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DESCRIPCION

Portadores de farmacos de polimero de alto peso molecular dendritico y sus conjugados con farmacos
especialmente para el tratamiento de tumores sélidos.

Campo técnico

La invencién se refiere a portadores de farmacos de polimero dendritico de alto peso molecular (HMW) solubles en
agua y a sus conjugados con farmacos que permiten el transporte dirigido de farmacos antitumorales al interior de
tumores sélidos, la biodegradacion, la liberaciéon controlada asociada del farmaco y la posterior eliminacion del
portador de polimero del organismo. La accion del portador de polimero conjugado con un agente cancerostatico
tiene como obijetivo la terapia dirigida de tumores humanos.

Antecedentes de la técnica

Recientemente, el desarrollo de farmacos ha tenido como objetivo cada vez mas la busqueda de formas de
farmacos que permitan una accién dirigida del principio activo principalmente en el sitio del efecto terapéutico
requerido. Las formas activas dirigidas de farmaco encuentran aplicacién con las sustancias cuyos efectos
secundarios pueden conducir a dafio de partes sanas del organismo. El problema mas de actualidad es el peligro de
dafar tejidos y 6rganos sanos, poniendo en peligro pacientes tratados con agentes citostaticos. La utilizacion de
materiales de polimero, en particular polimeros solubles en agua como portadores para el transporte dirigido de
farmacos es una de las posibilidades significativas de solucion al problema mencionado. La unién de un agente
citostatico a polimero soluble en agua con un enlace covalente hace posible potenciar significativamente la
solubilidad de farmacos escasamente solubles en agua y reducir pronunciadamente su toxicidad. Los pesos
moleculares de conjugados de polimero-farmaco impiden la eliminacion rapida del farmaco del organismo mediante
filtracion glomerular, prolongando por tanto significativamente su tiempo de circulacion en sangre y también su
tiempo de permanencia total en el organismo conduciendo asi a un aprovechamiento biolégico potenciado del
farmaco. Ademas, el alto peso molecular del conjugado de polimero conduce a su superior acumulacion en tumores
sélidos debido al efecto de potenciacion de la permeabilidad y retencion (“enhanced permeability and retention”,
EPR) [Maeda 2000].

Si se une un agente cancerostatico a un portador de polimero, este efecto puede utilizarse para su acumulacion
dirigida en el tumor. En las ultimas dos décadas, se han desarrollado varios sistemas que se basan en la utilizacién
del efecto de EPR para dirigir farmacos tales como micelas poliméricas, liposomas o conjugados de polimero soluble
en agua. Las micelas poliméricas, en contraposicion a sistemas de polimero soluble, se preparan habitualmente
ensamblando copolimeros de dibloque anfifilos en estructuras de HMW formando disoluciones coloidales. El
farmaco se une a las micelas principalmente en sus nucleos hidréfobos mediante interacciones fisicas (hidréfobas) o
enlaces covalentes [Kataoka 2001, Bae 2003, Bronich 1999]. En contraposicién a micelas de sistemas solubles que
se acumulan en tumores sélidos, los polimeros se dispersan molecularmente en medios acuosos, adoptando
habitualmente una conformacién de hélice al azar, en la que el farmaco esta en contacto con el polimero hidrofilo.
Se estudiaron muchos tipos de conjugados de agentes cancerostaticos con polimeros solubles, en los que el
farmaco se unia mediante enlaces covalentes o enlaces ionicos hidroliticamente labiles propensos a hidrélisis
guimica comun o enzimatica. Los sistemas mencionados pueden liberar el agente cancerostéatico en su forma activa
en el tejido tumoral o también de un modo especifico directamente en la célula tumoral. Entre los sistemas solubles
en agua, conjugados de polimero preparados basandose en copolimeros de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida
(HPMA) pertenecen a los méas importantes. Varios de ellos se dirigen de manera activa a tumores mediante una
estructura de direccionamiento unida (anticuerpos, hormonas y oligopéptidos). [Duncan 1985, Rihova 2000, Kopedek
2001, Mrkvan 2005, patente de Ulbrich WO03/053473]. Se proporciona una vision general de aspectos quimicos y
estructurales de copolimeros de HPMA como portadores de farmacos por Ulbrich y Subr [Ulbrich 2009].

Uno de los principales inconvenientes que impiden el uso de copolimeros de HPMA como portadores de farmacos
en medicina humana es su cadena de carbono no escindible y los limites asociados de pesos moleculares utilizables
para la preparacion de portadores de polimero de pesos moleculares a aquellos inferiores a 40000-50000 (por
debajo del umbral renal del organismo). Los polimeros de pesos moleculares altos no se eliminan del organismo
eficaz y suficientemente y por tanto su uso como farmacos conduciria a su acumulacion en el organismo. Si se
desea un efecto de EPR pronunciado, es decir, acumulacion significativa en tumores soélidos, es necesario trabajar
con polimeros, incluyendo copolimeros de HPMA, con pesos moleculares muy por encima de los limites de
exclusién [Seymour 1995, Noguchi 1998]. Por tanto, es importante que el peso molecular del portador de polimero
sea suficientemente alto, pero que el polimero pueda degradarse, tras la liberacion del componente activo, en
fragmentos, que pueden eliminarse del organismo, por ejemplo, mediante filtracion glomerular. Recientemente, se
han patentado estructuras y actividades bioldgicas de farmacos que usan polimeros de HPMA y sus asociados con
pesos moleculares por encima del limite de filtracion renal. Se injertaron éstos con portadores de polimero [patente
de Etrych CZ 298 945 B6, Etrych 2008, Etrych 2001] y micelas poliméricas [patente de Chytil CZ PV 2006-207] a
base de copolimeros de HPMA, en los que se unié un agente cancerostatico a los polimeros con enlaces
covalentes, que son enzimaticamente o tan soélo hidroliticamente labiles y, posiblemente, se unieron cadenas de
polimero a estructuras de injerto a través de espaciadores biodegradables, escindibles de manera enzimatica y/o
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reductora, concretamente oligopéptido GlyPheLeuGly o un puente disulfuro. Una ventaja de los sistemas que
contienen el agente cancerostatico doxorubicina (Dox) como componente activo era una actividad antitumoral
potenciada verificada en modelos de raton en comparacion con sistemas de polimero originales que contienen el
mismo farmaco. Una desventaja de los sistemas mencionados es una distribuciéon relativamente amplia de pesos
moleculares (indice de polidispersidad I, que oscila entre 3 y 4), por tanto un sistema no bien definido con una
posibilidad limitada de obtener altos pesos moleculares que superan 200000 g/mol.

El objeto de la invencién es la estructura y sintesis de un nuevo farmaco con polimero de HMW con una distribucion
estrecha de pesos moleculares (I ~ 1,5 - 2,5) y con un esqueleto biodegradable definido caracterizado por
acumulacién potenciada del agente citostatico en el tumor y, también, tras la degradacion intracelular, por
eliminacion del portador de polimero del organismo. Su estructura emana de una parte central dendritica, que lleva
en ramas dendriticas injertos de polimero que contienen un farmaco unido covalentemente. Mediante la eleccién del
numero de injertos y su tamafio, es posible obtener altos pesos moleculares del polimero (hasta 1400000 g/mol). Se
describieron anteriormente sistemas similares [Wang 2000], una diferencia principal entre el sistema descrito y el del
objeto de la invencion y los sistemas publicados anteriormente consiste en que los sistemas descritos anteriormente
no tienen un esqueleto de polimero degradable de manera sencilla y el farmaco esta unido sélo a través de la
secuencia de oligopéptido GlyPheLeuGly degradable enzimaticamente. Para la modificaciéon de los extremos de las
ramas de dendrimeros, se us6 a menudo poli(etilenglicol) (PEG) [Gajbhiye 2009, Bai 2009]. La tarea principal de
PEG en estos sistemas era impedir grupos amino potencialmente téxicos de dendrimeros; PEG no sirve en este
caso como portador de moléculas biolégicamente activas. De manera similar al caso anterior, los sistemas no son
biodegradables. Si no se acumulasen en el organismo, su utilizaciéon se limita a pesos moleculares bajos de hasta
50000 g/mol.

El uso de dendrimeros con otros polimeros, a menudo biodegradables, se ha mencionado en la bibliografia de
patentes. Se unieron cadenas de poli(etilenglicol) a extremos de dendrimeros [Kojima 2003]. Se usaron
poli(aminoacido)s para la preparacion de conjugados de dendrimero-poli(aminoéacido) [patente de Li WO03055935],
en los que el conjugado se prepar6é mediante la polimerizacién de N-carboxianhidridos de a-aminoéacidos con
iniciadores de dendrimeros. En este caso, el injerto de poli(aminoacido) lleva una carga negativa significativa
(poli(acido glutamico) y poli(acido aspartico)), una carga positiva (poliarginina, polihistidina, polilisina) o son
hidr6fobos y por tanto insolubles en fluidos corporales. Se une un farmaco, por ejemplo paclitaxel, al polimero a
través de un enlace éster covalente. Debido a una alta densidad de carga en la superficie del sistema o su
considerable hidrofobicidad e insolubilidad, pueden producirse interacciones no deseadas con diversos tejidos y
acumulacién en el organismo (por ejemplo rifiones) tal como es tipico, por ejemplo, de poli(aminoacido)s cargados
negativamente [Rypéacek 1982]. Tampoco la unién de un farmaco al polimero con un enlace éster covalente sin un
espaciador biodegradable garantiza la liberacion del farmaco en su forma activa original. En sistemas que utilizan
injertos de poli(aminoéacido), s6lo se demuestra la degradacion parcial de poli(acido glutamico), en que sucede la
escision de un amplio espectro de fragmentos de bajo peso molecular y derivados de aminoacido del farmaco, que
no son necesariamente activos biolégicamente. La degradacion de tales sistemas se documenta en la bibliografia
s6lo en un sistema modelo que contiene catepsina B y los datos sobre su degradacion in vivo son incompletos.

