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Descripci6n 

CAMPO DE LA INVENCION 

5 La presente invenciOn se refiere a los campos de los polimeros anfifilicos, y especificamente a polimeros de tipo 

peine, formadores de micelas biocompatibles. La invencion tambien se refiere a los campos de solubilizaciOn de 

farmacos y del suministro dirigido de farmacos. 

ANTECEDENTES 

10 

Los copolimeros de bloque anfifilicos que comprenden un bloque hidrof6bico y un bloque hidrofilico han sido bien 

estudiados en los arios recientes, debido a su capacidad de autoensamblaje en diversas nanoestructuras a medida 

que se varia el disolvente circundante. \Mese Cameron et al, Can. J Chem./Rev. Can. Chim. 77:1311-1326 (1999). 

En soluciones acuosas, el compartimiento hidrof6bico de un polimero anfifilico tiene tendencia al autoensamblaje, a 

15 fin de evitar el contacto con agua y minimizar la energia libre interfacial del sistema. Al mismo tiempo, los bloques 

hidrofilicos forman una "corona" hidratada en el ambiente acuoso y, de esta manera, los agregados mantienen una 

estructura termodinamicamente estable. El resultado es una suspension coloidal similar al latex estable de particulas 

de agregado de polimero que tiene centros hidrof6bicos y coronas hidrofilicas. 

20 Los copolimeros anfifilicos tipo peine difieren de los copolimeros en bloque en que el esqueleto es mayormente 

hidrof6bico o hidrofilico, con cadenas de polimeros de polaridad opuesta pendientes del esqueleto en lugar de 

incorporados a el. Los copolimeros de tipo peine han sido preparados a partir de esqueletos hidrofObicos y ramas 

hidrofilicas (Mayes et al., patente de los Estados U  N° 6.399.700), y tambien con esqueletos hidrofilicos y 

ramas hidrofobicas (Watterson et al, patente de los Estados Unidos N° 6.521.736). Los primeros se usaron para 

25 proveer la presented& multivalente de ligandos de receptores de superficie celular, mientras que los Ciltimos se 

usaron para solubilizar farmacos y suministrarlos a las celulas. 

Los agregados de polimeros anfifilicos han sido estudiados como portadores para solubilizar farmacos insolubles, 

como vehiculo para el suministro dirigido de farmacos, y como sistemas de provisiOn de genes. Tienen una 

30 estructura mas estable que las micelas convencionales de bajo peso molecular, debido al arrollamiento de las 

cadenas y/o al caracter cristalino de la regi6n hidrofobica interior. La naturaleza polimerica del vehiculo hace que los 

agregados sean relativamente inmunes a la desintegraci6n que sufren los liposomas comunes cuando se diluyen por 

debajo de su concentraciOn critica de micela. Tambien tienen una ventaja sobre las composiciones de sunninistro 

liposomal de farmacos tradicionales en que la ausencia de una membrana bicapa les permite fusionarse mas 

35 facilmente con las membranas celulares y suministrar su carp directamente a la celula. La naturaleza anfifilica de 

los agregados tambien confiere actividad simil detergente, y los agregados dirigidos adecuadannente parecen ser 

capaces de fusionarse con as proteinas de la cubierta viral y alterarlas. 

Debido a la excelente biocompatibilidad del poli(etilenglicol) (PEG) y a la aparente capacidad de as particulas 

40 "firmes" recubiertas por PEG para evitar el sistema reticuloendotelial, las micelas, los liposomas y los polimeros que 

incorporan PEG han sido considerados extensamente como materiales para los sistemas de suministro de farmacos. 

Existen muchos informes sobre el uso de poli(etilenglicol) (PEG) como componente hidrofilico de los PEG—lipidos 

(que fornnan liposomas y micelas); vease por ejemplo Krishnadas et al., Phatm. Res. 20:297-302 (2003). Tambien 

se han estudiado los copolimeros de bloque anfifilicos autoensamblados, que se autoensamblan para formas 

45 "polimerosomas" mas robustos, como vehiculos para la solubilizacion y el suministro de farmacos (Photos et al., J. 

Controlled Release , 90:323-334 (2003)). Vease tambien Gref et al., Int. Symp. Controlled Release Mater. 20:131 

(1993); Kwon et al., Langmuir, 9:945 (1993); Kabanov et al., J . Controlled Release , 22:141 (1992); Allen et al., J. 

Controlled Release , 63:275 (2000); Inoue et al., J . Controlled Release, 51:221 (1998); Yu y Eisenberg, 

Macromolecules, 29:6359 (1996); Discher et al., Science , 284:113 (1999); Kim et al., patente de los Estados Unidos 

50 N° 6.322.805; Seo et al., patente de los Estados Unidos N° 6.616.941 y Seo et al., patente europea N° EP 0583955. 

Tambien se ha informado el uso de poli(etilenimina) (PEI) con esta funcion, con atenciOn centrada en el suministro 

de oligonucleOtidos (Nam et al., patente de los Estados Unidos N° 6.569.528; Wagner et al., publicaciOn de solicitud 

de patente de los Estados Unidos N° 20040248842). En una vena similar, Luo et al., en Macromolecules 35:3456 

(2002), describe dendrimeros de poliamidoemina conjugados con PEG ("PAMAM") adecuados para el suministro de 

55 polinucleOtidos. 

Ademas de la necesidad de solubilizar, distribuir y suministrar farmacos, hay una necesidad de sistemas de 

suministro dirigido de farmacos que se alojen especificamente en un tejido, tumor u Organo blanco. Esto usualmente 

se logra por fled& de anticuerpos u otros ligandos con afinidad especifica por las paredes celulares en el sitio 

60 blanco. Sin embargo, PEG carece de grupos funcionales, excepto en los extremos de las cadenas de polimeros, y la 

mayor parte de los grupos terminales son inevitablemente capturados por enlaces con el otro componente del 

copolimero de bloque. Por esta razon, por lo general la fijaciOn de los restos blanco, tales como anticuerpos o 

molecules de adhesion celular, a los copolimeros de bloque PEG generalnnente se limita al bloque no PEG, el cual 

lamentablemente no es la parte del copolimero normalmente expuesto en la corona del agregado autoensamblado. 

65 El fen6meno de separacion de fase que da por resultado el autoensamblaje de los copolimeros de bloque en 

agregados de polimero es facilmente reversible, y se ha intentado aumentar la estabilidad de los agregados 
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mediante la formacion de enlaces cruzados con el centro hidrofobico (vease patente europea N° EP 0552802). 

Tambien se ha intentado la fijaciOn covalente del farmaco al componente hidrof6bico de un copolimero de bloque 

(Park y Yoo, patente de los Estados Unidos N° 6.623.729; patente europea N° EP 0397307). 

5 El documento US5919442 divulga conjugados de polimeros hiper-ramificados tipo peine que comprenden un nude() 

alargado con una pluralidad de brazos que se ramifican desde el mismo dando el aspecto de un peine, es decir, 

estos polimeros comprenden generaciones sucesivas de ramificaciones que se desvian antes de la generaciOn de 

nuevas ramificaciones. 

10 El documento US WO 03/078489 divulga copolimeros dibloque, tribloque y de estrella que consisten en 

componentes hidrof6bicos e hidrofilico alternos. 

Adernas, el documento US 2004/248842 divulga polietilenimina lineal conjugada aleatoriamente con cadenas 

laterales hidrofilicas (por ejemplo, polietilenglicol) y muestra la complejaciOn de estos copolimeros rannificados 

15 aleatoriannente con el ADN. 

20 

ACin persiste una necesidad de un sistema de suministro de farnnacos que sea estable, biocompatible, capaz de 

fijarse a los restos blanco en el exterior de los agregados, y eficiente para suministrar farmacos a los blancos 

celulares deseados. 

RESUMEN DE LA INVENCION 

Se proporcionan en la presente polinneros de acuerdo con las presentes reivindicaciones, asi como composiciones 

farmaceuticas que comprenden estos polimeros y metodos que emplean estos polimeros de acuerdo con las 

25 presentes reivindicaciones. 

