combinando MCE e IPA como CTA, se pudo lograr la sintesis de PVP de bajo MW con la
insercion cuantitativa de un grupo hidroxilo en un extremo de la cadena.

Se determinaron los pesos moleculares de PVP-OH por SEC y viscometria (tabla 4). Los indices de polidispersidad
(PI) de aproximadamente 1,5 indicaron que las transferencias radiales prevalecieron sobre la combinacion
bimolecular, lo que es consistente con los datos de MALDI-TOF. Los resultados de SEC y viscometria estaban en
concordancia. El M, podria estar ligeramente sobreestimado porque la ecuacion universal establecida por BASF se
refiere a un amplio intervalo de MW de PVP (de 10° a 10°). Las constantes de Mark-Houwink (K y a) de polimeros de
bajo MW difieren de los que tiene muy alto MW, lo que podria explicar esta sobreestimacion. El analisis de PVP-OH
por EA revelé que las proporciones en peso de los atomos N/C en todas las PVP-OH fueron similares al nimero
tedrico (0,194).

Tabla 4. Caracterizacién de homopolimeros de PVP terminados en hidroxilo.

Polimeros M, SEC (g mol™") M, SEC (gmol™")  M./14, SEC M, Viscémetro (g mol') N/C EA
PVP-OH-2300 2300 3600 1,56 5400 0,192
PVP-OH-2500 2500 4000 1,60 5500 0,190
PVP-OH-4000 4000 7400 1,85 9000 0,193
PVP-OH-6100 6100 9600 1,57 11100 0,197

Se controlé el perfil de peso molecular de PVP-OH cambiando las proporciones tanto de MCE (el CTA) como de IPA,
con respecto al monémero de VP. Como se esperaba, los pesos moleculares de PVP-OH disminuyeron cuando las
proporciones de CTA/VP o bien IPA/VP se incrementaron (figuras 5A-B). En la figura 5A, las proporciones de IPA/VP
se fijan a (m) 18 ml/g y (+) 15ml/g. En la figura 5B, la proporcion de MCE/VP se fijaa (A) 2,5%.

El espectro de RMN de 'H de PVP-OH-2500 en CDCls; se muestra en la figura 6. Los desplazamientos quimicos de
los grupos de metileno de MCE son 2,7 y 3,8 ppm. Cuando se introdujo el MCE en el extremo de las cadenas de
PVP-OH formando un enlace S-C en lugar de un enlace S-H, los picos de un grupo metileno aparecen a 2,7y 2,75
ppm en lugar de a 2,7 ppm, y la sefial situada alrededor de 3,8 ppm se superpone con los picos de PVP-OH en el
espectro. Se asignan las sefiales entre 1,1 y 1,3 ppm a los protones de metilo del grupo 2-hidroxiisopropilo
(fragmento de IPA). Estos resultados sugieren que los radicales de PVP se transfieren tanto a MCE como IPA, y esto
esta en concordancia con los resultados obtenidos a partir de la espectrometria de MALDI-TOF.

Los derivados de hidroxilato de potasio se usan ampliamente para la polimerizacién de apertura de anillo aniénica de
LA (Nagasaki et al. Macromolecules 31:1473-1479 1998; lijima et al. Macromolecules 32:1140-1146 1999; Yasugi et
al. Macromolecules 32:8024-8032 1999). En la presente invencion, la reaccion entre el grupo OH en el extremo de la
cadena de PVP-OH y el hidruro de potasio produjo PVP-hidroxilato de potasio como macroiniciador para la
polimerizacion de LA. Las moléculas de agua y de alcohol en el sistema de reacciéon pueden iniciar la formacion del
homopolimero de PDLLA libre. Puesto que existen enlaces de hidrégeno fuertes entre PVP y agua, asi como
alcohol, los residuos de estos disolventes proéticos, que interaccionan con el polimero son dificiles de retirar (Haaf et
al. Polymer J. 17:143-152 1985). En el presente caso, se sintetizaron PVP-OH de bajo MW en IPA. Por lo tanto, en
el polimero podrian estar contenidas trazas de IPA y moléculas de agua. Se requieren dos etapas de secado para la
retirada del disolvente. Brevemente, en primer lugar, se disolvié PVP-OH en tolueno y después, se realizé6 una
destilaciéon azeotrépica. Después, se seco el polimero a vacio a 150 °C sobre P,Os durante 4 horas. En realidad, el
polimero se fundié bajo estas condiciones y dio como resultado un material altamente seco.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395282 T3

