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DESCRIPCION

Polimeros hiperramificados basados en ciclodextrinas y polilamidoaminas) para la liberaciéon controlada de farmacos
insolubles

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a sistemas de liberacion controlada de farmacos y, en particular, comprende el uso
de polimeros hidréfilos capaces de formar complejos y disolverse en farmacos muy hidréfobos en vehiculos
acuosos, en particular farmacos antitumorales tales como los taxanos (paclitaxel o docetaxel), camptotecina y
derivados de la misma y etopdsido, de modo que se puedan administrar también mediante inyeccién. Hasta la fecha,
estos farmacos se encuentran entre los farmacos mas potentes que se conocen contra ciertos tipos de cancer, pero
su administracion acarrea graves problemas debido a su insolubilidad. La presente invencion también se aplica a los
farmacos antivirales moderadamente solubles tales como aciclovir, y los farmacos relacionados, que presentan las
mismas limitaciones en cuanto a la solubilidad.

Antecedentes tecnolégicos

El problema de la administracion de los taxanos (paclitaxel o docetaxel), la camptotecina y sus derivados, el
etopdsido y compuestos antivirales poco hidrosolubles (tales como el aciclovir), ain no se ha resuelto de manera
satisfactoria, a pesar de los numerosos esfuerzos descritos en la bibliografia. Todos los farmacos mencionados
anteriormente provocan efectos secundarios graves en los pacientes, por ejemplo, neuropatias periféricas,
bradicardia, y toxicidad en las membranas mucosas y en el sistema venoso.

A modo de ejemplo, el paclitaxel en la actualidad se formula a una concentracién de 2 mg/ml con el derivado
polietoxilado del aceite de ricino Cremophor EL®, que contiene etanol al 50%. La preparacién se administra
mediante inyeccion. Habitualmente, se produce una hipersensibilidad grave al paclitaxel relacionada con el
Cremophor EL® usado para su administracion. Como consecuencia de ello, los pacientes reciben un pretratamiento
bien de desametasona por via oral o de difenhidramina y ranitidina por via intravenosa antes de la administracién del
paclitaxel para reducir el riesgo de padecer hipersensibilidad. Este pretratamiento y los riesgos relacionados para el
paciente no necesariamente evitaria el uso de Cremophor®. Ademas, el coste del tratamiento con paclitaxel se
reduciria significativamente.

En la bibliografia, se estan describiendo muchos esfuerzos realizados para mejorar la administraciéon de los taxanos
a pacientes, pero hasta la fecha, aparentemente, ninguno de ellos ha proporcionado mejoras definitivas. Entre
dichos esfuerzos, cabe mencionar los siguientes:

¢ Nanoesferas de copolimeros de bloque cargadas con paclitaxel, por ejemplo, compuestos biodegradables de
metoxi-PEG-policaprolactona (S. Yeon Kim, et al. Biomaterials 22 (2001 1697-1704)) o metoxi-PEG-polilactico-
co-glicdlico (PLGA) (Ji-Heung Kim et al. “Polymers for advanced technologies”, 10 649, 1999) o poli(L-lisina-
citramidaimida) hidrofobizada (M. Vert et al. Journal of Bioactive and compatible polymers, Vol. 15 N.° 2, 99-114
(2000).

e Polimeros conjugados con dichos polimeros hidrosolubles como acido poliglutamico, acido poliaspartico o
polilisina (documento US 6.441.025) o profarmacos conjugados con derivados de polietilenglicol.

e Complejos de inclusion de paclitaxel con ciclodextrinas. Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos con 6-8
unidades glucosidicas enlazadas por un enlace a-1-4 y se caracterizan por una cavidad hidréfoba en sus
estructuras, capaces de disolver farmacos insolubles en agua. A modo de ejemplo, se sabe que la 2-6-dimetil-§3-
ciclodextrina forma compuestos de inclusion con el paclitaxel, con una solubilidad de 2,3 mmol/l
(aproximadamente 3 g/l) (H. Hamahada et al., Journal of Bioscience and Bioengineering, 2006, 102, 369-371).
El principal inconveniente de los complejos de inclusion de lo taxanos con ciclodextrinas modificadas es su baja
solubilidad en medios acuosos. En la practica, la formacion de complejos mediante la mezcla de soluciones de
paclitaxel en disolventes hidrosolubles, por ejemplo, en alcoholes, con soluciones acuosas de derivados de
ciclodextrina, en principio, parece prometedora. Sin embargo, las soluciones transparentes resultantes, con el
tiempo, vuelven a liberar paclitaxel insoluble, que se resta del complejo, ya que cristaliza por separado. La
liofilizacion de la solucion de paclitaxel seguida de la redisolucion del residuo en agua también falla, ya que
incluso en este caso el paclitaxel cristaliza. Este problema se resuelve sélo en cierta medida con el uso de
moléculas de dimeros de ciclodextrina. Ademas, las ciclodextrinas individuales se ligan entre si en estos
dimeros mediante puentes de tipo amina, dando a la molécula cierta toxicidad.