Ademas, se describen en la presente moleculas de polimeros tipo peine biocompatibles que comprenden un 

esqueleto hidrofilico que tiene restos en los puntos de las ramificaciones, y ramas hidrofObicas adosadas a estos 

restos de los puntos de las ramificaciones. Se describen en la presente suspensiones acuosas de agregados de 

30 polimeros formados a partir de dichos polimeros, y metodos para solubilizar compuestos organicos insolubles o muy 

poco solubles, tales como farmacos, tinturas, vitaminas y similares, al incorporar dichos compuestos en los centros 

hidrofObicos de los agregados de polimeros. El metodo para solubilizar las especies organicas insolubles en agua en 

un disolvente acuoso comprende basicamente poner en contacto las especies organicas insolubles en agua con un 

polimero descrito en la presente en un disolvente acuoso o acuoso mixto. 

35 

En fornnas de realizaciOn particulares, los puntos de las ramificaciones comprenden ademas grupos funcionales 

reactivos capaces de servir como puntos de fijaciOn para los restos blanco. En formas particularnnente preferidas de 

realizacion, los restos blanco tales como ligandos o anticuerpos estan covalentemente unidos a los restos de los 

puntos de las ramificaciones de los polimeros descritos en la presente, y un farmaco es incorporado en el centro de 

40 los agregados, a fin de formar un complejo dirigido del farmaco. 

Se proveen ademas nnetodos para la preparaci6n de los polimeros de tipo peine, los agregados y los complejos 

dirigidos de farmacos descritos en la presente. Los polinneros descritos en la presente se autoensamblan en 

agregados de polimeros que de manera eficiente solubilizan, distribuyen y suministran farmacos in vivo, no son 

45 tOxicos, y son biocompatible, son estables, y son capaces de portar multiples restos celulares blanco en sus 

superficies exteriores. 

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

50 La Fig. 1 presenta muestras de 20 ul de soluciones saturadas de tres tinturas lipofilicas (A, Sudan IV; B, 

diclorofiuoresceina; C, Eosina Y soluble en alcohol) en agua desionizada, por aplicaciOn de mancha sobre 

una placa de TLC de gel de silice. Fila superior: con 50 mg/ml del polimero it del Ejemplo 1; fila inferior: sin 

polimero it.  

55 La Fig. 2 presenta muestras de 50 ul de soluciones saturadas de cuatro farmacos insolubles (fila 1, Purpurina; 

fila 2, Camptotecina; fila 3, Anfotericina B; fila 4, Doxorrubicina) en agua desionizada, por aplicaciOn de 

mancha sobre una placa de TLC de gel de silice. Columna A, Polinnero A folato; columna B, Polimero A, 

columna C, sin polimero. Tres marcas con lapiz alrededor de cada mancha indicaban la extensiOn de la 

dispersiOn del disolvente en la placa. Los circulos centrales en las columnas A y B se dispersan 

60 uniformemente en la silice, indicando soluciones transparentes; los circulos centrales en la columna C 

consisten en gran medida en depOsitos solidos. 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Los polimeros descritos en la presente, referidos en la presente como "m—polimeros", tienen una arquitectura de tipo 

peine, con un esqueleto formado por restos alternados de los puntos de las ramificaciones B y polimeros de bloque 

5 hidrofilicos, solubles en agua A; y que tienen una pluralidad de cadenas laterales hidrofobicas C fijadas a cada resto 

de punto de ramificaci6n. Consisten esencialmente en la estructura mostrada en la FOrmula 1. Las cadenas laterales 

C son restos hidrof6bicos relativamente cortos que pueden ser moleculas alifaticas, cadenas u oligOmeros. El valor 

de p es idealmente un entero, por ejemplo 2, 3 0 4. En la practica, las cadenas laterales, por lo general, se 

introducen con eficiencia menor que perfecta a traves de reacciones quimicas, lo cual da por resultado un valor 

10 promedio de p para la preparaciOn del polimero en su totalidad que no es el entero pretendido. Tambien se pueden 

obtener valores promedio no enteros por diseno, tal como se analiza mas adelante. En consecuencia, el valor 

promedio de p en los polimeros de la invenciOn es mayor de uno y puede ser de hasta cuatro (1 <p 4). En formas 

de realizaciOn preferidas, P varia de aproximadamente 2 a 4, y con mayor preferencia 1,5 < p 2. 

15 
1 

El bloque de polimero del esqueleto A se selecciona de cadenas de polimeros hidrofilicas y/o solubles en agua, 

incluso sin limitaciones poli(etilenglicol), poli(propilenglicol), poli(etilenimina), poli(alcohol vinilico), 

poli(vinilpirrolidona), polisacaridos y sinnilares. De preferencia, as unidades de polimero A con cadenas de 

20 poli(etilenglicol) de la formula —(CH2CH20)rn en donde m esta entre 1 y 10.000, de preferencia entre 3 y 3.000. Los 

grupos funcionales terminates de las cadenas de polimeros no se han caracterizado, y no son relevantes para la 

invenciOn. 

Para la fabricaci6n de poli(etilenglicol) de diversos grados, se sabe en la industria del acoplamiento de un resto 

25 ligador divalente (por ejemplo, diglicidileter de bisfenol A) con dos cadenas de poli(etilenglicol), lo cual duplica 

efectivamente el peso molecular del polimero mientras retiene un rango de peso molecular relativamente angosto. 

Las moleculas resultantes de "poli(etilenglicol)" luego se interrumpen en el punto medio de la cadena de polimero 

mediante el resto ligador no glicol (vease, por ejemplo, el aducto de poli(etilenglicop—diglicidileter de bisfenol A, 

registro CAS N° 37225-26-6). Tambien se conocen oligOmeros superiores, es decir los que tienen tres cadenas 

30 PEG separadas por dos restos de diglicidileter de bisfenol A, %/ease por ejemplo la solicitud de patente internacional 

WO 00/24008. En consecuencia, tal como se usan en la presente, los terminos "poli(etilenglicol)" y 

"poli(propilenglicol)" abarcan las cadenas polimericas de poli(etilenglicol) y poli(propilenglicol) que incorporan 

unidades ligadoras no glicol, incluso sin limitaciones diglicidileter de bisfenol A, diglicidileter de bisfenol B, 

diglicidileter de bisfenol S, diglicidileter de hidroquinona, y similares. A los fines de la presente memoria descriptiva, 

35 cualquiera de dichos restos ligadores no se cuenta con "unidades de monOmero". 

El bloque de polimero A tiene con maxima preferencia una longitud promedio de entre veinte y cincuenta unidades 

de mon6mero. Las cadenas de polietilenglicol pueden estar sustituidas en los extremos por grupos funcionales 

adecuados como ligadores de otros restos, incluso sin limitaciones amino, mercapto, acrilato, acrilamida, maleato, 

40 maleinnida y similares, en uno o ambos extremos. El valor de n varia de 1 a 1000 y de preferencia es de entre 3 y 

100. El peso molecular global del n—polimero puede variar de 1000 a 100.000 dalton o mas; de preferencia es 

superior a 2.000 dalton, y con mayor preferencia superior a 7.000 dalton. 

Los restos hidrofobicos C pueden ser iguales o diferentes, y pueden ser por ejemplo hidrocarburos lineales 

45 (opcionalnnente sustituidos con uno o mas sustituyentes hidrofilicos), hidrocarburos policiclicos (opcionalmente 

sustituidos con uno o mas sustituyentes hidrofilicos), aminoacidos, peptidos y polimeros hidrof6bicos. Los 

sustituyentes hidrofilicos adecuados incluyen, sin limitaciones, grupos funcionales hidroxilo, eter, ciano y amida. Se 

contemplan especificamente los grupos alquilo 08 a 020 portadores de sustituyentes (0—hidroxi, ro—ciano, co—amido o 

co—alcoxi. En este context°, el termino "sustituyente" incluye la sustituciOn de un heteroatomo, tat como 0, N o S, por 

50 un atom° de carbono en la cadena hidrocarbonada o el sistenna de anillo del resto C. En consecuencia, se pueden 

incorporar a C enlaces eter y amido, y anillos heterociclicos. 