Se determinaron el peso molecular y el Pl de PVP-b-PDLLA por SEC usando dispersion de luz y un refractémetro
diferencial como detectores (tabla 5). Como se esperaba, los MW de PVP-b-PDLLA fueron mas grandes que los del
correspondiente PVP-OH, mientras que el Pl disminuy6. La polimerizaciéon anidnica conduce a un Pl muy pequefio
(Nagasaki et al. Macromolecules 31:1473-1479 1998; lijima et al. Macromolecules 32:1140-1146 1999; Yasugi et al.
Macromolecules 32:8024-8032 1999). Por lo tanto, la segunda etapa de polimerizacién podria disminuir el Pl del
copolimero dibloque, lo que sugiere que los materiales resultantes eran copolimeros dibloque y no una mezcla de
homopolimeros. Otra explicacion plausible del menor Pl fue que se retiraron los PVP-b-PDLLA que tienen las
cadenas de PVP mas cortas por la precipitacion en dietil éter.

Se determind el contenido en PDLLA (%mol) en los copolimeros dibloque por RMN de 'H, EA 'y SEC. En la figura 7A
se muestra un espectro de 'H del copolimero PVP-b-PDLLA (dibloque-47) en CDCls. El pico a 5,2 ppm corresponde
al grupo -CH- de PDLLA. Se asignaron las sefiales de desde 0,8 ppm hasta 4,5 ppm a todos los protones asociados
al segmento de PVP, que se superponian al pico del grupo metilo de PDLLA (1,4 ppm). Se calculd el contenido en
PDLLA usando la ecuacion 1, y los resultados se presentan en la tabla 5. Puesto que las trazas en los copolimeros
de PVP-b-PDLLA sobreestimaron ligeramente la integracion de las sefiales de PVP, se realizé un EA y se usaron las
cantidades de los atomos de nitrégeno y carbono para el calculo del contenido en PDLLA usando la ecuacion 2.
Como se muestra en la ecuacion 2, los atomos de hidrégeno de humedad, incluso del polimero, no se tienen en
cuenta en el calculo del contenido en PDLLA por el EA. Al contrario que el en analisis de la RMN de 'H, los
resultados del EA fueron bastante constantes y reproducibles a pesar del contenido en humedad. El analisis EA
resulté ser adecuado para la cuantificacién del contenido en PDLLA en el PVP-b-PDLLA. En realidad, el contenido
en PDLLA a partir de los datos de RMN normalmente era de un 6 a un 8% menos que el determinado por el EA.
Aunque la SEC dio como resultado contenidos en PDLLA mayores (aproximadamente un 5%) que EA, la
consistencia entre EA, SEC y RMN eran bastante buenas (tabla 5).

Tabla 5. Caracterizacion de copolimeros de dibloque de PVP-b-PDLLA.