¢ Polimeros lineales de ciclodextrina en los que los grupos de ciclodextrina tienen una distribucién aleatoria a lo
largo de la cadena polimérica. Estos polimeros sufren, en la formacion de complejos con el paclitaxel o
farmacos similares, las mismas restricciones que las ciclodextrinas libres, pues la cooperaciéon de las diferentes
unidades de ciclodextrina presentes en el polimero se ve obstaculizada en tanto en cuanto se distribuyen a lo
largo de la cadena polimérica y, por lo tanto, estan alejadas cuando el polimero de la solucién adquiere una
configuracion relativamente distendida.

En cuanto a la camptotecina, para superar sus problemas de estabilidad (apertura del anillo de lactona en la forma
carboxilato) y de solubilidad, se han investigado varios enfoques. En particular, la formaciéon de complejos con las a-
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ciclodextrinas aumenta la estabilidad de la camptotecina, mejorando de este modo la solubilidad y el perfil de
citotoxicidad (Kang et al. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2002, 15, 163-170).

El aciclovir tiene una semivida corta (de aproximadamente 2 h) y su absorcién no es completa (biodisponibilidad del
aproximadamente 15-30%). Debido a su limitada biodisponibilidad oral, el aciclovir se debe tomar por via oral cinco
veces al dia (200 mg cada 4 h), mientras que las formulaciones intravenosas (5 mg/kg) se deben administrar cada 8
horas durante al menos 5 dias. Ademas, la dosis intravenosa de aciclovir se debe administrar lentamente durante 1
hora para evitar su precipitacién en los tubulos renales.

Para aumentar la eficacia de los farmacos antivirales, se han propuesto diversos enfoques de administracion como
la encapsulacién en nanocapsulas de poli(iso-butilcianoacrilato) (Hillaireau et al., Int. J. Pharm. 2006, 324, 37-42).
Los sistemas de administracién de particulas podrian ser capaces de promover la liberacién sostenida del farmaco
antiviral. Se han desarrollado microparticulas de PLGA que contienen aciclovir para la administracion topica (de
Jalon, 2001, 226, 181, 184) y las nanoparticulas cargadas con aciclovir mostraron una mayor eficacia contra el virus
del herpes simple | en cultivo celular (de Jelon et al., Europ. J. Pharm. Biopharm. (2003) 56, 183-187). Mediante un
procedimiento de reticulacion en emulsion, se han preparado microesferas de redes poliméricas semi-
interpenetrantes de acrilamida injertada en dextrano o quitosano que portan hasta un 79% de aciclovir (Rokhade et
al., Carbohydrate Polym. (2007) 605-607).

También se han disefiado profarmacos para aumentar la biodisponibilidad oral del aciclovir (Eur. J. Pharmac. Sci.
2004, 23, 319-325).

Se puede disolver un copolimero de poli(amidoamina) (PAA) con B-ciclodextrina mediante la complejacion de hasta
el 11% p/p del farmaco, mostrando el complejo de aciclovir una actividad antiviral mayor que la del farmaco libre
contra el virus herpes simple de tipo | en cultivos celulares (Bencini et al. J. Control. Publicacién de 2008, 126, 17-
25).

El documento US 5.985.916 esta dirigido a la sintesis de polimeros de poli(amidoamina) mediante poliadicion de
transferencia de hidrogenos de una amina secundaria a una bisacrilamida (véanse las Figuras 1B y 2). La Figura 3
muestra el producto de reaccion de acido 2,2’-bis-acrilamidoacético, aminometilciclodextrina y 2-metil-piperazina,
preparado mediante la reaccion de poliadicion de Michael. El polimero hidrosoluble hiperramificado obtenido (véase
la columna 2, lineas 43-44) también se usa en una formulacidon farmacéutica para aumentar la solubilidad de
farmacos insolubles en agua (véase la columna 2, lineas 24-27). Sin embargo, los macrociclos de ciclodextrina y las
estructuras de poli(amidoamina) estan ligados a través de un grupo de amina terciaria (véase la figura 3).

Divulgacion detallada de la invencidn

La presente invencion se refiere a nuevos polimeros hiperramificados en los que las unidades de ciclodextrina estan
ligadas por grupos éter a segmentos cortos de poli(amidoaminas), y se preparan mediante la poliadicién de Michael
de a-, B- o y-ciclodextrinas y aminas a bisacrilamidas. En la Figura 1, se presenta un esquema de la estructura de los
polimeros de la invencion.