Los restos hidrofobicos C de preferencia son cadenas alifaticas relativamente cortas (08-020), pero tambien pueden 
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ser oligOmeros cortos. Los oligOmeros adecuados incluyen oligohidroxiacidos tales como poli(acido glicolico), 

poli(acido DL–lactico), poli(acido L–lactico), y copolimeros de hidroxiacidos de poli(acido glicOlico) y poli(acido 

lactico), y poli(aminoacidos), poli(anhidridos), poli(ortoesteres) y poli(fosfoesteres), polilactonas tales como 

poli(epsilon–caprolactona), poli(delta–valerolactona), poli(gamma–butirolactona) y poli(beta–hidroxibutirato). Los 

5 restos C tambien se pueden seleccionar de moleculas hidrofobicas tales como colesterol, acido cOlico, acid° 

litocolico, peptidos hidrofobicos, y similares. El peso molecular de cada resto C es superior a 40, de preferencia entre 

50 y 1,000, y con maxima preferencia entre 100 y 500. En general, se considera que cualquier resto C que no es 

apreciablemente soluble en agua cuando esta en la forma molecular C–H es adecuado para el uso descrito en la 

presente. 

10 

Uno de los rasgos distintivos de los polimeros tipo peine descritos en la presente es que las cadenas laterales C no 

estan distribuidas en forma regular y uniforme a lo largo de la cadena de polimero, sino mas bien que aparecen en 

aimulos [C]p. Estos aimulos estan espaciados en forma mas o menos regular a lo largo de la cadena de polimero, 

segun el grado de nnonodispersiOn de las unidades de polimero A. En consecuencia, la distancia entre dos cadenas 

15 laterales C adosadas a un resto ramificado comOn B es diferente de la distancia entre dos cadenas laterales 

adosadas a diferentes restos ramificados. 

En una segunda forma de realizaciOn descrita en la presente, los restos de los puntos de las ramificaciones B 

tambien comprenden uno o mas grupos funcionales reactivos X, y los polimeros consisten esencialmente en la 

20 estructura como se muestra en la Formula 2. 

2 

En la Formula 2, cada uno de los grupos reactivos X pueden ser iguales o diferentes entre si, y opcionalmente 

25 pueden ser bloqueados o protegidos segun necesidad durante el ensamblaje del polimero 2. El valor promedio de r 

varia de 0 (sin grupos X) a aproximadamente 4. Generalmente, los grupos reactivos se seleccionan de los grupos 

funcionales conocidos en la tecnica por su utilidad para formar enlaces covalentes entre las especies moleculares. 

Los grupos X sirven como puntos de fijacion para las moleculas de farmacos, los restos blanco tisulares o celulares, 

los restos dirigidos a virus, o los restos de fijaci6n a la matriz (tales como para el fin de recubrir la superficie de una 

30 endoprotesis u otro dispositivo medico). En ciertas formas de realizaciOn, puede haber un unico punto de fijaciOn X. 

En otras formas de realizacion, puede haber tres o cuatro tipos diferentes de grupos reactivos. El resto de fijaciOn de 

la matriz se puede fijar a una matriz por enlaces covalentes, interacciones no covalentes especificas (por ejemplo, 

anticuerpo–antigeno) o interacciones no especificas (por ejemplo, por apareamiento ionic° o interaccion 

"hidrof6bica"). Los grupos reactivos X adecuados incluyen sin limitaciones –OH, –NH2, –SH, –CHO, -NHNH2, – 

35 COOH, –CONHNH2, haloacilo, acetoacetilo, –CN, –OCN, –SCN, –NCO, –NCS y similares; dobles enlaces reactivos 

tales como vinilico, acrilico, alilico, maleico, cinamico, y similares, y grupos con triples enlaces reactivos tales como 

acetilencarboxi y acetilencarboxamido (adecuados para adiciones de Michael, reacciones de DieIs–Alder y 

reacciones de adiciOn de radicales libres). 

40 Los ejemplos de restos dirigidos a celulas blanco incluyen sin limitaciones los ligandos especificos de receptor, 

anticuerpos y otros restos blanco, tales como peptidos que poseen una secuencia de aminoacidos de arginina–

glicina–acido aspartico (RGD) o un motivo de tirosina–isoleucina–serina–arginina–glicina (YISRG); factores de 

crecimiento que incluyen factor de crecimiento epidermic°, factor de crecimiento endotelial vascular y factor de 

crecinniento de fibroblastos; ligandos de superficie viral tales como derivados de acido sialico y acid° N-

45 acetilneuraminico; ligandos de receptor celular tales como folato, metotrexato, acid° pteroico, estradiol, estratriol, 

testosteroona y otras hormones; manosa-6–fosfato, azOcares, vitaminas, tript6fano y similares. Los anticuerpos son 

de preferencia anticuerpos monoclonales dirigidos a antigenos especificos de superficie celular; los restos blanco 

adecuados incluyen no solo los anticuerpos completos sino tambien fragmentos de anticuerpo que contienen las 

secuencias fijadoras de antigeno activas, tales como los fragnnentos Fab'2, los fragmentos Fab' o los analogos de 

50 peptidos de cadenas cortas de las secuencias fijadoras de antigeno activas de dichos anticuerpos. 

Los ejemplos de restos dirigidos a virus incluyen ligandos de moleculas pequetias que se fijan a un virus, tales como 

aminoalquiladamantanos, FuzeonTM, PRO-542, BMS-488043, acid° sialico, acid° 2–desoxi-2,3–dideshidro–N-
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acetilneuranninico, 4—guanidino—NeuSAc2en (zanamivir), oseltamivir, RWJ-270201, y similares; oligopeptidos, 

oligosacaridos y glucopeptidos que se fija a las superficies virales, y anticuerpos y fragmentos de anticuerpos 

dirigidos contra los antigenos especificos de superficie de virus. En las formas de realizaciOn preferidas, la presente 

invencion provee n—polimeros portadores de ligandos para neuraminidasa o hemaglutinina viral. Este bien 

5 establecido que dichos polimeros tienen propiedades antivirales por derecho propio; vease por ejemplo T. Masuda et 

al., Chemical & Pharmaceutical Bulletin 51:1386-98 (2003); M. ltoh et al, Virology 212:340-7 (1995), y Reece et al, 

patente de los Estados Unidos N° 6.680.054 (2004). Los centros hidrokticos de los polimeros y agregados de 

polimero antivirales descritos en la presente opcionalmente se pueden cargar con uno o mas farmacos antivirales 

convencionales, los cuales ventajosamente se liberan en la cercania de la particula viral. 

10 

Otros grupos de fijaciOn de relevancia medica pueden ser connpuestos quimicos pequetios, peptidos, anticuerpos o 

fragmentos de anticuerpos, enzimas, o ingredientes farmaceuticos activos que pueden afectar los procesos 

biologicos tales como hormonas o agonistas o antagonistas de hormonas, sustancias que interfieren con la fijaciOn 

del virus, sustancias que interfieren con el ciclo celular o los procesos celulares despues del ingreso a la celula y 

15 similares. Pueden ser blancos las celulas de organismos unicelulares y multicelulares, incluso bacterias, hongos, 

animales superiores y plantas. La biotina se puede fijar al 71—polimero y usar como punto de fijaciOn de proteinas 

acopladas a avidina y estreptavidina, peptidos y otros agentes blancos o farmacolOgicamente activos, tales como 

anticuerpos, hormonas de crecimiento, reactivos para la representaciOn por imagenes, y similares. 

20 "Matriz" se refiere a materiales, superficies y dep6sitos organicos o inorganicos, tales como superficies de vidrio, 

silicio o metal, una matriz extracelular, depositos de proteina tales como places amiloides de diversos tipos, la 

superficie celular, la superficie de un virus, y superficies generales homogeneas o heterogeneas que pueden o no 

estar bien caracterizadas, incluso priones. 

25 Los ejemplos de restos de fijacion de matrices de vidrio o silicio incluyen diversos halosilanos, alcoxisilanos, 

acilsilanos, asi corn° compuestos quimicos que exhiben grupos funcionales que incluyen polimeros. Se pueden 

disetiar otros grupos de fijaci6n sobre la base de las caracteristicas fisicoquimicas particulares de la matriz. Los 

restos de fijaci6n adecuados, por ejemplo los usados en la cubierta de endoprOtesis, son conocidos por los expertos 

en la tecnica. 