PVP-b - PVP-OH M, SEC M, SEC M, /M,SEC PDLLARMN® PDLLAEA® PDLLA SEC®
PDLLA* usado (gmol™y (g mol™) Y%mol Y%mol Y%mol
Dibloque-47 PVP-OH-2500 4380 5000 1,14 38 47 54
Dibloque-35 PVP-OH-2500 3840 5030 1,30 27 35 45
Dibloque-37 PVP-OH-6100 8290 10360 1,39 32 37 36
Dibloque-39 PVP-OH-4000 6070 8960 1,48 34 39 44
Dibloque-45 PVP-OH-2300 3770 4860 1,29 37 45 50

A: marcado en base al contenido en PDLLA en los copolimeros de dibloque de PVP-b-PDLLA, obtenido del EA.
B: de la ecuacion 1

C: de la ecuacion 2

D: del M, de PVP-OH y su correspondiente PVP-b-PDLLA

La termogravimetria (TGA) también fue un procedimiento bueno para caracterizar el copolimero dibloque (Liggins et
al. Adv. Drug Deliv. Rev. 54:191-202 2002). Como se muestra en la figura 8, se retiro la traza de disolventes (menos
de un 4%) en el polimero dibloque por debajo de 100 °C. La figura 8 muestra un perfil termogravimétrico de
copolimeros dibloque de PVP-b-PDLLA (Dibloque-47). Después se degrad6 el PDLLA en el copolimero dibloque
entre 200 a 350 °C, seguido de la degradacion de PVP desde 350 a 480 °C. Por tanto, también se pudo determinar
el contenido en PDLLA por TGA. Por ejemplo, el TGA de dibloque-45 reveld un contenido en PDLLA de un 48%moal,
lo que estaba en concordancia con los resultados del EA.

Debido a sus propiedades anfifilicas, los copolimeros dibloque de PVP-b-PDLLA bien definidos se pueden
autoensamblar en solucién acuosa para formar micelas. Se midié el tamafio de las micelas por DLS a diferentes
concentraciones. Como se muestra en la figura 9, las micelas compuestas de PVP-b-PDLLA (Dibloque-47) en agua
a una concentracion de 2 mg/ml muestran una distribucién de tamafio individual de aproximadamente 40 nm. La
figura 9 muestra una distribucion de tamafio de micelas compuesto de PVP-b-PDLLA (Dibloque- 47) en agua medida
por DLS. Después de la dilucion a 0,5 mg/ml, no se observd ningun cambio en el tamafo de las micelas. Los
resultados indican que no hay agregacion de micelas en las soluciones. En contraste, Benahmed et al. (C. Pharm.
Res. 18: 323-328 2001) informd de distribuciones de tamafios bimodales para micelas de PVP-b-PDLLA. Se ha
sugerido que la mayor poblacién refleja la agregacion de pequefias micelas individuales, regidas por un orden
secundario de agregacion. La explicacion plausible de la diferencia es que los pesos moleculares, los contenidos en
PDLLA y los indices de polidispersidad informados en Benahmed et al. fueron mayores que los polimeros descritos
en la presente solicitud.

La fluorescencia en estado estacionario, usando pireno como sonda de fluorescencia hidréfoba, es bien usada como
técnica para mostrar la formacion de micelas (Zhao et al. Macromolecules 30:7143-7150 1997; Kabanov et al.
Macromolecules 28:2303-2314 1995; Wilhelm et al. Macromolecules 24:1033-1040 1991). La polaridad del entorno
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que rodea las moléculas de la sonda afecta a algunas bandas vibracionales en el espectro de emision de
fluorescencia. Los cambios en la intensidad relativa de la primera y la tercera bandas vibracionales (lsss/l333), que se
debe al desplazamiento de la banda (0,0) desde 333 hasta 338 nm en el espectro de emision se han sugerido para
examinar la polaridad del microentorno. La CAC de las micelas se puede determinar por este procedimiento.
Después de la formacion micelar, el pireno se divide en la fase micelar y la fase acuosa. Puesto que el nicleo de la
micela es hidréfobo, se cambia la proporcion de intensidad de lsss/lzss. La extrapolacion de la tangente del cambio
principal en la curva de la proporcion de intensidad de fluorescencia conduce a la CAC. Como se ilustra en la figura
10, los copolimeros de PVP-b-PDLLA presentaron una CAC de aproximadamente 6 mg/l. La figura 10 muestra la
determinacion de la CAC de PVP-b-PDLLA (Dibloque-47) en agua a 25 °C.