Una ventaja del sistema segun la presente invencion son los injertos de polimero formados por un polimero soluble
en agua inerte, no cargado, que no interacciona con el organismo, a base de copolimero de HPMA, al que se une el
farmaco a través de espaciadores degradables intracelularmente que permiten la liberacién controlada de farmaco
activo en células y tejidos diana. Otra ventaja del sistema segun la invencion es la degradacién enzimatica o
reductora intracelular demostrada inequivocamente del esqueleto del portador en productos de polimero de
copolimero de HPMA soluble en agua inerte que pueden eliminarse del organismo mediante filtracion glomerular.
Por tanto, se garantiza la eliminacion del portador de polimero de HMW del organismo, tras el transporte de un
agente cancerostatico al sitio del tumor.

En la bibliografia, se describen otros sistemas, en los que se unieron cadenas hidréfilas de poli[N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida], poli(N-vinilpirrolidona), poli(metacrilato de etilenglicol), poli(N-isopropilacrilamida),
poli(acido acriclico), poli(acido metacrilico), poli(metacrilato de 2-aminoetilo], poli[N-(3-aminopropil)metacrilamida] y
poliimetacrilato de 2-(dimetilamino)etilo] a poli(s-caprolactona), poli(L-lactida), poli(D-lactida), poli(DL-lactida) y
poli(acido glicélico) lineal o en estrella [patente de Lele US7018655]. Los autores muestran que los sistemas asi
preparados forman sistemas de HMW que pueden utilizarse en el transporte de farmacos. Los sistemas forman
micelas o nanoparticulas en disolucion gracias a la naturaleza anfifila de su estructura, que contiene, por ejemplo,
poli(e-caprolactona) hidréfoba y un polimero a base de HPMA. El farmaco en estos sistemas se adsorbe entonces
mediante interaccién hidr6foba, sobre el nacleo hidréfobo del sistema, lo que no permite la liberacion controlada del
farmaco dependiendo de las condiciones externas y no puede impedir la liberacion del farmaco en el transcurso del
transporte. Ademas, este sistema en la mayoria de los casos tiene problemas similares a los del sistema descrito en
una patente [patente de Li WO03055935], es decir, una carga superficial e interacciones no deseadas en el
organismo.

En contraposicion al sistema mencionado anteriormente, que es, segun la invencion, soluble en agua y fluidos
corporales, sin posibilidad de agregacion, que lleva un farmaco unido a través de un espaciador biodegradable, lo
gue permite la liberacién controlada del farmaco en tejido tumoral o células diana.
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En la bibliografia, también se describen los sistemas que utilizan dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM) como
portadores, por ejemplo para farmacos antiinflamatorios [Kurtoglu 2009], en los que el farmaco (N-acetilcisteina) esta
unido a un dendrimero a través de un puente disulfuro escindible de manera reductora. En este sistema, el
dendrimero de PAMAM sirve como portador. Por tanto, debido al PAMAM, es dificil obtener un alto peso molecular,
lo que es importante para el direccionamiento pasivo al tejido tumoral.

Descripcion de lainvencion

El objeto de la presente invencion es la estructura y sintesis de nuevos portadores de farmacos de polimero de
HMW con estructuras dendriticas y sus conjugados de farmaco, que difieren de los sistemas descritos anteriormente
por distribuciones de pesos moleculares estrechas, estructura bien definida de los sistemas, esqueleto
biodegradable y sintesis simplificada. Los farmacos con polimero descritos se caracterizan por acumulacion
potenciada de un agente cistostatico en un tumor y por degradacion intracelular y la capacidad asociada del portador
de polimero para eliminarse del organismo tras la liberacion del farmaco y cumplir su tarea de portador.

El objeto de los portadores de polimero biodegradables de HMW segun la invencidn radica en que consisten en una
generacién Go hasta una generacion Gs central de estructura dendritica de poli(lamidoamina) y acido 2,2-
bis(hidroximetil)propanoico, a cuyos grupos amino o hidroxilo se une N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA)
semitelequélica a través de los extremos de cadenas de polimero usando espaciadores biodegradables.

Como espaciadores biodegradables, que pueden degradarse en organismo vivos principalmente en tejidos o células
diana, se usan enlaces disulfuro escindibles de manera reductora 0 secuencias de oligopéptido escindibles
enzimaticamente. El peso molecular de la estructura dendritica central asi como los injertos semitelequélicos se
selecciona por debajo del limite de eliminacion del organismo (aprox. 50000 g/mol para copolimeros de HMPA) de
modo que, tras la degradacion, todos los componentes del portador podrian eliminarse el organismo mediante
filtracion glomerular. Las secuencias de oligopéptido degradables enzimaticamente que unen el dendrimero a un
copolimero de HPMA contienen, preferiblemente, secuencias de GlyleuGly, GlyPheGly, GlyPhelLeuGly y
GlyleuPheGly.

Pueden introducirse espaciadores biodegradables en la estructura del portador de tres modos, mediante la reaccion
de grupos amino o hidroxilo en los extremos de las ramas del dendrimero usando polimeros semitelequélicos que
contienen espaciadores degradables, mediante la reaccion de un polimero semitelequélico con un dendrimero cuyos
grupos de extremo se modificaron con una estructura que contiene un espaciador biodegradable o introduciendo un
enlace disulfuro escindible de manera reductora en la estructura del conjugado mediante la reaccién de un grupo tiol
del dendrimero activado con un grupo de extremo tiol de un polimero semitelequélico.

Un aspecto de la invencion es adicionalmente un portador de polimero con una estructura dendritica de
polilamidoamina) en su parte central, que se injerta sobre los grupos amino con un copolimero de HPMA
semitelequélico, estando los injertos de polimero unidos al dendrimero a través del extremo de la cadena de
polimero por medio de un enlace amida y un espaciador biodegradable. El portador de polimero tiene las estructuras
esquemadticas | y Il
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5 Un objeto de la invencién es adicionalmente un portador de polimero, cuya parte central estd formada por una
estructura dendritica de generacion Go hasta generacion Gg a base de poli(amidoamina), que contiene 4-256 grupos
amino, piridildisulfanilo o carboxilo, con una unidad de nucleo formada preferiblemente por cisteamina, etilendiamina,

butano-1,4-diamina, hexano-1,6-diamina o dodecano-1,12-diamina.
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El objeto de la presente invencion es adicionalmente un portador de polimero, cuya parte central esta formada por
una estructura dendritica a base de acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico, a la que se une a través de los grupos
hidroxilo un copolimero de HPMA semitelequélico, estando los injertos de polimero unidos al dendrimero a través de
un enlace éster y un espaciador biodegradable. El portador de polimero tiene las estructuras esquematicas Il y IV.
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IV.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un portador de polimero dendritico, cuya parte central esta
formada por una estructura dendritica a base de &cido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico de generacién uno hasta
generacion seis, que contiene 8-256 grupos de extremo hidroxilo, piridildisulfanilo o carboxilo.

Un aspecto del portador de polimero dendritico segun la presente invencién es que contiene 2-28 injertos formados
por un copolimero de HPMA que contiene el 0,5 - 8% en moles de unidades de monémero de hidrazida de
aminoacido metacriloilada de SP1, en la que el aminoacilo se selecciona preferiblemente del grupo B-alanilo, 6-
aminohexanoilo (AH), 4-aminobenzoilo y/o el acilo complejo SP, derivado de hidrazidas de oligopéptidos GlyGly,
GlyPheGly, GlyleuGly, GlyleuPheGly y GlyPheLeuGly.

La invencion incluye ademas un portador de polimero de HMW, en el que se unen injertos de polimero a la parte
dendritica de poli(lamidoamina) central a través de un enlace biodegradable que contiene un disulfuro o un
oligopéptido biodegradable. El oligopéptido segun la invencion se selecciona preferiblemente del grupo de
oligopéptidos degradables enzimaticamente GlyleuGly, GlyPheGly, GlyPheLeuGly y GlyleuPheGly.

Un objeto adicional de la invencion es un conjugado de polimero de HMW con un farmaco, que consiste en un
portador de polimero dendritico segun la presente invencion y un farmaco unido al portador a través de un enlace
escindible hidroliticamente.

Un aspecto de la invencién es también un conjugado de polimero de HMW, en el que el farmaco es preferiblemente
un agente cancerostatico. Un aspecto adicional de la invencion es un conjugado de polimero dendritico, en el que el
agente cancerostatico es preferiblemente doxorubicina, unida al portador a través de un enlace hidrazona escindible
hidroliticamente.

Un aspecto adicional de la invencion es el conjugado de polimero de HMW segun la invencion, que consiste en un
portador de polimero segun la invencion y un farmaco unido mediante amida, en el que 2-28 injertos de copolimero
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de HPMA que contienen el 0,5 - 8% en moles de unidades de monémero de hidrazidas de oligopéptidos
metacriloiladas SP, con farmaco unido, preferiblemente doxorubicina, unida a través de un enlace amida en el
extremo de la secuencia de oligopéptido, seleccionandose el oligopéptido del grupo que consiste en GlyPheGly,
GlyleuGly, GlyleuPheGly y GlyPhelLeuGly.

Un objeto adicional de la invencién es un conjugado del portador de HMW derivado de una estructura dendritica y
con doxorubicina, en el que el contenido en doxorubicina es del 1-25% en peso. La presente invencion también
incluye una composicion farmacéutica que contiene, como componente activo, un conjugado de polimero de HMW
derivado de la estructura dendritica segun la invencién. La composicion esta destinada para el uso en el tratamiento
de tumores, concretamente de tumores soélidos, algunos tipos de linfoma y leucemia.