30 

En un tercer aspecto descrito en la presente, los restos de los puntos de las rannificaciones B se conectan con otros 

restos de puntos de ramificaciones de otras partes de la cadena de polimeros, a fin de formar una estructura de 

hidrogel con enlaces cruzados. Dicha formaci6n de enlaces cruzados puede ser efectuada al hacer reaccionar el 

polimero con restos multifuncionales que contienen grupos funcionales homofuncionales o heterofuncionales, en 

35 donde al menos uno de ellos reacciona con X o un grupo reactivo en C ubicado en un primer resto del punto de 

ramificacion, y al menos uno de ellos reacciona con X o con un grupo reactivo funcional presente en C en un 

segundo resto de punto de ramificaciOn. La formaciOn de enlaces cruzados tambien se puede efectuar a traves de 

un enlace con los grupos funcionales terminales de la cadena de polimero A. Dichos polimeros con enlaces 

cruzados opcionalmente pueden contener grupos funcionales reactivos adecuados para la fijacion de as molecules 

40 de farmacos o los restos blanco. 

El resto del punto de ramificaci6n B generalmente derive de una molecule multifuncional que tiene una pluralidad de 

grupos reactivos, dos de los cuales son adecuados para la fled& a la unidad de polimero hidrofilico A, y dos de los 

cuales son adecuados para la fijaci6n de los restos hidrofobicos C. El resto B opcionalmente puede tener grupos 

45 reactivos adicionales X tal como se describi6 con anterioridad. 

50 

Los restos de los puntos de las ramificaciones particularmente preferidos son los conjugados de ditiotreitol (DTT), 

ditioeritritol (DIE) o 2,3—diaminobutano-1,4—ditiol con dos molecules de acido maleico. La combinacion de este resto 

de punto de ramificaciOn con polietilenglicol como resto A genera el esqueleto de polimero de las fOrmulas 3 y 3a 

S.
 1OUH2CH2)rn 

Y re 

 

3 

n 
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Y-11:

 H2N 11 , 02 

(C)CH2cHz6 
-- 0.r r 

3a 

en las cuales Y e Y' pueden ser iguales o diferentes, y de preferencia se seleccionan de OH, NH2, ONH2, NHOH y 

NHNH2. En una forma de realizaciOn preferida, los grupos hidroxilo o amino del ditiol son los grupos reactivos X, que 

5 sirven como puntos de fijaci6n para los restos blanco o de farmaco, mientras que los grupos funcionales Y e Y' 

sirven como puntos de fijaciOn para los restos C. De modo alternativo, los grupos Y e Y' pueden servir como puntos 

de fijacion, mientras que los grupos hidroxilo o amino se usan para fijar los restos C. 

Las Formulas 3 y 3a pretenden representar que cada atomo de azufre puede estar independientemente adosado 

10 alfa o beta a un grupo PEG—ester carbonilo. Lo que se describe en la presente abarca composiciones isomericas 

6nicas edemas de mezclas de regioisOmeros en uno o ambos enlaces C—S. Adernas, debido a los cuatro carbonos 

asimetricos de la Formula 1, lo que se describe en la presente abarca todos los is6meros quirales, meso y 

diastereomericos y sus mezclas. 

15 El aducto de Diels—Alder de acid° acetilendicarboxilico y un furano tambien puede servir como resto de punto de 

ramificacion adecuado. Por ejemplo, es sabido que el poliester 4 derivado de PEG y acido acetilendicarboxilico sufre 

reacciones de Diels—Alder con furanos (M. Delerba et al., Macromol. Rapid Commun . 18(8):723-728 (1997)). 

20 

0 

1  't0c1-1170-12:,, ' 

. a 

4 

0 0 
\ 

[oxidaciOn] 

0 

‘10CH7CH2),,,--1-' 

J 

CD o 

5 

Escpema 

En consecuencia, puede ser sometido a una reacciOn de Diels—Adler con un furano 3,4 sustituido para generar una 

especie tat como 5, y el polimero 5 se puede modificar por hidroxilacito o por epoxidaciOn para proveer grupos 

25 reactivos (por ejemplo X y X' en el Esquema 1). 

De modo similar, la reaccion de PEG con dianhidrido de acid° etilendiamintetraacetico provee un poliester de la 

fOrmula 6: 
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6 

Otros restos de puntos de ramificaciOn adecuados se pueden derivar de acid° tartarico, acid° acetilendicarboxilico, 

acid° nitriltriacetico, dianhidrido de acido 3,4,3',4'—difenilsulfonatetracarboxilico,  difenileter de dianhidrido de acido 

5 3,4,3',4'—tetracarboxilico, dianhidrido piromelitico, alcanoditioles tales como 1,2—etanoditiol y 1,4—butaneditiol, bis(2— 

mercaptoetil)eter, 2—mercaptoetilsulfuro, dimercaptopropanol, dimercaptopurina, dimercaptotiadiazol, acid° 

dimercaptosuccinico, bencenodimetanotioles, bencenoditioles, bencenodimetanotioles dihalogenados, 4,4'— 

tiobisbencenotiol dihalogenado, y similares. 

10 Cuando Y e Y' son OH, los grupos hidrof6bicos C pueden estar ligados al polimero por amidaci6n o esterificaci6n de 

los grupos de acid° carboxilico. Los grupos hidrof6bicos C de preferencia son relativamente pequefios (C8—C20) y 

predominantemente restos hidrocarbonatos, y pueden ser lineales o ramificados o contener uno o mas anillos. Los 

ejemplos incluyen sin limitaciones restos dodecilamina, pentadecilamina, colesterol y acido cOlico adosados en 

forma covalente. Si bien los polimeros descritos en la presente estan representados, por conveniencia, con como 

15 maximo dos cadenas laterales hidrofobicas diferentes, se debe entender que se pueden usar mezclas de dos o mas 

compuestos hidrof6bicos para introducir diversas cadenas laterales hidrof6bicas en un polimero particular. 

Como ejemplo especifico, se prepar6 un polimero de la fOrmula 2, en el cual X = OH y r = 2, al hacer reaccionar un 

polietilenglicol con anhidrido maleico para formar el poliester 7, seguido de reacci6n con ditiotreitol para formar 8. El 

20 acid° 7 luego se amid6 con octadecilamina para formar el polimero tipo peine 9 (Esquema 2). Los polimeros tipo 

peine amida derivados de DTT representados por la formula 9 se refieren en la presento como "n—Polimero A"; en 

donde el polimero 9 especifico del Esquema 2 se designaria "Cis—n—Polimero A". 

25 

40-1(07CH70),-H --  

0 

OM 

9 

-(OCH2CH2),,, 

r---1- 0  
..(0cHaci-urri  

r4r1 

(C11:01704,3 

0 

Escivema 2 

La sustitucion de 2,3—bis(t—butoxicarbonilamino)—butano-1,4—ditiol (preparado por el metodo de DuPriest et al., 

patente de los Estados Unidos N° 4.755.528) para ditiotreitol conduce, despues de la desprotecciOn, al 
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correspondiente n—polimero 9b con fund& amina (Esquema 3). 

NHHoc 

-0,--(CHz0Hz0.. 

,0 HO, NI-181.)c 

0 
IOa 

NHEloc 

- (OCH2CH2),, 

NHOLN 
0 

81 

F 0 0 
_1_ -1-. NHElue  

—8 ,1,
 ... 10r2H2CHd-  

I ""' -. ''''' T sT cl  
NHenc .-----' ' 

Nh 

(C1-1)17CHa 

e r2 

(C11.2)17CHs 

NH 

9b 

NH 

n 

Escperna 3 

5 De modo similar, el uso de butanoditiol 10c conduce a los polinneros de la estructura general 9c, con grupos 

espaciadores L ubicados para la posterior fijaciOn de restos blanco (Esquema 4). Los grupos espaciadores L pueden 

ser cualquiera de los grupos espaciadores conocidos en la tecnica para usar en la fijacion de ligandos o rditulos a 

moleculas de sustrato, incluso pero sin limitaciones alquileno C2 a C20 y oligoespaciadores (etilenglicol). 
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I 

HN 0 A,  
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NH 

-NH, 10H.,1)1,611 

9c 

Escivema 4 

En otras formas de realizacidn, se puede usar un polimero PEG con grupos amino terminales para preparar 

ejemplos que tienen enlaces amida entre las unidades A y B, tal como se muestra en las estructuras 10-14 mas 

5 adelante. Cada una de estas poliamidas se puede derivar por reaccion de la PEG diamina H2N—

(CH2CH20)mCH2CH2—NH2 con el anhidrido ciclico adecuado: 
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NH2 

[ ' N—(CH2CH20),,,CH2CH2-r`  

Y. I 
0 in  

0 

Y-C 

0 0 

n 

TN. 1
 (OH2OH20)-nrpFLOH2L• 

'OH HO-

11 

13 

14 

En condiciones poco rigurosas, los amidoacidos anteriores son los productos esperados. Con calentamiento cabe 

esperar la formaci6n de imidas, lo cual conduce a polimeros con menos grupos reactivos, pero at:In adecuados para 

5 la fijaci6n de restos C hidrofObicos. De modo alternativo, se pueden afiadir las cadenas laterales pendientes C a los 

bloques de polimero A, y los restos del punto de ramificaci6n pueden aparecer en el momento de la polimerizacion 

(Esquema 5). 