Estos polimeros son completamente hidrosolubles, y aquellos que estan ligeramente reticulados son muy hidrofilos y
dan suspensiones acuosas transparentes que parecen soluciones. En muchos casos, estas suspensiones
poliméricas estan en forma de nanoparticulas.

Preferentemente, los segmentos de poli(amidoamina) son de naturaleza anfotera, por ejemplo, el comondmero de
amina es 2-metilpiperazina y la bisacrilamida es acido 2,2-bisacrilamidoacético. De hecho, las poli(amidoaminas)
anféteras, en particular, la poli(amidoamina) denominada ISA 23, obtenida a partir de los mondémeros indicados
anteriormente, resulté ser muy biocompatible, ya que no son reconocidas por los sistemas de defensa del organismo
y pueden circular durante un largo tiempo en animales de laboratorio sanos, mientras que en los animales de
laboratorio portadores de tumores, se concentran selectivamente en la masa tumoral debido al efecto denominado
EPR ("efecto de permeacion y retencién mejoradas"). Este efecto se debe a polimeros de alto peso molecular
presentes en la circulacion sanguinea que no pueden atravesar las paredes de los capilares normales, pero que son
capaces de atravesar las mas desconectadas de los capilares nuevos formados en la masa tumoral. Una vez que
penetran en los tumores, apenas salen, pues los tumores no tienen un drenaje linfatico eficaz. Ademas, estas
poli(lamidoaminas) tienen una gran capacidad para disolver sustancias insolubles en agua, ya que son muy
hidréfilas. Por ultimo, es posible funcionalizar dichas poli(amidoaminas) con facilidad mediante la introducciéon de
unidades peptidicas capaces de garantizar una orientacion precisa hacia células o grupos de células diana, por
ejemplo, células tumorales.

Mas concretamente, la presente invencion se refiere a polimeros en los que:

¢ las unidades de ciclodextrina (CD, véase la Figura 1) derivan de la a-ciclodextrina, la B-ciclodextrina o la y-
ciclodextrina o sus derivados, en los que al menos uno de los hidroxilos se han transformado en grupos alcoxilo;
¢ los segmentos de poliamidoamina tienen la estructura presentada a continuacion:
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en la que:

R1y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son H o un grupo alquilo C1.;

R2 es un grupo alquileno C1.;

o]

R1, R2 y Rs forman parte de una sola estructura ciclica que, a su vez, porta sustituyentes laterales de la misma
naturaleza que Ry y R3;

R4 y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son H o un grupo alquilo C1.6, 0 uno de dichos residuos que porta,
a su vez, sustituyentes laterales de la misma naturaleza que Ry y Rg3;

o}

R4, Rs y Res forman parte de una sola estructura ciclica que, a su vez, porta sustituyentes laterales de la misma
naturaleza que R4, R2 y R3;

o

R1, Rz, R3, R4, Rs y Re son grupos alquilo o alquileno como los definidos anteriormente que portan, a su vez,
otros sustituyentes adicionales tales como: grupos de amina primaria, secundaria o terciaria; grupos
carboxilicos; grupos sulfénicos; grupos fosféricos; grupos hidroxilo de alcohol;

n varia de 1 a 50, preferentemente, de 2 a 10.

La estructura simplificada de dichos polimeros se presenta en la Figura 1. En los polimeros, las unidades de
ciclodextrina estan ligadas a través de uno o mas hidroxilos por enlaces de tipo éter a los segmentos de
poli(amidoamina), por ejemplo, como se ilustra en la Figura 2.

Segun lo indicado anteriormente, los polimeros de la presente invencién se obtienen mediante la poliadicion de
Michael de mezclas de aminas primarias o secundarias y ciclodextrinas alcalino-activadas a bisacrilamidas. La
polimerizacion se lleva a cabo a temperaturas que varian de1 0 a 60°C, preferentemente, de 20 a 35°C, durante
periodos que varian de 1 hora a 8 dias, preferentemente, de 8 horas a 3 dias y, lo mas preferiblemente, de 1 a 2
dias. Los disolventes usados son preferentemente préticos, mas preferentemente, agua.

Los polimeros de la presente invencion se pueden usar para disolver y portar moléculas activas insolubles en agua.
Preferentemente, los polimeros de la invencion permiten la preparacion de formulaciones farmacéuticas inyectables
acuosas de farmacos moderadamente hidrosolubles, en particular, taxanos, camptotecinas y derivados, aciclovir y
farmacos relacionados. Dichas formulaciones contendran de 20 mg/ml a 160 mg/ml de un polimero de la invencion
que contiene, preferentemente, de 1 mg/ml a 8 mg/ml de la molécula activa en el caso del docetaxel o del paclitaxel,
de 1 mg/ml a 10 mg/ml en el caso de la camptotecina o de derivados analogos y de 1 a 20 mg/ml en el caso del
aciclovir y de farmacos relacionados. Por otra parte, dichas formulaciones pueden contener otros cosolventes o
excipientes usados convencionalmente y que cumplan los requisitos reglamentarios para la preparacion de
formulaciones inyectables.