En conjugados de polimero, el portador lleva un farmaco unido a través de un enlace biodegradable, preferiblemente
un enlace hidrazona escindible hidroliticamente dependiente de pH o espaciador de oligopéptido escindible con
enzimas lisosémicas. El conjugado de polimero se construye para obtener un peso molecular suficientemente alto,
que podria superar significativamente el limite de exclusion del organismo para proporcionar un tiempo de
circulacion en sangre prolongado, un efecto de EPR suficientemente alto y captura en tejido tumoral sélido. El peso
molecular del conjugado puede controlarse mediante el de los polimeros semitelequélicos usados en la sintesis,
mediante el niumero de generaciones del dendrimero usado y la sustitucién de grupos de extremo dendriticos. El
peso molecular de tal sistema dendritico oscila preferiblemente entre 40000 y 1400000 g/mol, el contenido en Dox,
tanto en cadenas de polimero y como en el conjugado dendritico resultante oscila entre el 1 y el 25% en peso (el
0,3 — 8% en moles en el polimero).

Los conjugados de polimero dendritico segun la invencidon estan destinados predominantemente para aplicacion
intravenosa (inyeccion o infusién), pero también pueden aplicarse a tumores o por via intraperitoneal. El polimero
con un agente citostatico unido quimicamente es estable en la circulacion sanguinea, los espaciadores de
oligopéptido o enlaces hidrazona son relativamente estables en condiciones fisioldgicas del torrente sanguineo
(pH 7,4). Tras su extravasacion y captura en tumores sélidos, el conjugado disuelto penetra en las células tumorales
por pinocitosis gracias al efecto de EPR. Debido a una disminucién del pH desde un pH externo de 7,4 a uno
intracelular de 5-6, el enlace hidrazona se hidroliza, el agente citostatico se libera en células diana y se activa. De
manera similar, tras entrar en células tumorales, los enlaces disulfuro o espaciadores de oligopéptido se escinden en
el citoplasma y los lisosomas celulares. El farmaco se unid a través de un espaciador de oligopéptido y, al mismo
tiempo, el esqueleto de polimero se degrada en fragmentos, que pueden eliminarse del organismo. Si, ademas, si se
incorpora una estructura dendritica de PAMAM con nicleo de cisteamina en el conjugado, el nicleo ya contiene
enlaces disulfuro biodegradables que permiten la descomposicién del sistema en células tumorales en productos de
degradacion de pesos moleculares inferiores.

En contraposicién a los sistemas descritos en la bibliografia, el portador segun la presente invencién, tras cumplir su
funcién de un portador de HMW dirigido de manera pasiva, puede degradarse en el organismo en fragmentos de
polimero cortos biocompatibles y muy solubles. En un medio reductor ligeramente acido de la célula, los enlaces
disulfuro se reducen (segun la bibliografia, la concentracion de glutation en el citoplasma de células animales oscila
entre 1 y 5 mmol/l) y el sistema de HMW se descompone en fragmentos del polimero original, que pueden
eliminarse del organismo. Debe producirse una degradacion del portador similar con los portadores que contienen
cadenas de polimero unidas a la estructura dendritica a través de secuencias de oligopéptido escindibles
enzimaticamente. En este caso el esqueleto del polimero debe degradarse mediante la accion de enzimas
lisos6micas. La realidad del mecanismo de accién propuesto de conjugados de polimero segun la invencién se
documenta por la liberacién modelo de doxorubicina del portador de polimero y por la degradaciéon de polimeros
dendriticos estudiados en medio que imita las relaciones en la célula animal. Los resultados de estas pruebas,
incluyendo pruebas para la actividad antitumoral, se facilitan en los ejemplos de la presente solicitud de patente.

El objeto de la invencion son por tanto portadores de HMW biodegradables de agentes cancerostaticos y conjugados
de los portadores con agentes cancerostaticos seleccionados, preferiblemente doxorubicina, con efectos citotoxicos
y citostaticos pronunciados sobre tumores sélidos.

Los portadores de polimero y sus conjugados con farmacos pueden dividirse en los siguientes grupos:

El portador de polimero de tipo 1 se caracteriza porque el nicleo del sistema estd formado por un ndcleo de
dendrimero a base de polilamidoamina) con la parte central formada por cisteamina, etilendiamina, butano-1,4-
diamina, hexano-1,6-diamina o dodecano-1,12-diamina, con 4 - 256 grupos amino de extremo (véanse las
estructuras en los esquemas 11, 13 y 14) sobre los que se unen 2 - 28 injertos de copolimero de HPMA con pesos
moleculares de 10000- 50000 g/mol a través de espaciadores que contienen enlaces disulfuro escindibles de
manera reductora caracterizados porque los injertos de copolimero se seleccionan de un grupo de copolimeros de
HPMA semitelequélicos con estructuras y composicion facilitadas en los esquemas 7-10.

El portador de polimero de tipo 2 se caracteriza porque el nicleo del sistema esta formado por una estructura

dendritica a base de acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico, con 8 - 256 grupos de extremo hidroxilo (véanse las
estructuras en los esquemas 12 - 14) sobre los que se unen 2 - 28 injertos de copolimero de HPMA con pesos
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moleculares de 10000 - 50000 g/mol a través de espaciadores que contienen enlaces disulfuro escindibles de
manera reductora caracterizados porque los injertos de polimero se seleccionan del grupo de copolimeros de HPMA
semitelequélicos con estructuras y composiciones facilitadas en los esquemas 7-10.

El portador de polimero de tipo 3 se caracteriza porque el nicleo del sistema esta formado por la misma estructura
dendritica que en el caso del portador de polimero de tipo 1, estando el polimero semitelequélico unido a través de
secuencias de oligopéptido biodegradables, GlyPhelLeuGly, caracterizado porque el injerto de polimero se
selecciona de un grupo de copolimeros de HPMA semitelequélicos con estructuras y composiciones facilitadas en
los esquemas 1-6.

El portador de polimero de tipo 4 se caracteriza porque el nicleo del sistema esta formado por el mismo dendrimero
gue en el caso del portador de polimero de tipo 2, estando el polimero semitelequélico unido a través de secuencias
de oligopéptido biodegradables, preferiblemente GlyPhelLeuGly, caracterizado porque el injerto de polimero se
selecciona de un grupo de copolimeros de HPMA semitelequélicos con estructuras y composiciones facilitadas en
los esquemas 1-6.

Las estructuras de los conjugados de polimero de tipo 1 - 4 son idénticas a las estructuras de portadores de
polimero; sin embargo, se une un agente cancerostatico a injertos de polimero mediante simplemente enlaces
hidrazona escindibles hidroliticamente o enlaces amida escindibles enziméaticamente en el extremo de la secuencia
de oligopéptido (espaciador). El peso molecular de los conjugados de polimero oscila entre 40000 y 1400000 g/mol
dependiendo del tamafio del resto dendritico, la longitud del polimero semitelequélico y el grado de sustitucion.

Estructuras de portadores de polimero dendritico y sus conjugados con doxorubicina

La sintesis de portadores de polimero y conjugados de polimero con Dox unida segun la invencion se lleva a cabo
en varias etapas. Consiste en la sintesis de mondémeros (HPMA, oligopéptidos metacriloilados con Dox unida como
amida, derivados metacriloilados de aminoacidos y oligopéptidos terminados con grupo hidrazida o hidrazida
protegido con Boc), sintesis posteriores de precursores de polimeros (polimeros semitelequélicos con grupos de
extremo reactivos para unirse a la estructura dendritica central y que llevan a lo largo de las cadenas grupos
hidrazida protegidos o no protegidos o restos de farmaco unidos a través de un espaciador de oligopéptido)
preparados mediante polimerizacion por radicales. Se describi6 en detalle anteriormente la sintesis de monémeros y
precursores de polimeros semitelequélicos [patente de Etrych CZ 298 945 B6, Etrych 2008]. Se realiz6 la sintesis de
polimeros semitelequélicos mediante polimerizacién por radicales en presencia de un agente de transferencia de
cadena (acido 3-sulfanilpropanoico) (SPA) o mediante copolimerizacién iniciada con un iniciador azo bifuncional
(acido 3,3-azobis(cianoisovalérico)) (ABIA), o 3,3'-[4,4’-azobis(4-ciano-4-metil-1-oxobutano-4,1-diil)]bis(tiazolidin-2-
tiona), ABIA-TT) o mediante una polimerizacion por radicales controlada (RAFT, transferencia de cadena por
adicion-fragmentacion reversible) iniciada con azobisisobutironitrilo y &cido 4-ciano-4-tiobenzoilsulfanilpentanoico
seguido por reduccién con borohidruro de sodio.

Los copolimeros semitelequélicos se caracterizan porque contienen un 85 — 99% en moles de unidades de HPMA,
un 1 - 15% en moles de unidades de hidrazidas de aminoacido protegidas con Boc metacriloiladas u oligopéptidos u
oligopéptidos metacriloilados con un farmaco unido y un grupo reactivo en el extremo de la cadena reactiva. En la
sintesis de portadores y conjugados, se usaron copolimeros semitelequélicos, que contenian los siguientes grupos
reactivos: carboxilo, carboxitiazolidintiona (TT), grupo amino primario, tiol y piridildisulfanilo (PDS). Las estructuras

de los polimeros se facilitan a continuacion en los esquemas que muestran las estructuras de polimeros, portadores
y conjugados. Se usan los siguientes simbolos:

(i) SP;1 para acilo de aminoacido en hidrazidas de aminoacido metacriloiladas, por ejemplo glicilo, B-alanilo, 6-
aminohexanoilo (AH), 4-aminobenzoilo y/o un acilo complejo derivado de los oligopéptidos GlyGly, GlyPheGly,
GlyleuGly, GlyleuPheGly y GlyPhelLeuGly;

(ii) SP, para acilo complejo en amidas de aminoacido metacriloiladas derivadas de secuencia de oligopéptido
degradable enzimaticamente que contiene, preferiblemente, las secuencias de oligopéptido biodegradables
GlyleuGly, GlyPheGly, GlyPheLeuGly y GlyleuPheGly);

(iii) MA para metacriloilo

(iv) AE para 2-aminoetilo

(v) SP para sulfanilpropanoilo.