 

ES 2 523 431 T3

 

11



CH2OH7OK,": -11 

,OH HO .) 

.r.1O a 

0 

-0:04s4-120:4 
c,6 11,33s-r-

„OH HO , 

0 

13 

-(ottaizaAr 

016KINS 

7 

14 

Esquerna 5 

1-17NCH7CH2CH2NH2  

CiERIA 

Ademas de diaminas simples tales como 1,3—diaminopropano, como se muestra en el Esquema 5, se pueden 

emplear diaminas que tienen (opcionalmente enmascarados) grupos funcionales reactivos X, lo cual conduce a 

5 polimeros 15 adecuados para la fijaciOn de restos blanco (Esquema 6). En las siguientes formulas, p puede variar de 

0-4, y cada X es independientemente igual o diferente de cualquier otro grupo X que pueda estar presente. Un 

grupo reactivo X no necesariamente esta pendiente, pero por ejemplo puede ser un grupo NH dentro de la cadena 

de atomos que componen la diamina, como en el monomero H2N—(CH2)3—NH-(CH2)3—NH2. 

0 

13 

(X)p 

1141--TI  

o 
ii 1.1 j2C)

p 

COH7OHPirr- 71' -1:14 

15 

Esexeme 6 

10 

Algunos de los 7r—polimeros preparados con anterioridad poseen grupos reactivos X adecuados para la derivacion 

ulterior, para fijar restos blanco tales como moleculas pequerias, peptidos, nucleotidos, azOcares, anticuerpos, etc., o 

efectuar enlaces cruzados de las cadenas de polimeros mediante agentes formadores de enlaces cruzados 

15 bifuncionales o multifuncionales. En formas particulares de realizaciOn, se realiza la derivacion parcial de los grupos 

reactivos en la cadena del polimero a fin de generar n—polimeros que tienen diversos grupos reactivos diferentes, lo 

cual permite la fijaciOn de diversos restos blanco y de farnnacos a una unica cadena de polimero. En consecuencia, 

la adici6n de una cantidad subestequimetrica de cloruro de acriloilo (o anhidrido maleico) al n—polimero del Ejemplo 

1 provee un polimero con acriloilo (o maleilo) y grupos residuales hidroxilo. La posterior adicion de Michael de una 

20 cantidad subestequimetrica de un acid° mercaptocarboxilico, por ejernplo HS—(CH2)3-COOH, provee un polimero 

con grupos hidroxilo, acriloilo y carboxilo. La adici6n de cisteina introduces grupos amino y carboxilo, ademas de 
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cualquier grupo reactivo residual restante de las cantidades subestequiornetricas de reactivos. 

Otro enfoque a los Tr—polimeros polifuncionales incluye la onnision deliberada de una fraccion de las cadenas 

hidrofObicas C. El TE—polimero del Ejennplo 1, por ejemplo, se puede preparar con grupos de acid° carboxilico que no 

5 han reaccionado mediante el simple expediente de limiter la cantidad de alquilamina formadora de pendientes en la 

etapa de amidacion. AOn otro enfoque consiste en la amidaciOn con una mezcla de aminas, una fracci6n de la cual 

contiene un grupo reactivo X. Adernas, en condiciones adecuadas (exceso de anhidrido maleico en la etapa A y un 

exceso de DTT en la etapa B), se puede generar una preparaci6n de polimero que tiene una cantidad deseada de 

grupos tiol libres. 

10 

El TE—polimero del Ejemplo 1 contiene, por disefio, grupos hidroxilo derivados del resto DTT en el esqueleto, que 

sirven como grupos reactivos X. La esterificacion de estos grupos con cloruro de acriloilo o cloruro de metacriloilo en 

medio acuoso en presencia de un buffer carbonato/bicarbonato da por resultado la sustituci6n de acriloilo en los 

grupos—OH. El polimero acrilado se puede someter facilmente a una polimerizacion de radicales (con el agregado o 

15 no de radicales mon6meros tales como un compuesto acrilico o un formador de enlaces cruzados tal como un 

compuesto bisacrilico) a fin de obtener hidrogeles adecuados para el suministro controlado de farmacos (que actuan 

como dep6sito o reservorio de polimero) y para aplicaciones t6picas (tales como parches cutaneos o unguentos). 

I ,•■  '(OCH2C
t. 10mT 

I - a. 
NH 

i:C1-t2ii7CHJ 

0 

N 

(6H7C Hz 

proteina 

,(proteina) 

SH 

NH 

"(protei - na) 

Escpema 7 

20 

n 

El grupo acrilo tannbien puede ser sometido a una adicion de Michael, en particular con un tiol tal como el de un 

residuo de cisteina en una proteina, enzima, peptido, anticuerpo, fragmento Fab'2 o fragmento Fab', u otro residuo 

blanco (Esquema 7). Un m—polimero que posee grupos hidroxilo reactivos, despues del secado tambien se puede 

esterificar con anhidrido nnaleico para fijar el grupo maleato, un aceptor de Michael, al mismo tiempo que se genera 

25 un grupo carboxilico libre. En el polimero obtenido, el doble enlace maleico queda disponible para una adiciOn de 

Michael, en particular con un tiol, tal como el de un residuo de cisteina en una proteina, enzima, peptido, anticuerpo, 

fragmento Fab'2 o fragmento Fab', u otro resto blanco (Esquema 8), y el grupo carboxilo esta disponible para el 

acoplamiento a grupos amino de los farmacos o ligandos, o los residuos de lisina en las proteinas y los peptidos. 

30 Un resto diferente tambien se puede fijar al grupo carboxilico recien introducido (o previannente disponible) por 

amidaci6n. En consecuencia, se pueden fijar al menos dos restos blanco diferentes incluso en condiciones de 

reaccion saturadas (es decir, el resto que se adosa esta presente en exceso estequiometrico). 

Los polimeros portadores de grupos carboxilato pendientes se pueden amidar con aminas en condiciones de 

35 acoplamiento caracteristicas, y tambien se pueden convertir en grupos isocianato por reordenamiento de Curtius y 

luego acoplar con aminas o alcoholes para formar ureas y carbamatos, respectivamente. Dichas reacciones se 

pueden usar para introducir los grupos hidrof6bicos C, o para fijar restos blanco. 

Se pueden introducir grupos amina libres en el polimero por reacciOn al menos parcial de uno de los grupos 

40 reactivos con una diamina. La diamina debe ser elegida de manera tal que uno de los grupos amina este protegido o 

no sea reactivo en las condiciones de la reaccion. Esto ultimo con frecuencia se puede lograr al utilizar etilendiamina 

a un pH de aproximadamente 7,5, dado que los pKa de los dos grupos amino difiere considerablemente. De 
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5 

10 

preferencia, esta amidacion se Ileva a cabo como etapa separada despues de la introducciOn de los grupos 

hidrof6bicos pendientes. Entonces se puede fijar un peptido de otra molecula que tenga un grupo carboxilico par 

amidaci6n en esta amina libre. 

Li.. 0 

anhi drido 

[  
04-i

 S—,- 
,..,.„D rn aleico 

 NH n  

iCtkilval, fel-12h70/14 
9 

Cr--.' 

Y
 CJ 

0
 _II 

hii4 
1 

(CH2).. irCht, 
..--"Lt 
[ , 

--,..:.0 
i 
NH 
1 

'1012 '1 1 1041 

I E 

9 

Oil 

Crki- p rot ei n a 

0 

_ protei na -SH 

protei na 1- 0 

OH 

Esciveme 8 

En consecuencia, incluso en condiciones de saturaciOn, se pueden fijar hasta tres peptidos diferentes u otros restos 

blanco al it—polimero: uno a traves del tiol, uno a traves de la amina o el hidroxilo, y uno por el grupo de acido 

carboxilico. 