Los polimeros de la invencién y sus formulaciones se pueden liofilizar. Los productos sélidos resultantes se pueden
volver a suspender facilimente en agua tras una simple agitacion manual, tanto en presencia como en ausencia de
moléculas activas.

La estructura hiperramificada no reticulada (o con un grado controlado de reticulacion) se obtiene convenientemente
variando la estequiometria de la mezcla de partida, la temperatura y el tiempo de reaccion.

El procedimiento de preparacién empleado se basa en la siguiente premisa tedrica.

La reaccién de polimerizacion en cuestion es una poliadicion por etapas. Es ampliamente conocido que en las
polimerizaciones en las que participan monémeros que portan por separado dos funciones complementarias "a" y

4
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"b", en las que "a" es, por convencién, la funcién minoritaria, los dos parametros que rigen el procedimiento son la
proporcion estequiométrica inicial "r", que se define como

Na

0

Nb,
)

en la que Na, y Nb, son el numero de funciones a y b presentes inicialmente y el grado de conversién "p", definido
como:

¥y =

_Na,—Na
Na,
(2)

en la que Na es el numero de funciones a presente en el momento de la observacion.

p

Como es evidente, por definicion, tanto r como p son < 1.

Las polimerizaciones por etapas en las que participan monémeros que portan mas de dos grupos funcionales
(polimerizaciones por etapas multi- o polifuncionales) pueden dar lugar a productos reticulados insolubles a valores
de p superior a un valor determinado "p." denominado "grado de avance critico". Para p > p., el sistema pierde su
movilidad y, por esta razén, p. también se denomina "punto de gelificacion”.

Cuando las funciones relacionadas con los mondmeros polifuncionales son de un solo tipo, el grado de avance
critico p. se representa mediante la ecuacion de Flory-Stockmayer (véase, por ejemplo: G. Odian "Principles of
Polymerization" Ill Ed., John Wiley & Sons, EE.UU., 1991):

) 1
P Tl ol -2

(3)

en la que p es la fraccion de funciones pertenecientes al monémero con funcionalidad > 2 con respecto a la cantidad
total de las funciones del mismo tipo presentes en el sistema:

y r es como se define anteriormente.

Es evidente que en la ecuacion (3), pc y r estan relacionados. En particular, existe una proporciéon estequiométrica
critica, que se sefiala como r;, en la que el sistema es incapaz de gelificarse y producir polimeros hiperramificados
que sigan siendo solubles.

Puesto que p (y, por tanto, también p;) no pueden ser > 1, el valor tedrico de r. se obtiene a partir de la ecuacion (3),
suponiendo que p.= 1y determinando r. Por lo tanto, se tiene:

1
JV“=1+p(f—2)
(5)

5
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y si p = 1, es decir, en el sistema, el monédmero polifuncional es el Unico que porta ese tipo de funcién, la ecuaciéon
(4) se reducira a:

(6)

La ecuacion 5 proporciona una herramienta convencional para determinar las funciones activas de un monémero
potencialmente multifuncional, es decir, en este caso, el nimero de hidrégenos del mondémero multifuncional, es
decir, las ciclodextrinas, que se puede someter a la reaccién de adicion. Esto se puede obtener determinando
experimentalmente el valor r. para mezclas reactivas estequiométricamente desequilibradas con un exceso de
enlaces dobles. Operativamente, se permitira la polimerizacidon de una serie de mezclas de reaccion desequilibradas
con un exceso de enlaces dobles progresivamente mayor durante un tiempo suficiente para alcanzar el grado
maximo de conversion. El exceso minimo de enlaces dobles que inhibe la gelificacién conduce inmediatamente a r,
y luego a f. En las condiciones de reaccion adoptadas, se determiné la f de la B-ciclodextrina y se encontrd en el
intervalo de 5,5-6.

Ademas, se pueden utilizar ambas ecuaciones (3) y (5) para la obtencion de polimeros hiperramificados solubles o
polimeros reticulados con un grado controlado de reticulacion. De hecho, con r < r; a todos los grados de conversion,
se obtendran productos hiperramificados, pero no reticulados. Por el contrario, con r > r;, se obtendran productos
hiperramificados, pero no reticulados mediante un grado de conversion p < p.;y productos reticulados mediante
grados de conversion de p > p..

En ambos casos, se obtendran productos ligeramente reticulados mediante r = r. 0 p = pc, es decir, cuando ambos
valores sélo difieren ligeramente de los valores criticos.