Lista de copolimeros

Polimero 1

Copolimero de HMPA e hidrazidas de oligopéptido o hidrazidas de aminoacido metacriloiladas, estando los grupos
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hidrazida protegidos con Boc (-CONHNH-Boc), el copolimero contiene grupo de cadena de extremo carboxilo o éster
N-succinimidilico reactivo (polimero 1a). Se preparé el copolimero mediante copolimerizacién en presencia de
agente de transferencia de cadena (4cido sulfanilpropanoico, SPA). En la segunda etapa, se transformé el grupo de
extremo de cadena de SPA(-COOH) en éster N-succinimidilico mediante la reaccion de N-hidroxisuccinimida/DCC.

OH HN
\NH

CH, )\
o )
H,C /}\Cﬂs
CH,

Esquema 1: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-Boc)-SPA-OSu (polimero 1a)

10 Copolimero de HPMA con aminoacidos metacriloilados u oligopéptidos terminados con grupo hidrazida protegido
con Boc, el copolimero contiene grupo de extremo de cadena de carboniltiazolidin-2-tiona (polimero 1b) o grupo de
extremo de cadena de éster N-succinimidilico (polimero 1c) reactivo.

o
—_ 1c
_O—N
o
—R =
OH HN
SNH
s
cH A
AN S,
| N
H,C CH, .
CH,

15
Esquema 2: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-Boc)-TT (polimero 1b) o poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-
Boc)-OSu (polimero 1c)

Se prepar6 copolimero de HPMA con aminoacidos metacriloilados u oligopéptidos terminados con grupo hidrazida
20 protegido con Boc y grupo éster N-succinimidilico de extremo de cadena de un oligopéptido biodegradable, por

ejemplo GlyPhelLeuGly, generalmente SP2 (polimero 1d), mediante sintesis de dos etapas. En la primera etapa, se

hizo reaccionar éster N-succinimidilico de copolimero de poli(HPMA-co-MA-AHNHNH-Boc)-SPA-OSu con el grupo

amino de oligopéptido GFLG. En la segunda etapa, se transformé el grupo de extremo de cadena carboxilo del

copolimero preparado poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-GFLG-COOH en el éster N-succinimidilico mediante
25 la reaccion de N-hidroxisuccinimida/DCC.
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o] o

H,C CH,
CH,

Esquema 3: Estructuras de poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-Boc)-SPA-SP2-OSu (polimero 1d)

Se prepararon copolimeros de HPMA y oligopéptido metacriloilados con farmaco unido mediante grupo amida
mediante polimerizacion por radicales de HPMA llevada a cabo en presencia de SPA como agente de transferencia
de cadena. Los copolimeros estan terminados con grupos carboxilo o éster N-succinimidilico (polimero 1le). Se
prepararon los copolimeros mediante copolimerizaciéon en presencia de agente de transferencia de cadena SPA. En
la segunda etapa, se transformé el grupo de extremo carboxilo en el éster N-succinimidilico mediante la reaccién de
N-hidroxisuccinimida/DCC.

CH,

Esquema 4: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP2-Dox)-SPA-OSu (polimero 1e)

Se prepar6 un copolimero de HPMA y oligopéptidos metacriloilados con un farmaco unido mediante enlace amida
gue termina con grupo de extremo carboniltiazolidin-2-tiona (polimero 1f) mediante polimerizacion por radicales de
los monémeros correspondientes iniciada con ABIA-TT. Se prepar6 el copolimero terminado con grupo éster N-
succinimidilico de un modo similar con iniciacion con ABIA-TT y posterior activacion del grupo de extremo de cadena
carboxilo con N-hidroxisuccinimida (polimero 1g).
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Esquema 5: Estructuras de poli(HPMA-co-MA-SP2-Dox)-TT (polimero 1f y polimero 1g)

Se prepararon copolimeros de HPMA y oligopéptidos metacriloilados con un farmaco unido mediante amida, con
éster N-succinimidilico de extremo de cadena de oligopéptido biodegradable (por ejemplo GlyPheLeuGly),
generalmente SP2 (polimero 1h), mediante sintesis de dos etapas. En la primera etapa, se hizo reaccionar éster
succinimidilico de copolimero poli(HPMA-co-MA-SP2-Dox)-SPA-OSu con el grupo amino del oligopéptido. En la
segunda etapa, se transformé el grupo de extremo de cadena carboxilo del copolimero preparado poli(HPMA-co-
MA-SP2-Dox)-SPA-GFLG-COOH en el éster N-succinimidilico mediante la reaccion de N-hidroxisuccinimida/DCC.

CH, T

o NH

(0]
CH,
s sP, _N
\/\”/ -0 -
s
0 (o]
o sP,
OH DOX

Esquema 6: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP2-Dox)-SPA-SP2-OSu (polimero 1h)

Polimeros 2

Se preparo el copolimero basico de HPMA e hidrazida de oligopéptido o aminoacido metacriloilada, estando los
grupos hidrazida protegidos con Boc, con la cadena principal terminada con tiol mediante copolimerizacion RAFT de
HPMA y comondmero relevante y posterior reduccién con borohidruro de sodio (polimero 2z).
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OH HN
SNH
CH,
o o
H,C CH,
CH,

Esquema 7: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-Boc)-SH (polimero 2z)

5 Se prepararon copolimeros de HPMA de HPMA e hidrazidas de oligopéptido 0 aminoacido metacriloiladas, estando
las hidrazidas protegidas con N-Boc, con la cadena principal terminada con grupo tiol mediante la reaccion de éster

succinimidilico de polimero la con 2-(2-piridildisulfanil)etilamina (PDEA) y posterior reduccion con ditiotreitol (DTT)
(polimero 2a).

10
Esquema 7b: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-Boc)-SPA-AE-SH (polimero 2a)
Se prepararon el copolimero de HPMA e hidrazida de oligopéptido o aminoacido metacriloilada, estando los grupos
15 hidrazida protegidos con Boc, con la cadena principal terminada con grupo tiol mediante la reaccion de grupos

carboxilo de extremo de cadena activados de los polimeros 1b y 1c con PDEA y posterior reduccién con DTT
(polimero 2b).
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OH HN

SN

CH, )\
o o
H;C/I\Cﬂs
CH,

Esquema 8: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP1-NHNH-Boc)-AE-SH (polimero 2b)

Se prepararon copolimero de HPMA vy oligopéptidos metacriloilados con farmaco unido mediante amida, con la
cadena principal terminada con grupo tiol mediante la reaccion de grupos de extremo de cadena de éster
succinimidilico de polimero 1e con PDEA y posterior reduccién con DTT (polimero 2c).

\I/ou :lmx

Esquema 9: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP2-Dox)-SPA-AE-SH (polimero 2c)

Se prepararon copolimero de HPMA vy oligopéptidos metacriloilados con farmaco unido mediante amida, con la
cadena principal terminada con grupo mediante la reaccion de grupos de extremo de cadena carboxilo activados de
polimero 1f y polimero 1g con PDEA y posterior reducciéon con DTT (polimero 2d).

Esquema 10: Estructura de poli(HPMA-co-MA-SP2-Dox)-AE-SH (polimero 2d)

Dendrimero
Se us6 generacion de cero a seis de estructuras dendriticas como partes centrales en conjugados de polimero.

Preferiblemente, se usaron dendrimeros de PAMAM con unidades de nulcleo de cisteamina, etilendiamina, butano-
1,4-diamina, hexano-1,6-diamina o dodecano-1,12-diamina y con grupos amino primarios como grupos de extremo
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(esquema 11)

5 Esquema 11: Primera generacion de dendrimero de PAMAM con la unidad de ndcleo de cisteamina

(]

un dendrimero a base de &cido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico (BPA) con grupos de extremo hidroxilo (esquema 12)
10

HOD

2l
St
S

HO

Esquema 12: Primera generacion de dendrimero a base de acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico

15 En la sintesis de algunos conjugados y portadores de polimero biodegradables, se transformaron los grupos amino o
hidroxilo de dendrimeros de PAMAM o BPA en grupos piridildisulfanilo (PDS) de extremo (esquema 13), antes de la
reaccion con un polimero semitelequélico. En el dendrimero que contiene grupos amino, se modificaron los grupos
amino mediante un oligopéptido SP2 escindible con enzimas lisosémicas (esquema 14). Se introdujeron los grupos
piridildisulfanilo mediante la reacciéon de grupos amino con grupos succinimidilo de [3-(2-piridildisulfanil)]propanoato

20 de N-succinimidilo (SPDP) o mediante la reaccién de grupos hidroxilo con acido 3-(2-piridildisulfanil)]propiénico
usando el método de DCC. Se introdujo el oligopéptido mediante la reaccién de grupos amino o hidroxilo del
dendrimero con oligopéptido protegido con Fmoc usando el método de DCC.
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PDS
L]
NH
S H
" N-PDS

NH
HN,
PDS NH
PDS
- PDS
PDS, PDS
o o

0=-PDS

Esquema 13: Dendrimero de PAMAM con grupos de extremo PDS y dendrimero de BPA con grupos de extremo
PDS
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Esquema 14: Dendrimeros de PAMAM y BPA con oligopéptido GFLG unido