Los grupos hidroxilo y tiol tambien se pueden convertir en aminas primarias por reacci6n con aziridina o una 

haloalquilannina (tal coma bromoetilamina o cloroetilamina). La amidacion con cisteamina introduce un disulfuro, el 

cual se puede hacer reaccionar directamente con la cisteina de un peptido o anticuerpo para fijar al peptido o 

anticuerpo; o se puede reducir primero, por ejemplo, con aminoetanotiol o DTT, para luego hacer reaccionar con un 

15 peptido o anticuerpo. 

Mediante la realizaciOn de reacciones parciales, se pueden introducir otros grupos funcionales reactivos a un 

polimero descrito en la presente, incluso sin limitaciones (1) grupos reactivos tiol tales como derivados de acidos 

acrilico o maleico, (2) grupos reactivos de acid° carboxilico tales coma amino o hidroxilo, (3) grupos reactivos amina 

20 tales coma carboxilo, y (4) grupos reactivos disulfuro tales coma mercapto. La cantidad de dichos grupos funcionales 

agregados par molecula de polimero pueden variar de 1/r hasta varios m0Itiplos de r, seg0n los reactivos usados y la 

cantidad utilizada. 

De modo alternativo, dos o mas ligandos especificos se pueden fijar para mejorar la especificidad de la fijacion, par 

25 ejemplo a un virus, o a una superficie celular. Tambien se pueden usar dos o mas ligandos especificos para causar 

una interacci6n entre diferentes blancos celulares, par ejemplo, un ligando puede ser dirigido a una particula de 

virus, y otro ligando puede facilitar la fijacitin a un fagocito, par lo que se coloca a la particula del virus en proximidad 

o contacto con el fagocito y se promueve la fagocitosis. 

30 Dicha derivacion permite la fijaciOn de tres o mas restos blanco y/o terapeuticos diferenciados al polimero a trues 

de diferentes fijaciones de grupos funcionales (tales coma amina, carboxilato y tiol). En consecuencia, se puede fijar 

un agente dirigido a un blanco especifico de tejido, un agente para la representacion par imagenes y un agente 

terapeutico para una Unica cadena de polimero, y el posterior autoensamblaje del polimero producira un terapeutico 

blanco cuya distribucion y eficiencia dirigida al blanco puede ser nnonitoreada. 

35 

La fijaciOn de as ligandos a las unidades repetidas de los polimeros de la invenciOn permite una disposiciOn 
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multivalente del ligando sobre la cadena del polimero y en la superficie de las nanoparticulas. La disposiciOn 

multivalente a menudo conduce a grandes incrementos de afinidad por el blanco. For ejemplo, los anticuerpos 

multivalentes pueden ser nnucho mas efectivos en depurar sus blancos que los anticuerpos divalentes nornnales. Es 

sabido que las proteinas fijadoras de hidratos de carbono y los hidratos de carbono son multivalentes por naturaleza 

5 e ineficaces si son monovalentes. De modo similar, los restos blanco multivalentes de peptidos e hidratos de 

carbono seran mucho mas efectivos que el mon6mero solo. El incremento de PM debido a la fijaciOn del polimero 

produce reducciOn de las tasas de depuraci6n renal de los peptidos y otros ligandos. Ademas, el esqueleto PEG 

genera en el peptido beneficios similares a los de la PEGilaciOn, incluso la evasiOn del control inmunologico. 

10 Adennes, un resto dirigido a blanco multivalente decora un blanco multivalente (por ejemplo, una particula de virus) y 

lo neutralize en forma mucho mas efectiva que el resto monomerico dirigido al blanco. La capacidad para presentar 

mUltiples peptidos (diferentes) en formato multivalente conducen a un aumento de la especificidad. For ejemplo, se 

puede construir un polimero verdaderamente especifico para HIV (fijaci6n al virus de HIV) al fijar un peptido 

correspondiente a la regi6n de fijaci6n de CD4, y otro peptido correspondiente a la regi6n CCR-5 o CXCR-4 del 

15 virus, y posiblemente un tercer peptido correspondiente al otro receptor (CXCR-4 o CCR-5, respectivamente). Dicho 

polimero podria ennnascarar completamente las regiones fijadoras del virus y hacer que el virus sea incapaz de 

atacar las celulas y, por lo tanto, sea ineficaz. Ademas, las propiedades tensioactivas del polimero conducirian a la 

desestabilizacion de la propia estructura del virus tras la fijaci6n. En lugar de peptidos, se pueden ennplear molecules 

pequerias que interfieren con los mismos patrones de fijaci6n (CD4, CCR-5, CXCR-4) o una mezcla de peptidos y 

20 molecules pequefies, de preferencia con actividades complementarias. Los polimeros obtenidos haran que los virus 

libres sean ineficaces, y en consecuencia pueden ser ideales para detener la diseminaciOn de la infeccion, al usarlos 

como componentes de lubricantes de condones y similares. Ademas, dichos polimeros se pueden inyectar en 

pacientes para reducir la carga de HIV. 

25 For lo general, cuando se emplea un reactivo polifuncional tal como DTI, puede haber enlaces cruzados parciales 

de cadenas de polimeros por esterificaci6n del acido carboxilico con DTT o reacciones secundarias similares. Los 

grupos hidroxilo secundarios de la region central de las cadenas PEG, por ejemplo los asociados con residuos de 

diglicidileter de bisfenol A, tannbien pueden contribuir a los enlaces cruzados si estan presenten en el material de 

inicio del PEG. Las estructuras de hidrogel con enlaces cruzados obtenidas tambien son materiales utiles. For 

30 ejemplo, mediante el incremento adecuado del grado de esta formacian de enlaces cruzados nnediante la formaci6n 

explicita de enlaces cruzados mediante formadores alternativos de enlaces cruzados (tales como bisoxiranos, por 

ejemplo), se puede preparar materiales que son hidrogeles flexibles que pueden servir como dep6sitos de reposici6n 

para farmacos. Mediante la modificaci6n adecuada de los materiales (por ejemplo menor longitud de PEG, mayor 

cantidad de grupos carboxilicos abiertos, y la incorporacian de grupos acrilico adecuados) se pueden preparar 

35 materiales de hidrogel lineales o con enlaces cruzados que puedan servir como repositores que puedan ser 

sostenidos en forma inmovilizada sobre dispositivos tales como endopr6tesis o absorbidos en dispositivos tales 

corn° almohadillas para parches adhesivos o parches de inserci6n subdermica. En general, dichos materiales con 

enlaces cruzados serian adecuados para la liberaciOn controlada nnas que para la liberaciOn dirigida aumentada. 

40 Los polimeros tipo peine descritos en la presente son Utiles para solubilizar, en sistemas de disolventes acuosos, 

materiales poco solubles en agua. El metodo para solubilizar una sustancia en un disolvente acuoso comprende 

poner en contacto la sustancia poco soluble con un polimero de tipo peine de la invencion en presencia de agua, a 

fin de formar un complejo soluble en agua de la sustancia y el polimero. De modo alternativo, el polimero y la 

sustancia que se desea solubilizar se pueden combinar en una emulsion de dos fases acuosa—organica, y se extrae 

45 el disolvente organico por evaporaciOn. Un ejemplo del proceso se describe en la patente de los Estados Unidos N° 

6.838.089. Se cree que en la mayoria de los casos, el polimero se autoensambla en nanoparticulas que tienen la 

sustancia poco soluble disuelta entre las cadenas C hidrofobicas que coalescen en el centro de las particulas, 

mientras que los bloques A forman una corona hidrofilica que reduce lo suficiente la energia libre interfacial para 

permitir que una suspensiOn acuosa de las particulas se mantenga estable. 

En algunos casos, la sustancia poco soluble puede no disolverse totalmente en el centro, pero puede existir como 

una nanoparticula sada rodeada y suspendida en las cadenas C en el centro de las particulas. A los fines de lo que 

se describe en la presente, esto es una diferencia de grado, dado que la puesta en practice de la presente no 

depende de cualquier grado particular de mezclado de las cadenas C con la sustancia poco soluble. En algunos 

55 casos, la sustancia se puede disolver en el nivel molecular entre las cadenas C, pero en otros casos puede exhibir 

cualquier grado de separaci6n de fases respecto del ambiente de la cadena C. En algunos casos, se puede esperar 

que el sistenna se desplace de un estado al otro como funci6n de la temperatura. 