Esta cominmente reconocido que la ecuacion (3) no es valida en presencia de compuestos monofuncionales; para
estos sistemas, se ha creado la siguiente ecuacion alternativa:

S APy g

(6)

en la que fwa y fw.s son la media en peso de las funcionalidades de los mondmeros (incluyendo, los

monofuncionales), definidas como:
2
f — Z f‘l,jNA,j
Ww.A ;
Z f{jNA,j
(7)

_ Z fB.z.fNB..f
2.7 N
®)

en las que "fa," y "fs,” representan la funcionalidad de cada mondmero de tipo "A" y "B" respectivamente, y en la que
"Na," y "Ng;" son el numero correspondiente de moles del sistema (véase, por ejemplo, G. Odian "Principles of
Polymerization", Il Ed., John Wiley & Sons, EE.UU., 1991).

.o
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También en este caso, es posible definir una proporcién critica re, en la que el sistema es incapaz de gelificarse y
producir polimeros hiperrramificados que sigan siendo solubles. Esto se determinara poniendo p.= 1 y determinando
r. La ecuacion resultante es:

1
r =

a1y s -1)
(©)

Los siguientes ejemplos ilustraran mas detalladamente la informacién anteriormente expuesta.
Ejemplo 1:

En un matraz de fondo redondo de dos bocas dotado de un agitador magnético y una entrada de nitrégeno, se
disolvieron &cido 2,2-bis(acrilamido)acético BAC (8 mmol, 1,6147 g; 98,18%) y monohidrato de hidréxido de litio
(8 mmol, 0,3990 g; 99,00%) en agua destilada (4,5 ml) bajo una corriente de nitrogeno. Se anadié 2-metil-piperazina
MeP, purificada previamente mediante cristalizacion, (4 mmol, 0,4282 g; 93,56%). Una vez completada la disolucion,
se afadieron f-ciclodextrina (1 mmol, 1,1464 g; 0,99%, que contenia el 13,7% p/p de agua) y monohidrato de
hidréxido de litio (4,5 mmol, 0,1907 g; 99,00%). El pH de la mezcla de reaccion resultd ser de 12,5. Se mantuvo la
reaccion 24 horas a 28°C, en la oscuridad, bajo una atmésfera de nitrégeno. A continuacion, se diluyé la solucion
con agua destilada (20 ml), se acidificé hasta pH 3 con HCI al 37%, se ultrafiltré a través de una membrana con un
corte de peso molecular nominal de 3.000 y, finalmente, se liofilizé. El rendimiento fue del 72%.

El analisis de RMN de 'H del producto indicé un contenido de B-ciclodextrina del 39,5% (p/p) (Figura 3). El analisis
de LS-SEC en linea indicé una ]\7” de 7.000 y una ]WP de 17.000.

El analisis de MALDI-TOF se muestra en la Figura 4. Concuerda con una distribucién de macromoléculas que portan
unidades de B-ciclodextrina conectadas con segmentos de BAC/MeP.

Ejemplo 2:

En un matraz de fondo redondo de dos bocas dotado de un agitador magnético y una entrada de nitrégeno, se
disolvieron acido 2,2-bis(acrilamido)acético BAC (8 mmol, 1,6147 g; 98,18%) y monohidrato de hidréxido de litio
(8 mmol, 0,3990 g; 99,00%) en agua destilada (3 ml) bajo una corriente de nitrégeno. Se afiadié 2-metil-piperazina
MeP, purificada previamente mediante cristalizacion, (4 mmol, 0,4282 g; 93,56%). Una vez completada la disolucion,
se afadieronf -ciclodextrina (1 mmol, 1,1464 g; 0,99%, que contenia el 13,7% p/p de agua), monohidrato de
hidroxido de litio (4,5 mmol, 0,1907 g; 99,00%), y finalmente, N,N-dimetilacrilamida (6,891 mmol, 0,697 g; 99,13%).
El pH de la mezcla de reaccion resultd ser de 12,5. Se dejo reaccionar la mezcla de reaccion durante una semana a
30°C en la oscuridad bajo una corriente de nitrégeno. A continuacion, se aisl6 el producto y se purificdé como en el
caso anterior. El rendimiento fue del 63,8%. En la Figura 5, se presenta la estructura de este polimero.

El analisis de RMN de 'H del producto, se muestra en la Figura 6. Demuestra un contenido de B-ciclodextrina del
39,36% (p/p). El andlisis de LS-SEC en linea indicé una ]\7” de 8.700 y una Mp de 36.300.