A continuacién en el presente documento, el portador de polimero es un polimero de HMW sin farmaco unido, que
contiene una estructura dendritica. El conjugado de polimero es entonces un portador de polimero con farmaco
unido. El farmaco, preferiblemente doxorubicina, se une al portador a través de un enlace hidrazona, tras eliminar el
grupo protector Boc. La unién de Dox al portador se realiza en metanol en presencia de acido acético. En el caso
doxorubicina unida mediante amida, el conjugado de polimero se prepara mediante la reaccion de copolimeros
semitelequélicos que llevan Dox con el dendrimero correspondiente.
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Debido a la estructura del conjugado y el mecanismo de degradacién de la estructura de polimero, los conjugados
de polimero segun la invencién se dividen en cuatro grupos basicos:

Conjugado 1
5
El conjugado 1 consiste en una estructura dendritica de PAMAM central a la que se unen cadenas de polimero que
llevan farmacos a través de enlaces disulfuro degradables de manera reductora. Los farmacos se unen a las
cadenas de polimero con enlaces hidrazona o amida (véase el esquema 15).
Dok
Dox
Dox
Dox
Dox
Dox °
HN s Hg‘-"svs Dox
Dox $
mcgo H;ED Dox
s's‘\_f ol.-/- N u.._/"' L\ K
n-f‘“ "Hn{_ /}H~ ‘/\é H ¥
o M NV”E'S/\’"‘—L
o u\/‘uk"/— ) o o HL\ H [+]
J o‘j N N
$ S B T
§ 0™ WM Dox
. of" 2
Dox . S . H SH Dox
]
Dox
Dox
Dox
10
Esquema 15: Conjugado 1 con dendrimero de PAMAM que contiene nicleo de cisteamina (primera generacion)
La linea en zigzag indica la cadena de PAMAM.
15

Conjugado 2

El conjugado 2 consiste en una estructura dendritica de BPA central a la que se unen cadenas de polimero que
llevan farmacos a través de enlaces disulfuro degradables de manera reductora. Los farmacos se unen a las
20 cadenas de polimero con enlaces hidrazona o amida (véase el esquema 16).
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Esquema 16: Conjugado 2 con un dendrimero de BPA (primera generacion) (la linea en zigzag indica la cadena de
copolimero de HPMA)

Conjugado 3
El conjugado 3 consiste en una estructura dendritica de PAMAM central a la que se unen cadenas de polimero que

llevan farmacos a través de oligopéptido degradable enzimaticamente. Los farmacos se unen a las cadenas de
10 polimero con enlaces hidrazona o amida (véase el esquema 17).
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Esquema 17: Conjugado 3 con un dendrimero de PAMAM (primera generacion). La linea en zigzag indica la cadena
de copolimero de HPMA

Conjugado 4

El conjugado 4 consiste en una estructura dendritica de BPA central a la que se unen cadenas de polimero que
llevan farmacos a través de oligopéptido degradable enzimaticamente. Los farmacos se unen a las cadenas de

10 polimero con enlaces hidrazona o amida (véase el esquema 18).
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Dox 3Fy

Esquema 18: Conjugado 4 con un dendrimero de BPA (primera generacién). La linea en zigzag indica la cadena de
copolimero de HPMA

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la dependencia del tiempo de la Dox liberada a partir de los conjugados de polimero dendritico 1
y 2, y el conjugado de polimero lineal 3 a pH 5 (Dox se une a través de enlaces hidrazona) incubado en un tampon
de pH 5 (que imita el medio intracelular).

La figura 2 muestra la dependencia del tiempo de la Dox liberada a partir de los conjugados de polimero dendritico 1
y 2, y el conjugado de polimero lineal 3 a pH 7,4 (Dox se une a través de enlaces hidrazona) incubado en un tampdn
de pH 7,4 (que imita el torrente sanguineo).

La figura 3 muestra la dependencia del tiempo del peso molecular del conjugado de polimero 1 incubado en tampon
fosfato que contiene glutation(c = 3,10 mol/l).

La figura 4 muestra la dependencia del tiempo del peso molecular del conjugado de polimero 3 durante la incubacion
en tampon fosfato que contiene catepsina B (c = 5,107 mol/l).

La figura 5 representa el crecimiento tumoral tras la administracién de K-1 HYD con doxorubicina unida mediante
hidrazona, K-1 AM con doxorubicina unida mediante enlace amida y conjugados de polimero lineales LIN HYD a LIN
AM.

La figura 6 muestra la supervivencia de ratones con tumor EL4 tras la administracion de K-1 HYD con doxorubicina
unida mediante enlace hidrazona, K-1 AM con doxorubicina unida mediante enlace amida y conjugados de polimero
lineales LIN HYD a LIN AM.

La figura 7 representa la supervivencia de ratones curados con conjugados de polimero (véanse las figuras 5y 6) y
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en los que volvié a trasplantarse una dosis letal de las células tumorales originales (linfoma de células T de raton EL
4,1 x 10° células).

Ejemplos parallevar a cabo la invencion

Ejemplos de sintesis y propiedades de los conjugados

Ejemplos de sintesis de productos intermedios y conjugados de doxorubicina - polimero
Ejemplo 1

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico (usando agente de transferencia de cadena SPA) poli(HPMA-co-
MA-AH-NHNHBoc)-SPA-OSu (polimero 1a)

Se preparé el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-OSu mediante copolimerizacion
por radicales por precipitacion de HPMA y MA-AH-NHNH-Boc en acetona a 50°C en presencia de iniciador 2,2’-
azobis(2-metilpropionitrilo) (AIBN) y agente de transferencia de cadena SPA. En algunos casos, los grupos de
extremo carboxilo se transformaron en la segunda etapa en éster N-succinimidilico mediante la reaccién con N-
hidroxisuccinimida/DCC tal como se describié anteriormente (Etrych, patente CZ 298 945 B6).

Ejemplo 2

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT

(Polimero 1b)

Se prepar6 el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT mediante copolimerizacion por
radicales en disolucién de HPMA y MA-AH-NHNH-Boc en DMSO a 60°C iniciada con ABIA-TT (Etrych, patente CZ
298 945 B6).

Ejemplo 3

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-OSu

(Polimero 1c)

Se preparé el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-OSu mediante copolimerizacion
por radicales en disolucion de HPMA y MA-AH-NHNH-Boc en etanol a 50°C en presencia de iniciador ABIA y
posterior activacion de los grupos de extremo de cadena carboxilo mediante transformacion en éster N-
succinimidilico (Etrych, patente CZ 298 945 B6).

Ejemplo 4

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-GFLG-OSu

(Polimero 1d)

Se preparé el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-GFLG-OSu mediante una sintesis
de dos etapas. En la primera etapa, se hizo reaccionar éster N-succinimidilico de copolimero poli(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-OSu con grupo amino de oligopéptido GFLG. En algunos casos, los grupos de extremo carboxilo del
copolimero poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-GFLG-COOH preparado se transformaron, en la segunda etapa,
en éster N-succinimidilico mediante la reaccién con N-hidroxisuccinimida/DCC tal como se describié anteriormente
(Etrych, patente CZ 298 945 B6).

Ejemplo 5

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico (incluyendo transferencia de cadena con SPA) poli(HPMA-co-MA-
GFLG-Dox)-SPAOSu

(Polimero 1e)
Se prepar6 el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-OSu mediante copolimerizacion por
radicales por precipitacion de HPMA y MA-GFLG-Dox en acetona a 50°C en presencia de iniciador AIBN y agente de

transferencia de cadena SPA. En la segunda etapa, los grupos de extremo de cadena carboxilo se transformaron en
grupos éster N-succinimidilico mediante la reaccién con N-hidroxisuccinimida/DCC. [Ulbrich 2000].
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Ejemplo 6
Sintesis de precursor de polimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-TT
(Polimero 1f)

Se prepar6 el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-TT mediante copolimerizacion por radicales
en disolucion de HPMA y MA-GFLG-Dox en DMSO a 60°C, iniciada con ABIA-TT.

Se disolvieron 220 mg (1,54 mmol) de HPMA, 25 mg (0,025 mmol) de MA-GFLG-Dox en 1,7 ml de DMSO y se
transfiri6 la disolucién a una ampolla de polimerizacion, en la que habia 84 mg (0,170 mmol) de ABIA-TT (el 4% en
peso). Se burbujed nitrégeno a través de la disolucion en una ampolla durante 15 min; se sellé la ampolla y se
coloc6 en un termostato a 60°C. El iniciador se disolvioé tras 3 min a 60°C. Tras 6 h, se precipit6 la mezcla de
reaccion en 50 ml de acetona-dietil éter 2:1. Se disolvio el copolimero en 3 ml de metanol y se precipitd de nuevo en
50 ml del mismo disolvente mixto. Se separ6 por filtracion el copolimero precipitado y se secd hasta peso constante.

Ejemplo 7
Sintesis de precursor de polimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-GFLG-OSu (polimero 1h)

Se preparo el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-GFLG-OSu mediante una sintesis de
dos etapas descrita en la preparacion de poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-GFLG-OSu (ejemplo 4). En la
primera etapa, se hizo reaccionar éster N-succinimidilico de copolimero poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-OSu
con el grupo amino de oligopéptido GFLG. El extremo carboxilo de copolimero poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-
OSu con grupo amino de oligopéptido GFLG. En la segunda etapa, se transformaron los grupos de extremo de
cadena carboxilo del copolimero poli(HPMA-co-MA-GFLGDox)-SPA-GFLG-COOH preparado en éster N-
succinimidilico mediante la reaccion con N-hidroxisuccinimida/DCC.