El poder de solvataciOn del centro hidrof6bico de las parficulas de polimero se puede nnodificar al modificar los 

60 restos hidrof6bicos C. Las nnodificaciones adecuadas incluyen sin limitaciones a la introducci6n de uno o mas 

sustituyentes hidrofilicos, tales como grupos funcionales hidroxilo, eter, amida y ciano, a fin de incrementar la 

polaridad y/o la polarizabilidad del centro hidrofobico. 

Los materiales poco solubles que se pueden transformar en solubles mediante estos polimeros incluyen vitaminas y 

65 nutrientes liposolubles, incluso sin limitaciones las vitamines A, D, E y K, carotenos, colecalciferol y coenzima Q; 

farmacos insolubles tales como docetaxel, anfotericina B, nistatina, paclitaxel, doxorrubicina, epirrubicina, rubitecan, 

50 
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tenipOsido, etoposido, daunomicina, metotrexato, mitomicina C, ciclosporina, metabolito de irinotecano (SN-38), 

estatinas y esteroides; tinturas, agentes fotodinamicos y agentes de representacion de imagenes, y acidos nucleicos, 

analogos de acidos nucleicos, y complejos de acidos nucleicos. Los analogos de acidos nucleicos incluyen especies 

tales como tiofosfatos y acidos nucleicos peptidicos; los complejos de acidos nucleicos son complejos ionicos de 

5 acidos oligonucleicos con una cantidad sustancialmente neutralizadora de carga de especies catiOnicas o 

policationicas. 

A los fines de la presente descripci6n, un farmaco que es insoluble a pH neutro se considera "poco soluble", porque 

en muchos casos hay una necesidad de una composici6n farmaceutica neutra. Por ejemplo, la ciprofloxacina es 

10 razonablemente soluble en agua a un pH inferior a 4,5, pero este pH puede ser muy irritante cuando se formula el 

farmaco para administraci6n ocular. Un polimero descrito en la presente solubilizara la ciprofloxacina en solucion 

fisiolOgica normal a pH 7. Ademas, a los fines de la presente descripci6n, "poco soluble" se debe entender con 

referencia a cualquier sustancia cuya solubilidad en un vehiculo acuoso es tal que un aumento de solubilidad 

generaria una composici6n mejorada o mas Otil. En consecuencia, un farmaco que es moderadamente soluble, por 

15 ejemplo hasta el grado de 2 g/litro, es "poco soluble" si la dosis unitaria para administraci6n intravenosa es de 5 g. 

Como consecuencia de la capacidad de los polimeros de la invenciOn para solubilizar especies farmacologicamente 

activas, la presente invenciOn tambien provee composiciones farmaceuticas, las cuales comprende uno o mas Tr—

polimeros de la invencion en connbinaciOn con una cantidad terapeuticannente efectiva de uno o mas agentes 

20 farmacologicamente activos. Los polimeros descritos en la presente pueden transformar en efectivo lo que de otro 

modo seria una cantidad ineficaz de un agente farmacologicamente activo. A los fines de la presente descripcion, en 

consecuencia, una "cantidad terapeuticamente efectiva" es la cantidad del agente que transforma en efectiva a toda 

la connposiciOn. 

25 EXPERIMENTAL 

1. Procedimientos generales 

Lo que se describe en la presente provee procesos para la preparaci6n de los polinneros tipo peine descritos en la 

30 presente. La sintesis de estos polimeros es realizada facilmente por un experto en la nnateria de la sintesis organica, 

mediante los procedimientos descritos a continuaci6n. El material de inicio cave es polietilenglicol, que de 

preferencia se seca antes del uso. Esto se realiza de manera conveniente por agitaci6n del PEG fundido en vacio a 

temperatura elevada, hasta que dejan de formarse burbujas. Esto puede tardar 8-12 horas, segun la calidad del 

PEG. Una vez seco, el PEG se puede almacenar con arg6n por tiennpo indeterminado. Se pueden emplear grados 

35 industriales y de investigaciOn de PEG disponibles en el comercio para preparar los polimeros de la invenciOn, por 

ejemplo el polidisperso "PEG 1500" del comercio que tiene una distribucion de peso molecular de 1430 — 1570. 

Dicho material puede incorporar diglicidileter de bisfenol A, el cual introduce grupos hidroxilo secundarios en el 

centro de la cadena de PEG. A fin de asegurar que los polimeros descritos en la presente tienen las propiedades 

mas reproducibles y constantes, de preferencia el PEG este libre de bisfenol A, y es de baja dispersi6n. De maxima 

40 preferencia son los polimeros de PEG que tienen >95% de monodispersi6n, tales como los disponibles en el 

comercio de Nektar Therapeutics (antes Shearwater Polymers), Huntsville AL, y Polypure AS, Oslo, Noruega. Un 

ejemplo de una PEG particularmente preferida es "PEG-28" de Polypure, que es >95% de HO(CH2CH20)28H, con 

peso molecular 1252. 

45 Todas las reacciones se Ilevan a cabo en atm6sfera inerte, por ejennplo de nitr6geno o arg6n, con agitaci6n 

magnetica o de preferencia mecanica. 

En la etapa A, se funde PEG seco se &lade anhidrido maleico (2 moles por mol de PEG) con agitacion. La cantidad 

de anhidrido nnaleico debe coincidir con la cantidad de grupos hidroxilo terminales de PEG tan exactamente como 

50 sea posible. Una cantidad insuficiente de anhidrido maleico dare por resultado cadenas de polimeros ternninadas en 

hidroxilo, mientras que un exceso de anhidrido nnaleico consume grupos tiol en la siguiente etapa, lo cual conduce a 

la terminaci6n prematura de la cadena y a grupos carboxilo terminales. La temperatura de reacciOn no es critica y el 

proceso se puede Ilevar a cabo convenientemente a temperaturas entre 45 °C y 100 °C. La temperatura preferida de 

la reaccion es de entre 65 °C y 90 °C. Si se emplean temperaturas elevadas, el anhidrido maleico tiende a 

55 sublimarse, y se deben adoptar las etapas necesarias para asegurar que el anhidrido maleico permanezca en 

solucion. Entre los metodos efectivos se cuentan minimizar el espacio superior y sumergir el vaso de reacciOn en un 

bario de aceite. 

SegOn la tennperatura seleccionada, la reacciOn se puede completer en 2 horas o menos, o se puede conducir 

60 durante la noche. La reacciOn se puede monitorear por TLC en places de gel de silice, y se continCia hasta despues 

de la desaparici6n del anhidrido maleico. El contraste visual, UV, y la tinciOn con yodo se pueden usar para 

examinar las places de TLC. 

En la etapa B, el ester bis—maleato de PEG crudo producido en la etapa A se combina con ditiotreitol (DTT) y 

65 N,N,N',N'—tetrannetiletilendiamina (TEMED) (con agregado de agua, de ser necesario para la fluidez), y la mezcla se 

agita a 70 °C. La reacci6n se completa dentro de los 30 min., segun se indica por el rapid° incremento de viscosidad. 
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El peso molecular del producto se reduce si se utiliza mas o menos de la cantidad Optima de DTT. El peso molecular 

del producto tambien se puede reducir, si se desea, al reemplazar TEMED con una amina terciaria menos efectiva 

tal como TEA. 

5 En la etapa C se afiade suficiente agua a la mezcla de reaccion a fin de reducir la viscosidad, y se afiade 0,1 mol de 

N—hidroxisuccinimida (NHS) y 1,05 mol de hexadecilamina por mol de grupos de acid° carboxilico en el polimero 

(esta cantidad de NHS parece nnininnizar Optimamente el grado de reacciones secundarias). Un exceso de N—(3— 

dimetilaminopropil)—N'—etilcarbodiinnida (EDC) (1,4 mol de EDC por mol de grupos de acido carboxilico) se agrega 

luego en porciones, con agregado de agua adicional segiin necesidad para mantener la agitaci6n. El pH de la 

10 mezcla de reaccion se mantiene por encima 7, y de preferencia entre 9 y 11, a fin de optimizar la reactividad de la 

alquilamina. Con dodecilamina, esta reacciOn se puede Ilevar a cabo a aproximadannente 40-45 °C, nnientras que 

con octadecilamina, la temperatura es de aproximadamente 55 °C-57 °C. La reacciOn es seguida por TLC hasta 

observar un nivel constante de alquilamina sobrante, generalmente despues de continuarla durante la noche. 