Ejemplo 3:

La reaccion se llevd a cabo como se informa en el Ejemplo 1, usando 3,0 ml de agua en lugar de 4,5 ml. En estas
condiciones se obtuvo un producto ligeramente reticulado pero muy hidréfilo, que en agua dio lugar a dispersiones
finas y transparentes que parecian soluciones. Se analizaron éstas mediante microscopia TEM, cuyos resultados,
que se muestran en la Figura. 7, demuestran claramente las dimensiones nanométricas de las particulas.

Ejemplo 4:

La reaccion se llevé a cabo segun lo informado en el Ejemplo 1, sustituyendo la a-ciclodextrina (0,973 g) por B-
ciclodextrina. El polimero resultante resulté tener un contenido de ciclodextrina del 33% en peso (datos de RMN de

'H). EI LS-SEC en linea indico una ]Wn de 14.000 y una Mp de 38.000. Rendimiento = 59%.

Ejemplo 5:

La reaccién se llevé a cabo segun lo presentado en el Ejemplo 1, sustituyendo la y-ciclodextrina (1,297 g) por B-
ciclodextrina. El polimero resultante resultd tener un contenido de ciclodextrina del 40% en peso (datos de RMN de

'H). EI LS-SEC en linea indico una ]\7" de 17.000 y una ZWP de 42.000. Rendimiento = 67%.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2399 163 T3

Ejemplo 6:

La reaccion se llevé a cabo segun lo informado en el Ejemplo 1, sustituyendo la N,N-dimetiletilendiamina (0,353 g,
4 mmol) por 2-metilpiperazina. El polimero resultante resulté tener un contenido de ciclodextrina del 44% en peso

(datos de RMN de 1H). ElI LS-SEC en linea indic6 una Mﬂ de 16.000 y una A?p de 48.000. Rendimiento = 66%.

Ejemplo 7:

El presente ejemplo expone la determinacion experimental del nimero de funciones de I8 -ciclodextrina (fexp) y la
preparacién de una serie de polimeros hiperramificados reticulados o completamente solubles.

La molécula de -ciclodextrina contiene siete grupos hidroxilo primarios y, por lo tanto, en principio, se puede
someter a una adiciéon de Michael con siete enlaces dobles activados. En otras palabras, la B-ciclodextrina se podria
considerar como un monoémero heptavalente. Sin embargo, en las condiciones adoptadas, la funcionalidad real
puede ser inferior debido, principalmente, al impedimento estérico, aumentando a medida que transcurre la reaccion.
Por lo tanto, con el fin de controlar la reaccion, se determind experimentalmente la funcionalidad real f mediante la
realizaciéon de un conjunto de reacciones en las que la proporcién molar entre las especies reactivas (r) era igual a la
proporcion molar critica (r;) calculada suponiendo diferentes funcionalidades de la B-ciclodextrina en el intervalo de
4,5-6,0, permitiendo que la reaccion avanzara hasta casi completarse y observando la aparicién de la gelificacion,
cuando la hubo. Todas las reacciones se llevaron a cabo a temperatura de 28°C. Los resultados se muestran en la
Tabla 1.

Los resultados de la Tabla 1 indican claramente que, en las condiciones adoptadas, la f real de la B-ciclodextrina
esta entre 5,5y 6.

Tabla 1: Determinacién de la funcionalidad f de la B-ciclodextrina en la adicién de tipo Michael a bisacrilamidas en
las condiciones adoptadas, determinando experimentalmente la proporcion critica de monoémeros r,

Cadigo BAC (mmol) | MeP (mmol) | BCD (mmol) | fhipotética r re* El estado del
producto
1 12,25 4 1 4,5 0,5263 0,5263 Reticulado
2 14,00 4 1 50 0,4642 0,4642 Reticulado
3 16,37 4 1 55 0,4122 0,4122 Reticulado
4 19,00 4 1 6,0 0,3684 0,3684 Hiperramificado
soluble

*Calculada segun la hipétesis de f (véase la columna anterior).

Ejemplo 8:

El presente ejemplo informa sobre la capacidad de solubilizacion de los polimeros de PAA-ciclodextrina
hiperramificados.

La capacidad de solubilizacién de los polimeros se determiné usando paclitaxel como modelo de farmaco muy poco
hidrosoluble. Se afiadieron 4 mg de paclitaxel a viales con tapon de rosca que contenian 3 ml de cada tipo de
solucion acuosa de polimero a una concentracion de 23 mg/ml. Se incubaron las mezclas con agitacién durante
24 h. Todos los polimeros pudieron disolver el paclitaxel formando una nanosuspensién opalescente. Se
centrifugaron todas las muestras y se analizaron los sobrenadantes mediante CLAR en fase inversa usando una
columna C18 y se detectaron a 227 nm. La fase movil fue una mezcla de acetato de amonio 0,17 M pH 5,0:
metanol:acetonitrilo (50:10:40 v/v)). Los polimeros mejoraron de forma significativa la solubilidad acuosa del
paclitaxel. La concentracién de paclitaxel en los sobrenadantes varié de 1,25 mg/ml a 3,8 mg/ml segun la estructura
del polimero.