También se puede evaluar la micelizaciéon de PVP-b-PDLLA por RMN de 'H en D0 (Benahmed et al. C. Pharma.
Res. 18:323-328 2001; Yamamoto et al. J. Controlled Release 82:359-371 2002; Heald et al. Langmuir 18:3669-3675
2002). La figura 7B muestra un espectro de RMN de 'H de PVP-b-PDLLA (Dibloque-47) en D,O. Como se muestra
en la figura 7B, los picos de los protones de metilo (-CHs) y el protén del metino (CH-) de PDLLA estan altamente
suprimidos mientras que los picos de PVP aun aparecen en el espectro, lo que proporciona evidencias de la
formacion de estructuras de nucleo-armazoén. La movilidad de las cadenas de PDLLA en el nucleo esta altamente
restringida, lo que da como resultado en enmascaramiento de las sefiales de PDLLA. Por otro lado, aun se observan
cadenas de PVP por RMN de 'H debido a su alta movilidad como armazoén externo de micelas.

Combinando MCE e IPA como agentes de transferencia de cadena, la PVP que lleva un grupo hidroxilo terminal
sobre una extremidad se sintetizd exitosamente por la primera etapa de polimerizaciéon del procedimiento de la
presente invencion. Los MW de la PVP se controlaron eficazmente cambiando las proporciones de MCE o bien IPA,
con respecto a VP. Se usaron PVP de bajo MW terminalmente funcionalizadas para sintetizar eficazmente el
copolimero dibloque de PVP-b-PDLLA por polimerizacién de apertura de anillo aniénica de D,L- lactido en la
segunda etapa de polimerizacion del procedimiento de la presente invencion. El PVP-b-PDLLA se autoensambl6 en
micelas en agua. Estos copolimero de formacion de micelas presentaron una CAC muy baja de unos pocos mgl/l, lo
que conduce a la formacién de micelas poliméricas de 40 nm. Estos autoensamblajes poliméricos a base de bloques
de PVP de bajo peso molecular son utiles como vehiculo de farmacos para la administracion parenteral.
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento para preparar copolimeros dibloque y tribloque que comprende las etapas de:

(a) realizar una polimerizacién de radicales de N-vinil-2-pirrolidona en presencia de un iniciador de radicales, un
agente de transferencia de cadena y un disolvente alcohdlico para formar poli(N-vinilpirrolidona) terminada
en hidroxi y

(b) realizar una polimerizacion idnica de mondémeros y comondmeros en presencia de (1) un catalizador o base
y (2) un macroiniciador en el que dicho macroiniciador es la poli(N-vinilpirrolidona) terminada en hidroxi
formada en la etapa (a) preparando de este modo dichos copolimeros dibloque y tribloque,

en el que dicho disolvente alcohdlico se selecciona del grupo que consiste en metanol, etanol, alcohol
isopropilico, n-propanol, n-butanol, 2-butanol, terc-butanol, 1-pentanol y 2-pentanol, y

dicho agente de transferencia de cadena es un derivado de tiol seleccionado del grupo que consiste en 2-
mercaptoetanol, 3-mercapto-1-propanol, 3-mercapto-2-propanol, 4-mercapto-1-butanol, 3-mercapto-2-butanol y
6-mercapto-1-hexanol.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dichos monémeros o comonémeros son ciclicos
o vinilicos.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dichos mondmeros son ciclicos y se seleccionan
del grupo que consiste en 3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona, €- caprolactona y y-caprolactona.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
mondmeros o comondémeros son poliéster.

Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho poliéster es degradable.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicho poliéster se selecciona del grupo que
consiste en poli(D,L-lactido), poli(D-lactido), poli(L-lactido), poli(e-caprolactona) y poli(y-caprolactona).