Ejemplo 8
Sintesis de precursor de polimero semitelequélico - poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-AE-SH (polimero 2a)

Se prepardé el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-AE-SH mediante reaccion de
polimero analogo de copolimero poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-OSu con un reactivo bifuncional, 2-(2-
piridildisulfanil)etilamina (PDEA), en DMSO y posterior reduccion con ditiotreitol (DTT) en tampon fosfato 0,5 M (NaCl
0,1 M, pH 7,4). Se disolvieron 8 mg de PDEA.HCI (0,036 mmol) en 0,5 ml de DMSO y se afiadieron 6 pl de
etil(diisopropil)amina (0,036 mmol) con agitaciéon intensa. Tras 5 min, se afiadié una disolucion de 300 mg de
poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPAOSu (grupos TT, 0,026 mmol) en 4 ml de DMSO con agitacién intensa a
temperatura ambiente. Tras 2 h, se diluyo la mezcla de reaccion hasta 15 ml con metanol y se purificé el copolimero
eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante cromatografia en gel sobre una columna llena con
Sephadex LH-20 (metanol, deteccion RI). Se concentr6é la fraccion de polimero sobre un evaporador de vacio
rotatorio hasta 6 ml y se aislo el copolimero mediante precipitacion en 80 ml de acetona - dietil éter 3:1. En la
siguiente etapa, se disolvieron 300 mg del polimero con grupos PDS (0,024 mmol) en 5 ml de tampdn fosfato y se
afadioé una disolucion de 18,5 mg de DTT en 0,4 ml de agua destilada. Tras 1 h, se purificé el polimero eliminando
impurezas de bajo peso molecular mediante filtracién en gel en disolucién acuosa sobre una columna llena con
Sephadex G-25. Se aislé el polimero mediante liofilizacion y se almacend bajo argén a -18°C.

Ejemplo 9

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico - poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-AE-SH (polimero 2b)

Se preparé el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-AE-SH mediante una reaccion de
polimero anélogo de copolimero poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-OSu o poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT
con reactivo bifuncional PDEA en DMSO y mediante la posterior reduccion con DTT en tampén fosfato 0,5 M (NaCl
0,1 M, pH 7,4) mediante el procedimiento descrito en el ejemplo 8.

Ejemplo 10

Sintesis de precursor de polimero semitelequélico - poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-AE-SH (polimero 2c)

Se prepard el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-AE-SPK-SH mediante una reaccion de
polimero analogo de copolimero poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-OSu con reactivo bifuncional PDEA en DMSO y

mediante la posterior reduccion con DTT en tampén fosfato 0,5 M (NaCl 0,1 M, pH 7,4) mediante el procedimiento
descrito en el ejemplo 8.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2458 841 T3

Ejemplo 11
Sintesis de precursor de polimero semitelequélico - poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-AE-SH (polimero 2d)

Se preparé el copolimero semitelequélico poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-AE-SH mediante una reaccion de polimero
analogo de copolimero poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-OSu o poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-TT con reactivo
bifuncional PDEA en DMSO y mediante la posterior reduccion con DTT en tampon fosfato 0,5 M (NaCl 0,1 M,
pH 7,4) mediante el procedimiento descrito en el ejemplo 8.

Ejemplo 12
Sintesis de dendrimero con grupos PDS

Se prepararon dendrimeros de PAMAM o BPA que contenian grupos piridildisulfanilo (dendrimero-PDS) mediante la
reaccion de grupos amino o hidroxilo de dendrimeros con grupos succinimidilo de [3-(2-piridildisulfanil)]propanoato
de N-succinimidilo (SPDP) o grupos carboxilo de acido 3-(2-piridildisulfanil)propanoico usando el método de DCC.

Se disolvieron 5 mg de dendrimero de PAMAM de segunda generacion (grupos amino, 0,026 mmol) en 0,5 ml de
metanol y, con agitacion constante, se afiadié una disolucion de 23 mg de SPDP (0,071 mmol) en 0,5 ml de metanol.
Tras 2 h, se purifico el dendrimero modificado eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante cromatografia
en gel sobre una columna llena con Sephadex LH-20 en metanol (deteccion RI). Se concentraron las fracciones que
contenian el dendrimero en un evaporador de vacio rotatorio hasta 1 ml y se aislé el dendrimero mediante
liofilizacion a partir de una mezcla de metanol-agua 1:3.

Ejemplo 13
Sintesis de un dendrimero con oligopéptido unido

Se prepararon dendrimeros de PAMAM o BPA con oligopéptidos unidos (dendrimero-SP>) que contenian grupos de
extremo amino mediante la reacciéon de grupos amino o hidroxilo de dendrimeros con grupos carboxilo de
oligopéptidos protegidos con N-Fmoc en presencia de reactivo de condensacion DCC.

Se disolvieron 40 mg de oligopéptido protegido con N-Fmoc GFLG (0,065 mmol) en 0,9 ml de DMF vy, tras enfriar
hasta -18°C, se afiadié una disolucion de 13,5 mg de DCC (0,065 mmol) en 0,1 ml de DMF. Tras 30 min, se afiadio
una disolucion de 10 mg de dendrimero BPA de segunda generacion (grupos hidroxilo, 0,052 mmol) en 0,5 ml de
DMF a la mezcla de reaccion enfriada. Se agité la mezcla durante 90 min a 4°C y a temperatura ambiente durante
otras 2 h. Entonces se diluyé la mezcla de reaccién hasta 5 ml con metanol y se purificd el dendrimero modificado
eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante cromatografia en gel sobre una columna llena con
Sephadex LH-20 en metanol (deteccion RI). Se concentraron las fracciones que contenian dendrimero en un
evaporador de vacio rotatorio hasta 1 ml y se aislé el dendrimero mediante precipitacion en dietil éter. Se obtuvieron
los grupos amino libres sobre dendrimero modificado mediante desproteccion de grupos amino protegidos con Fmoc
en una disolucién al 25% de piperidina en DMF.

Ejemplo 14
Sintesis de conjugados de polimero 1y 2

Se prepar6 el conjugado de polimero 1 6 2 con un farmaco unido por medio de enlace amida al extremo de la
secuencia de oligopéptido mediante la reaccién de grupos PDS de dendrimero de PAMAM o BPA modificado con
grupos tiol de polimeros 2c o 2d.

Se disolvieron 150 mg de poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-AE-SH (grupos SH, 0,010 mmol) en 3 ml de tampén fosfato
0,5 M con NaCl 0,1 M y &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,01 M, pH 7,4) y se afiadid la disolucion a una
disolucién con agitacion de 6,5 mg de dendrimero-PDS (grupos PDS, 0,013 mmol) en 1 ml de metanol afiadido a
una disolucién con agitacion de dendrimero-PDS (grupos PDS, 0,013 mmol) en 1 ml de metanol a la temperatura del
laboratorio. Tras 4 h de reaccién a temperatura ambiente, se diluyé la disolucién hasta 10 ml de metanol y se purifico
el conjugado de polimero eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante cromatografia en gel sobre
Sephadex LH-20 en metanol. Se concentraron las fracciones de polimero en un evaporador de vacio rotatorio hasta
2 mly se aisl6 el copolimero mediante precipitacion en 30 ml de acetato de etilo. Se sec6 el producto hasta peso
constante.

Se prepar6 el conjugado de polimero 1 é 2 con farmaco unido mediante hidrazona mediante la reaccién de los
grupos PDS del dendrimero-PDS con grupos SH del polimero 2a o 2b, la posterior desproteccion de grupos
hidrazida con acido trifluoroacético (TFA) y la unién de Dox en metanol bajo catalisis con acido acético.

Se disolvieron 200 mg de poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-AE-SH (grupos SH, 0,014 mmol) en 4 ml de
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tampon fosfato 0,5 M (NaCl 0,1 M, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,01 M, pH 7,4) y se afadié la disolucion
a temperatura ambiente a una disolucién con agitacién de 8,5 mg de dendrimero-PDS (0,017 mmol de grupo PDS)
en 1,5 ml de metanol. Tras 4 h de reaccién a temperatura ambiente, se diluy6 la disolucién hasta 13 ml con metanol
y se purificé el portador de polimero eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante cromatografia en gel
sobre una columna de Sephadex LH-20 en metanol. Se concentraron las fracciones de polimero en un evaporador
de vacio rotatorio hasta 2 ml y se aisld el copolimero mediante precipitacion en 30 ml de acetato de etilo. Se secé el
producto hasta peso constante. En la desproteccion del portador de polimero protegido con Boc, se disolvieron
190 mg del portador en 5 ml de una mezcla de TFA-triisopropilsilano-agua 95:2,5:25. Tras 15 min, se evaporo
repetidamente la mezcla con metanol (exceso de cinco veces) en un evaporador en vacio con bomba de agua hasta
que precipitaron cristales pequefios. Se disolvié el producto en agua y se ajusté el pH de su disolucién a pH 7-8. Se
purificé el portador de polimero eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante cromatografia en gel sobre
una columna de Sephadex G-25 en agua destilada (deteccion RI). Se aislé el polimero de fracciones de polimero
mediante liofilizacién en un dispositivo Lyovac GT-2. Para la union de Dox, se disolvieron 180 mg de portador de
polimero en 2 ml de metanol y se transfirid la disolucion a una célula termostatizada en la que habia 20 mg de
Dox.HCI (0,034 mmol). Se agité la suspensién no homogénea obtenida en la oscuridad a 25°C vy, tras 1 min, se
afladieron 100 ul de &cido acético. Durante la reaccion, se disolvid sucesivamente la suspensién vy, tras 23 h de
reaccion, se purifico el producto de polimero eliminando impurezas de bajo peso molecular y farmaco libre mediante
cromatografia en gel en una columna de Sephadex LH-20 en metanol. Se concentraron las fracciones de polimero
en un evaporador de vacio rotatorio hasta 3 ml. Se aislé el conjugado de polimero mediante precipitacion en 30 ml
de acetato de etilo. Se seco el producto hasta peso constante.