Ejemplo 9:

El presente ejemplo informa sobre la capacidad de carga de paclitaxel de los polimeros de PAA-ciclodextrina
hiperramificados ligeramente reticulados.

La capacidad de carga de paclitaxel se determiné usando muestras liofilizadas. Se pesaron aproximadamente 5 mg
de solido liofilizado de polimero de paclitaxel y se disolvieron en metanol. Tras la dilucién con la fase movil, se
determino la cantidad de farmaco mediante CLAR de fase inversa usando una columna C18 y se detecté a 227 nm.
La fase movil fue una mezcla de acetato de amonio 0,17 M pH 5,0: metanol: acetonitrilo (50:10:40 v/v)). Los
porcentajes de carga de paclitaxel se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2: Capacidad de carga de paclitaxel de los polimeros de PAA-ciclodextrina hiperramificados ligeramente

reticulados.
Polimero Porcentaje de farmaco cargado (p/p)
Producto del Ejemplo 3 4,63
Producto del Ejemplo 2 3,20
Producto del Ejemplo 1 1,17
Producto del Ejemplo 6 2,15

Ejemplo 10:

El presente ejemplo informa sobre la determinacion de la estabilidad térmica de los polimeros de PAA-ciclodextrina
hiperramificados.

Se us6 un analisis de calorimetria diferencial de barrido (CDB) para determinar la estabilidad térmica de la serie de
polimeros. Se pesaron aproximadamente 3 mg de polimero en recipientes de muestras de aluminio y después se
calentaron a una velocidad de 10°C/min en el intervalo de 25-300°C bajo una purga de nitrégeno usando un
calorimetro DSC 7 (Perkin Elmer). En la Figura 8, se muestra un rastreo tipico. Todos los polimeros fueron estables
hasta al menos 200°C. Esto pudo permitir la esterilizacion en autoclave.

Ejemplo 11:

El presente ejemplo informa sobre la estabilidad de los complejos de polimeros de PAA-ciclodextrina
hiperramificados/paclitaxel ante la liofilizacién de sus nanosuspensiones acuosas.

Se liofilizaron las nanosuspensiones de paclitaxel de los diferentes polimeros, obteniéndose un polvo seco que se
pudo volver a suspender facilmente en agua mediante agitacion sin que se produjeran fendmenos de agregacion.

Se llevé a cabo una microscopia electronica de transmision de las nanosuspensiones de farmaco antes y después
de la liofilizacién para verificar el aspecto morfologico de las muestras. La fotomicrografia del polimero ligeramente
reticulado que portaba paclitaxel antes y después de la liofilizacion se presenta en la Figura 9, que muestra que el
sistema mantuvo su estructura y el farmaco no cristalizo.

Ejemplo 12:

El presente ejemplo informa sobre la determinacién de la cinética de liberacién in vitro del paclitaxel desde sus
complejos con polimeros de PAA-ciclodextrina hiperramificados.

La liberacion in vitro del paclitaxel desde los sistemas poliméricos se realizé usando una bolsa de membrana de
dialisis (corte en 3.000 Da) y soluciéon de SDS al 1% como medio de lavado. Se colocé toda la bolsa en 50 ml de la
solucion de SDS. En el momento establecido, se retiraron 0,5 ml de la solucién y se analizé la concentraciéon de
paclitaxel mediante el procedimiento de CLAR.

En la Figura 10, se presentan las curvas de liberacion tipicas.
Ejemplo 13:

El presente ejemplo informa sobare la determinaciéon de analisis de citotoxicidad in vitro de los complejos de
paclitaxel con polimeros de PAA-ciclodextrina hiperramificados.

Se cultivaron células humanas de carcinoma de mama (MCF-7) en monocapa en medio RPMI 1640 complementado
con suero bovino fetal desactivado con calor al 10% y antibidticos, a 37°C en una atmoésfera humidificada que
contenia CO; al 5%. Se sembraron células en crecimiento exponencial en placas de 24 pocillos y se trataron durante
24 y 48 h con diversas concentraciones de paclitaxel (libre o que portaba el polimero ligeramente reticulado). Las
concentraciones de paclitaxel variaron de 0,5 a 3,0 ug/ml para la solucién y las nanoesponjas.

Se examinod la viabilidad de las células mediante el analisis de exclusiéon con azul de tripano. La citotoxicidad se
expreso como el porcentaje de células control (células sin tratar).