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho iniciador de radicales es un derivado de
azo seleccionado del grupo que consiste en 2,2'-azobis (2-metil-N-(2-hidroxietil)-propionamida); 2,2'-azobis (2-
metil-N-[2-(1-hidroxibutil)]propionamida y 1,1'-azobis(ciclohexano-carbonitrilo).

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la etapa (b) se
realiza en presencia de un catalizador y dicho catalizador es alcéxidos de aluminio o de estafio.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la etapa (b) se realiza
en presencia de una base y dicha base es hidruro de potasio o de sodio.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha poli(N-
vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) comprende un grupo hidroxilo en al menos un extremo de la cadena.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha poli(N-
vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) se aisla por disolucion y precipitacion.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el disolvente para dicha disolucién se
selecciona del grupo que consiste en metanol, etanol, isopropanol, acetona, 2-butanona, 4-metil-2-pentanona,
diclorometano y tetrahidrofurano.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que al menos dos disolventes se combinan para
dicha disolucion.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el disolvente para dicha precipitacion se
selecciona del grupo que consiste en dietil éter, terc-butil metil éter, derivados de hexano, derivados de
heptano, acetato de etilo, acetato de isopropilo, tolueno y derivados de xileno.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que al menos dos disolventes se combinan para
dicha precipitacion.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha poli(N-
vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) se seca a vacio a una temperatura final sobre 100 °C.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha poli(N-
vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) se seca por destilacién azeotropica usando un disolvente organico
inerte.
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El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que dicho disolvente organico inerte se selecciona
del grupo que consiste en tolueno, derivados de xileno y derivados de heptano.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
copolimeros dibloque y tribloque se aislan por precipitacion usando un disolvente organico inerte.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que dicho disolvente organico inerte se selecciona
del grupo que consiste en dietil éter, terc-butil metil éter, derivados de hexano, derivados de heptano, acetato
de etilo, acetato de isopropilo, tolueno y derivados de xileno.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que al menos dos disolventes organicos inertes se
combinan para dicha precipitacion.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
copolimeros dibloque y tribloque se purifican por tratamiento con carbén vegetal.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha poli(N-
vinilpirrolidona) formada en la etapa (a) tiene un peso molecular de entre 1.000 D y 700 kD.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
copolimeros dibloque y tribloque tienen un peso molecular de entre 2.000 D y 700 kD.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
copolimeros dibloque y tribloque se autoensamblan en micelas poliméricas en solucion acuosa.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos
copolimeros dibloque y tribloque se autoensamblan en nanoparticulas estabilizadas en solucién acuosa.

El copolimero dibloque preparado por el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

El copolimero dibloque de la reivindicacion 27, en el que dicho copolimero dibloque es poli(N-vinilpirrolidona)-
bloque-poli(D,L-lactido).

El copolimero tribloque preparado por el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26.

El copolimero tribloque de la reivindicacion 29, en el que dicho copolimero tribloque es poli(D,L-lactido)-bloque-
poli(N-vinilpirrolidona)-bloque-poli(D,L-lactido).
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

0s

0099 0008 00SY 000V 008¢ 000t 0092 0002 oo . 0004 009
g fa R 1 g i e Tt (s s i b (et e Ly e Ty Ted g et Mg, . , . ..:._.__.
i
t'voesczate
$180¢)
'0262]
t'e987
v'avlz goiv
oy 0¢ 0z (0] 0
[} 1 1 [ 1 —l O oﬁwnﬂ oﬁNm
W.o 824
- 0004 131414
. o'9cs
99062
0002
LevL
m. 0'c612
*ooon 1099
- 000
- 0008 02602048}
ﬁ FR V]
0009 .
o8l w.gﬂﬂ.us—
9866},
L'easi
Lozgt
Lot

~0ot

19



8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

4400

4200

4000
3800

3600

3400
3200
3000

ES 2395282 T3

Figura 5A
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FIGURA 6
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Figura 7A
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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