Ejemplo 15
Sintesis de conjugados de polimero 3y 4

Se prepar6 el conjugado de polimero 3 6 4 que contiene un farmaco unido a través de un grupo amida por medio de
un oligopéptido mediante la reaccion de dendrimero de PAMAM o BPA modificado con amino-GFLG-NH; con grupos
TT u OSu del polimero le, 1f o 1g, o mediante la reaccion de grupos succinimidilo o carboxilo del polimero 1h,
poli(HPMA-co-MA-GFLG-Dox)-SPA-GFLGOSu, con grupos amino o hidroxilo del dendrimero.

Se disolvieron 100 mg de polimero 1f (grupos OSu, 0,006 mmol) en 2 ml de DMSO y se afiadié la disolucion a la
temperatura del laboratorio a una disolucién con agitacion de 1,9 mg de dendrimero (grupos GFLG-NH>,
0,009 mmol) en 1 ml de metanol. Tras 2 h de reaccion a la temperatura del laboratorio, se diluy6 la disolucién hasta
8 ml con metanol y se purific6 el conjugado de polimero eliminando impurezas de bajo peso molecular mediante
cromatografia en gel sobre una columna de Sephadex LH-20 en metanol. Se concentraron las fracciones de
polimero en un evaporador de vacio rotatorio hasta 2 ml y se aislé el conjugado de copolimero mediante
precipitacion en 30 ml de acetato de etilo. Se seco el producto hasta peso constante.

Se prepar6 el conjugado de polimero 3 6 4 con un farmaco unido mediante hidrazona mediante la reacciéon de
grupos amino de dendrimero de PAMAM o BPA modificado-GFLG-NH, con grupos TT u OSu de los polimeros 1a,
1b o 1c, o mediante la reaccion de grupos succinimidilo o en algunos casos de grupos carboxilo del polimero 1d
poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-SPA-GFLGOSu con grupos amino o hidroxilo de un dendrimero, la posterior
desproteccion de grupos hidrazida con acido trifluoroacético (TFA) y la uniéon de Dox en metanol bajo catalisis con
acido acético.

Se disolvieron 120 mg de poli(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-GFLG-OSu (grupos OSu, 0,008 mmol) en 2 ml de
DMSO vy se afiadi6 la disolucién a la temperatura del laboratorio a una disolucion con agitacion de 2,2 mg de un
dendrimero (grupos NH» 0,011 mmol) en 1 ml de metanol. Tras 2 h de reaccion a la temperatura del laboratorio, se
diluy6 la disolucién hasta 9 ml con metanol y se purificé el portador de polimero eliminando impurezas de bajo peso
molecular mediante cromatografia en gel sobre una columna de Sephadex LH-20 en metanol. Se concentraron las
fracciones de polimero en un evaporador de vacio rotatorio hasta 2 ml y se aisl6 el portador de copolimero mediante
precipitacion en 30 ml de acetato de etilo. Se seco el producto hasta peso constante.

Se llevé a cabo la eliminacion de los grupos de proteccién Boc y la union de un farmaco con el enlace hidrazona
mediante el procedimiento descrito en el ejemplo 14.

Ejemplo 16
Liberacién de doxorubicina a partir de conjugados de polimero

Se midi6 la cantidad de doxorubicina liberada a partir de conjugados de polimero tras su incubacion en tampoén
fosfato 0,1 M de pH 5,0 (NaCl 0,05 M) que imita el medio intracelular y en tamp6n fosfato de pH 7,4 que imita el
medio de torrente sanguineo. Se determind la Dox liberada en la disolucion de incubacion mediante HPLC
(Shimadzu). En los intervalos de tiempo predeterminados, se extrajeron muestras de 50 pl de la disolucién y se
analizaron en una columna TSKGel G 3000x1, con velocidad de flujo isocratico de 0,5 ml/min de la fase mévil que
consistia en un tampon metanol-acetato (80:20% en vol.) de pH 6,5. Se calculé la cantidad de Dox a partir de las
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areas de los picos de Dox libre y unida (deteccion UV-VIS a 488 nm). Tras la incubaciéon de disoluciones de
conjugado (de concentraciones 5 mg/ml) en un medio fisiolégico a 37°C (tampdn fosfato, pH 7,4), sélo se libera una
pequefia cantidad del farmaco (hasta el 7%/24 h, figura 2). En cambio, la tasa de Dox liberada a partir de
conjugados de polimero y por tanto la tasa de activacion de un farmaco citotéxico en un medio ligeramente acido a
pH 5,0 es considerable (figura 1). Las tasas de liberacion a partir de conjugados de polimero de injerto a pH 7,4 y pH
5 son completamente comparables con las halladas con los conjugados de hidrazona preparados a partir de
copolimeros lineales o de injerto [Etrych 2008].

Ejemplo 17

Degradacioén del conjugado de polimero 1 con farmaco unido mediante enlace amida usando glutatién en producto
de degradacién que pueden eliminarse del organismo

Se estudio la degradacién de conjugados de polimero en tampdn fosfato 0,1 M (NaCl 0,05 M, pH 6) en presencia de
glutation como agente reductor, es decir, en el medio que imita la célula (citoplasma, endosoma y lisosoma
secundario). Se disolvieron conjugados de polimero en tampoén fosfato a una concentracion de 20 mg/ml.
Inmediatamente antes de colocar las disoluciones en un termostato (37°C), se afiadié una disolucion madre de
glutation de modo que la concentracién de glutation resultante en el medio de incubacion era de 3.10° mol/l. Se
extrajeron muestras de alicuotas (200 pl) de disoluciones de incubacién en intervalos de tiempo predeterminados, se
desalaron en columnas PD-10 y se liofilizaron. Se midieron los pesos moleculares de los productos de degradacion
en un cromatégrafo de liquidos Shimadzu LC-10AD equipado con un refractdmetro (Optilab Rex, Wyatt Technology,
EE.UU.) y un detector de dispersion de luz de multiples angulos (DAWN EQOS, Wyatt Technology, EE.UU.). Se
realiz6 el andlisis en una columna Superose™ 6 columna (300 x 10 mm; Amersham Bioscience). Como fase movil,
se us6 tampon acetato 0,3 M (pH 6,5, NaN3 0,5 g/l) con una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se calcularon el peso
molecular y la polidispersidad del copolimero usando el software Astra (Wyatt Technology, EE.UU.).

El conjugado con g)uentes disulfuro (conjugado 1) en una disolucién que contiene una concentracion citoplasmatica
de glutation (3.10™ mol/l) se degrada rapidamente. Tras 24 h de incubacion con glutatién, se encontraron productos
de degradacion del polimero con pesos moleculares por debajo del limite de filtracién renal (~ 25000 g/mol)
(figura 3).

Ejemplo 18

Degradacién por catepsina B del conjugado de polimero 3 con farmaco unido mediante enlace hidrazona en
productos de degradacion, que pueden eliminarse del organismo

Se estudio la degradacion de conjugado de polimero en tampoén fosfato 0,1 M (NaH,PO4/NaOH, pH 6,0, glutation
5 mM, EDTA 1 mM) que contenia la enzima lisosémica catepsina B, imitando asi el medio de lisosomas secundarios
en células tumorales a una concentracion de sustrato de 50 mg/ml. Se disolvid el conjugado de polimero en tampén
fosfato a una concentracion de 10 mg/ml e, inmediatamente antes de colocarse en un termostato sa 37°C), se afiadié
una disolucién madre de catepsina B de modo que su concentracion resultante era de 5.10° M. Se extrajeron
muestras (200 ul) de disoluciones de incubacién en intervalos de tiempo predeterminados, se desalaron en una
columna PD-10 y se liofilizaron. Se midieron los pesos moleculares de los productos de degradacion del mismo
modo que se describié anteriormente. El conjugado que contenia un espaciador de oligopéptido GFLG (conjugado 3)
se degradaba lentamente en una disolucion de catepsina B (5.10’7 mol/l). Tras 48 h de incubacion con catepsina B,
se encontraron productos de degradacion del polimero con pesos moleculares por debajo del limite de filtracién
renal (~ 40000 g/mol) (figura 4).

Para ejemplos de actividad bioldgica, se definen los siguientes cédigos para conjugados de polimero:

K-1 AM - conjugado de polimero dendritico 1 con farmaco unido mediante enlace amida,
PM=248000, 1,=1,9, Rn=15,6 nm.

K-1 HYD - conjugado de polimero dendritico 1 con farmaco unido mediante enlace hidrazona,
PM=199000, I»=2,1, Rn=14,2 nm

LIN AM - conjugado de polimero lineal con farmaco unido mediante enlace amida,
PM=45000, 1,=1,85, Rn=5,2 nm.

LIN HYD - conjugado de polimero lineal con farmaco unido mediante enlace hidrazona,

PM=36000, 1,=1,87, Rn=4,5 nm.
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Ejemplo 19

Ejemplo de actividad biolégica in vitro (citotoxicidad, Clso) de conjugados dendriticos y de injerto de doxorubicina
incubados con células de diversas lineas tumorales (se usé el método de incorporacion de [*H]timidina)

Tabla | — Citotoxicidad, (Clso) de conjugados dendriticos y de injerto de doxorubicina incubados con células de
diversas lineas tumorales

Linea tumoral K-1 HYD K-1 AM LIN HYD LIN AM Dox
EL4 0,059 11,886 0,147 24,1 0,014
38C13 0,015 2,000 0,023 1,796 0,003
B16 0,012 1,120 0,030 1,562 0,005
BCL1 0,003 0,700 0,042 0,945 0,001
Raji 0,005 1,272 0,028 2,71 0,001
Jurkat 0,016 3,476 0,599 4,83 0,003
3T3 0,015 2,751 0,0269 2,974 0,005
FaDu 0,038 1,873 0,032 6,22 0,001
471 0,053 3,657 0,191 19,43 0,012

Para determinar la actividad de inhibicion de los polimeros estudiados, se seleccionaron las siguientes lineas
tumorales permanentes de origen humano y de ratén: linfoma de células T de ratén EL4, linfoma de células B de
raton 38C13, melanoma de ratén B16, leucemia de células B de raton BCL1, linfoma de células B humano Raji,
leucemia de células T humana Jurkat, fibroblastoma de raton 3T3, carcinoma espinocelular humano FaDu y
carcinoma de mama de ratén 4T1. Se midi6 la actividad antiproliferacion mediante la incorporacién de [*H]timidina.