Los estudios de citotoxicidad del paclitaxel revelaron que el complejo es mas potente que el paclitaxel puro, como se
muestra en las graficas presentadas en la Figura 11.
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Ejemplo 14:

El presente ejemplo informa sobre la determinacion de la capacidad de carga de camptotecina de los polimeros de
PAA-ciclodextrina hiperramificados. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Capacidad de carga de camptotecina de los polimeros de PAA-ciclodextrina hiperramificados.

Polimero Porcentaje de camptotecina del complejo
(p/p)

Producto del Ejemplo 1 0,25

Producto del Ejemplo 2 0,92

Producto del Ejemplo 3 12,94

10
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REIVINDICACIONES

1. Polimeros hidrosolubles hiperramificados obtenibles mediante la poliadicién de Michael de a-, B- y y-ciclodextrinas
y aminas a bisacrilamidas, caracterizados porque dichas unidades de ciclodextrina estan ligadas mediante enlaces
de tipo éter a segmentos de poli(amidoamina).

2. Los polimeros segun lo reivindicado en la reivindicacion 1, en los que al menos uno de los grupos hidroxilo de la
a-dextrina, B-dextrina o y-ciclodextrina, o derivados de las mismas, se ha transformado en grupos metoxilo.

3. Los polimeros segun lo reivindicado en la reivindicacién 1 6 2, en los que los segmentos de poliamido-amino
tienen la formula:.

O O
CH, JJ\ R, JJ\ CH, Re "
. ~ T/ \T ‘H._f/ ~,. N

oH; c N N
| Ja
R, R, R, Rs
0 Q
’i} ~CH, T/ Z\T CH, z‘r|\|
n
R, R, R,

en la que:

R1y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, son H o un grupo alquilo C1.4;

R es un grupo alquileno C1.4;

o]

R1, Rz y Rs forman parte de una sola estructura ciclica que, a su vez, porta sustituyentes laterales seleccionados
del grupo que consiste en Ry R3, siendo R1y R3 como se definen anteriormente;

R4 y Re, que pueden ser iguales o diferentes, son H o un grupo alquilo C1.s, 0 un grupo alquilo C1. que porta, a
su vez, sustituyentes laterales seleccionados entre R1 y Rs, siendo Ry Rz como se definen anteriormente;

o]

R4, Rs y R forman parte de una sola estructura ciclica que, a su vez, porta sustituyentes laterales seleccionados
del grupo que consiste en R4, Rz y R3, siendo R4, Rz y Rz como se definen anteriormente;

o

R1, R2, R3, R4, Rs y Rs son grupos alquilo o alquileno como los definidos anteriormente y que portan, a su vez,
otros sustituyentes adicionales seleccionados entre grupos de amina primaria, secundaria o terciaria; grupos
carboxilicos; grupos sulfonicos; grupos fosforicos; grupos hidroxilo de alcohol;

n varia de 1 a 50, preferentemente, de 2 a 10.

4. Formulaciones farmacéuticas que comprenden un polimero segun lo reivindicado en las reivindicaciones 1-3
como un agente de solubilizacién para farmacos insolubles en agua.

5. Las formulaciones farmacéuticas segun lo reivindicado en la reivindicacion 4, en las que los farmacos estan
seleccionados entre taxanos, camptotecina y sus derivados, etopdsido y aciclovir.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en la que los taxanos son paclitaxel o docetaxel.

11
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Figura 1: Estructura general de los polimeros de PAA/ciclodextrina hiperramificados de
la presente invencién
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CD = Unidades de ciclodextrina

PAA = Segmentos de poli(amidoamina)
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Figura 2: Estructura del polimero del PAA/B-ciclodextrina hiperramificado sintetizado
segun lo expuesto en el Ejemplo 1

13
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Figura 3: Espectro de RMN de 'H del polimero de PAA/B-ciclodextrina hiperramificado
sintetizado segun lo expuesto en el Ejemplo 1
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Figura 6: Espectro de RMN de "H del polimero de PAA/B-ciclodextrina hiperramificado
sintetizado con N,N’-dimetilacrilamida como terminador de cadena (Ejemplo 2)
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Figura 7: Micrografica de TEM del polimero del Ejemplo 3 de dispersiones acuosas
(ampliacion: x 69.000)
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Figura 8: Rastreo de CDB del polimero expuesto en el Ejemplo 3
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Figura 9: Micrograficas de TEM del complejo de paclitaxel del polimero expuesto en el Ejemplo
3 antes (a) y después (b) de la liofilizacion de sus dispersiones acuosas
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Figura 10: Cinética de liberacién del paclitaxel desde sus complejos con polimeros de PAA-
ciclodextrina hiperramificados tipicos
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Figura 11: Analisis de citotoxicidad in vitro del paclitaxel libre y de sus complejos con
polimeros de PAA-ciclodextrina hiperramificados
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