Se deduce de la tabla 1 que la actividad de inhibicion mas pronunciada en todas las lineas sometidas a prueba se
muestra con ambos conjugados de polimero con doxorubicina unida mediante enlace hidrazona (K-1 HYD y LIN
HYD). Los conjugados con doxorubicina unida mediante enlace amida muestran una actividad considerablemente
inferior. Los conjugados de polimero de alto peso molecular K-1 HYD y K-1 AM muestran una actividad
antiproliferacion ligeramente superior que los conjugados lineales con el farmaco unido del mismo modo. Las
diferencias no son significativas y puede afirmarse que los conjugados de polimero de alto peso molecular muestran
aproximadamente la misma actividad antiproliferacion que sus analogos lineales con peso molecular inferior.

Ejemplo 20

Ejemplo de actividad biolégica in vivo de conjugados de polimero dendritico - doxorubicina en ratones endogamicos
C57BL/6 con linfoma de células T EL4 trasplantado por via subcutanea

Para experimentos in vivo, se usaron ratones endogamicos C57BL/6 con linfoma de células T EL4 trasplantado por
via subcuténea. Las dosis fueron de 1 X 15 mg de Dox equivalente/kg y 10 mg de Dox equivalente/kg, administrada
por via intravenosa (i.v.). Como control activo, se usé un grupo de ratones que llevaba tumor EL4, que se trataron
con doxorubicina sélo (2X5 mg/kg por via i.v. en los dias 8 y 15). El control basico fueron ratones no tratados con
tumor EL4. Se muestra en la figura 5 el crecimiento tumoral tras administrar K-1 HYD con doxorubicina unida
mediante hidrazona, K-1 AM con doxorubicina unida mediante amida y conjugados de polimero lineal LIN HYD y LIN
AM.

Resulta evidente a partir de las figuras 5 y 6 que ambas muestras de conjugados de polimero de HMW dendritico (K-
1 HYD y K-1 AM) en una dosis de 15 mg de Dox equivalente/kg son altamente eficaces. Una Unica dosis del farmaco
administrada en el periodo de crecimiento tumoral agresivo puede curar al 100% de los ratones con el tumor
experimental EL4. La eficacia de conjugados de polimero de HMW es significativamente superior que la de
conjugados lineales que llevan el farmaco unido de un modo similar. Con estos conjugados lineales, se curaron el
37% (LIN HYD) o el 25% (LIN AM) de los ratones con tumores experimentales. A una dosis de 10 mg de Dox
equivalente/kg, se encontrdé que K-1 HYD con doxorubicina unida mediante enlace hidrazona es siempre altamente
activo, ya que una Unica dosis administrada en el periodo de crecimiento tumoral agresivo condujo de nuevo a
curacion del 100% de los ratones. El conjugado de polimero K-1 AM con doxorubicina unida mediante enlace amida
es menos activo, pero todavia una Unica dosis baja cura a mas del 60% de los ratones con tumor experimental.

La figura 7 muestra la supervivencia de ratones curados con conjugados de polimero (véanse las figuras 5y 6) y
aquellos en los que volvié a trasplantarse una dosis letal del tumor original (1 X 10° de linfoma de células T de ratén
EL4). Los ratones no se trataron. Resulta evidente a partir de los resultados facilitados en la figura 7 que en ratones
tratados con conjugados de polimero se desarroll6 resistencia antitumoral durante el tratamiento. Esto se produjo
con un 30-40% de ratones curados con K-1 HYD que contenia doxorubicina unida mediante hidrazona (dosis de 10
y 15 mg de Dox equivalente/kg) y K-1 AM que contenia doxorubicina unida mediante enlace amida (10 mg de Dox
equivalente/kg). Este resultado significa que los farmacos con polimero recién preparados segun la invencién
muestran dos efectos: un efecto citostatico, que destruye directamente la gran mayoria de células tumorales y un
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efecto de inmunomodulacion, que estimula al sistema inmunitario durante el tratamiento e induce resistencia
antitumoral. Los resultados obtenidos tras volver a trasplantar una dosis letal de células tumorales en los animales
tratados anteriormente son pruebas experimentales del hecho de que la terapia con conjugados de polimero segun
la invencion conduce no sélo a eliminacion del tumor, sino que también protege a los animales curados frente a
evolucién secundaria/metastasica del cancer o su recidiva.
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REIVINDICACIONES

Portador de farmaco de polimero de alto peso molecular dendritico caracterizado porque consiste en una
parte dendritica central de generacion cero a sexta de dendrimero seleccionado del grupo que consiste en
unidades de amidoamina- y acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico, cuyos grupos de extremo amino o
hidroxilo estan injertados con copolimeros semitelequélicos de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA),
que tienen el peso molecular no mayor de 50000 g/mol, a través de enlaces amida o éster y espaciadores
biodegradables.

Portador de farmaco de polimero segun la reivindicacion 1, caracterizado porque consiste en un dendrimero
de amidoamina central, cuyos grupos amino estan injertados con un copolimero de HPMA semitelequélico
unido al dendrimero con los extremos de cadenas de polimero por medio de enlace amida y un espaciador
biodegradable formado por enlace disulfuro, tal como se muestra en la estructura | o un espaciador
biodegradable formado por una secuencia de oligopéptido SP; tal como se muestra en la estructura Il

2. H
Hq SH SN-?\/\S_S
HN HN
[o] o
o { oy R
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II.

Portador de polimero segun la reivindicacion 1, caracterizado porque consiste en un dendrimero central a
base de acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico, cuyos grupos hidroxilo estan injertados con cadenas de
copolimero de HPMA semitelequélico unidas a su vez al dendrimero mediante el enlace éster del extremo
de la cadena y un espaciador biodegradable que contiene enlace disulfuro tal como se muestra en la
estructura Il o por medio de la secuencia de oligopéptido SP, tal como se muestra en la estructura IV
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V.

Portador de polimero segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque su parte central esta formada
por un dendrimero de amidoamina de generacién cero a sexta, que contiene 4 - 256 grupos de extremo
seleccionados del grupo que consiste en grupos amino, piridildisulfanilo y carboxilo, estando formada la
unidad de nudcleo preferiblemente por cisteamina, etilendiamina, butano-1,4-diamina, hexano-1,6-diamina o
dodecano-1,12-diamina.

Portador de polimero segun las reivindicaciones 1y 3, caracterizado porque su parte central esta formada
por un dendrimero de acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico de generacion cero a sexta, que contiene 8 -
256 grupos de extremo seleccionados del grupo que comprende grupo hidroxilo, piridildisulfanilo y
carboxilo.

Portador de polimero segun las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque se forman 2 - 28 injertos
mediante copolimero de HPMA que contiene el 0,5 - 8% en moles de unidades de monémero de hidrazida
metacriloilada de aminoacilo SP1, en el que el aminoacilo se selecciona preferiblemente del grupo de glicilo,
B-alanilo, 6-aminohexanoilo (AH), 4-aminobenzoilo y/o un acilo combinado derivado de los oligopéptidos
GlyGly, GlyPheGly, GlyleuGly, GlyleuPheGly y GlyPheLeuGly.

Portador de polimero segun las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque los injertos de polimero estan
unidos a la poli(lamidoamina) o al acido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico dendritico central mediante un
espaciador biodegradable que contiene un grupo disulfuro o un oligopéptido biodegradable SP».

Portador de polimero segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el oligopéptido SP» se selecciona
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preferiblemente del grupo de oligopéptidos que incluye GlyleuGly, GlyPheGly, GlyPheLeuGly y
GlyleuPheGly.

Conjugado de polimero caracterizado porque consiste en un portador de polimero segin las
reivindicaciones 1 a 8 y un farmaco unido covalentemente, preferiblemente un agente cancerostatico.

Conjugado de polimero segun la reivindicacion 9, caracterizado porque consiste en un portador de polimero
segun las reivindicaciones 1 a 8 y un agente cancerostatico, preferiblemente doxorubicina.

Conjugado de polimero segun la reivindicacion 10, caracterizado porque la doxorubicina esta unida al
portador mediante un enlace de hidrazona escindible hidroliticamente.

Conjugado de polimero segun la reivindicacion 10, caracterizado porque consiste en un portador de
polimero segun las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 8 y un farmaco unido mediante enlace amida, en el que
se forman 2 - 28 injertos de polimero mediante un copolimero de HPMA que contiene el 0,5 - 8% en moles
de unidades de monomero de oligopéptido metacriloilado SP» con doxorubicina unida al extremo del
oligopéptido a través de un enlace amida, en el que el oligopéptido se selecciona preferiblemente del grupo
gue consiste en los oligopéptidos GlyPheGly, GlyleuGly, GlyleuPheGly y GlyPheLeuGly.

Conjugado de polimero segun las reivindicaciones 9 a 12, caracterizado porque el peso molecular de tal
sistema dendritico oscila preferiblemente entre 40000 y 1400000 g/mol y el contenido en doxorubicina,
tanto en cadenas de polimero v como en el conjugado dendritico resultante oscila entre el 1 y el 25% en
peso (el 0,3 - 8% en moles en relacion con el polimero).

Composicion farmacéutica que contiene como componente activo una sustancia segun cualquiera de las
reivindicaciones 9 a 12 para su uso en el tratamiento de tumores.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 14, para su uso en el tratamiento de tumores sélidos.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento de algunos tipos de
linffomas y leucemias.
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