15 La mezcla de reacci6n se acidifica a un pH de aproximadannente 3,0 a aproximadamente 4,5 y se agita a 

temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas para destruir EDC sin reaccionar, luego se titula a un pH 

de 7,0 nnediante 1 N de NaOH. La mezcla de reacciOn final se centrifuga a aproximadannente 800 xg durante 1 a 3 

horas, para extraer los contaminantes y subproductos solidos. 

20 Despues de la centrifugacion, el sobrenadante se puede sonneter a cromatografia en una columna de GPO 

(Toyopearl(TM), Sephadex(TM), Sephacryl(TM), Biogel(TM), etc.). Los n—polinneros son materiales anfipaticos y 

exhiben afinidad para la mayoria de los empaquetamientos de columna GPO, complicando por tanto la extracciOn de 

contanninantes. De modo alternativo, el polimero se puede someter a cromatografia en una columna de interacciOn 

hidrof6bica de poro grande (por ejemplo, TOYOPEARLTm Phenyl 6500, Toshoh Biosciences, Montgomeryville, PA, 

25 EE. UU.), que se eluye con un gradiente de metanol en agua. De preferencia, la mezcla de reacciOn se dializa contra 

varios cannbios de agua acidificada y neutra para extraer materiales de inicio de bajo peso molecular y subproductos 

de reacciOn. 

La mezcla de reacci6n tambien se extrae con butanona, isopropanol, butanol u otros disolventes organicos polares 

30 para extraer innpurezas organicas, pero se pierden cantidades sustanciales del polimero anfifilico en el disolvente de 

extracciOn. De preferencia la mezcla de reacci6n se somete a ultrafiltraciOn mediante membranas adecuadas para 

fraccionar el producto por grados de peso molecular, tales como 5 kDa a 10 kDa; 10 kDa a 30 kDa, 30 kDa a 50 

kDa, etc. segi:in el corte de la membrana de filtracion empleada. Una solucion acuosa del polimero se puede 

someter a filtraciOn de terminaci6n para producir una soluciOn esteril o libre de virus, segun la elecciOn de la 

35 membrana de filtraciOn o medico. 

2. Sintesis de n—polimeros 

Ejemplo 1 : Polimero PEG—Di(alquilamidosuccinil)ditioeter de Peso Molecular Medio (C 1 6-7r—Polimero A) 

El polietilenglicol (PEG-1500, Sigma Chemical Co.) se secO al vacio a 8000 hasta que dejen de formarse burbujas 

(8-12 horas, segiin la calidad del PEG). El PEG seco se puede almacenar desecado con argon indefinidamente. 

El PEG seco se fundi6 con arg6n en un bario de aceite, y se ariadio anhidrido maleico (2 moles por mol de PEG, 

45 corregido para impurezas) gradualnnente con agitaciOn. La mezcla se agit6 con argon a 90 C. Dado que el anhidrido 

maleico tiende a sublinnar, se minimiza la parte superior y la totalidad del vaso de reaccion se nnantiene a la 

temperatura de reacci6n. Cualquier anhidrido maleico condensado en las paredes del vaso se raspa y vuelve a la 

mezcla de reaccion. El progreso de la reacci6n se nnonitorea por TLC en placas de gel de silice, con etanol y hexano 

como disolventes por separado, con visualizaciOn por UV y tinci6n con yodo. La reacci6n se continuo durante una 

50 hora despues de la desaparici6n del anhidrido maleico. 

40 

El dimaleato de PEG crudo se diluy6 con dos volumenes de agua. Una solucion de ditiotreitol (DTT, 1,01 

equivalentes por equivalente de PEG) y N,N,N',N'—tetrametiletilendiamina (TEMED, 1,02 equivalentes) en agua (2 

volumenes de agua por volumen de TEMED) se agreg6 entonces a la mezcla de reaccion con agitaciOn. La reacci6n 

55 se agit6 a 70 °C con argon durante 2,5 h, se dej6 a temperatura ambiente durante la noche, y luego se volvio a agitar 

a 70 °C durante 2 horas. La reacci6n se monitore6 por TLC y se consider6 completa ante la desaparici6n connpleta 

de DTT. 

Se afiadi6 agua a la mezcla de reaccion anterior para reducir la viscosidad hasta que la mezcla se podia agitar (a 

60 aproxinnadamente 25% de solidos), la mezcla se agitO a 65 °C con argon, y se afiadio N—hidroxisuccinimida (0,1 mol 

por mol de grupos de acido carboxilico en el polimero de PEG—dimaleato—DTT), seguido de hexadecilamina (1,05 

mol por grupos de acid° carboxilico en el polimero) y N—(3—dimetilaminopropil)—N'—etilcarbodiinnida (EDC, 0,56 mol 

por mol de grupos de acido carboxilico en el polimero). La mezcla se agit6 con argon durante 1 hora y se afiadiO una 

segunda porci6n de EDC (0,56 mol por mol de grupos de acido carboxilico en el polimero). Despues de otra hora, se 

65 agregO tambien una tercera porciOn de EDC (0,28 mol por mol de grupos de acido carboxilico en el polimero, para 

un total de 1,4 mol de EDC por mol de acid° carboxilico) para connpensar la perdida de EDC por hidrOlisis. Se 
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afiadio agua adicional segun necesidad para mantener la fluidez, dado que los sOlidos agregados hicieron que la 

suspensiOn sea dificil de agitar, y el pH se mantuvo entre 8 y 10 por adici6n de 1 N NaOH segOn necesidad. La 

mezcla se agito a 65 °C con argon durante la noche, se monitore6 por TLC (silice con etanol) hasta que la 

alquilamina parecia haber alcanzado una concentraci6n estable, y luego se agit6 durante otras 4 h. La mezcla de 

5 reacciOn luego se acidific6 con 1N HCI hasta un pH de aproximadamente 4,5, se agitO durante 24 h a fin de destruir 

el EDC que no haya reaccionado, y se ajust6 a pH 7,0 por adici6n gota a gota de 1 N de NaOH. Con dodecilamina, 

esta reaccion se condujo a aproximadamente 40-45 C, mientras que con octadecilamina, la temperatura de 

preferencia 55-57 °C. 

10 La mezcla se transfirio a frascos de centrifuga y se agit6 en una centrifuga de mesada a aproximadamente 800 xg 

durante 2 horas para separar los sOlidos residuales. Despues de la centrifugaci6n, la mezcla de reacci6n se extrajo 

con isopropanol para extraer las impurezas organicas. Se prefiere la ultrafiltracion como alternativa a la extraccion 

con isopropanol. 

15 Por este metodo, los siguientes compuestos amino se conjugan con el polinnero: 

20 

Ejemplo la: undecilamina 

Ejemplo 1 b: octadexilamina 

Ejemplo 1 c: 4-nonilbencilamina  

Ejemplo id: 3-[(4-fenoxi)fenil]propilamina  

25 Ejemplo 2: Polimero PEG-Di(alquilamidosucciniOditioeter de Alto Peso Molecular 

Se sigui6 el procedimiento reseriado en el Ejemplo 1, excepto en que se usaron 0,55 mol de DTT y 0,55 mol de 

TEMED por mol de anhidrido maleico. Era necesaria la agitaci6n vigorosa dado que la viscosidad se acumula 

rapidamente. En apariencia, la mayoria de la reacci6n se complete' dentro de los 5-10 minutos, seguido de la 

30 compleciOn lenta durante las siguientes 4 horas a medida que se elev6 la tennperatura de 55 °C a 80 °C. 

Ejemplo 3: Polimero PEG-ditioeter Di(alquilamidosuccinico) 

Se sigui6 el procedimiento resenado en el Ejemplo 1, excepto en que se emplearon 1,5 mol de dodecilamina por mol 

35 de grupos de acid° carboxilico. Se anadio N-hidroxisuccinimida (NHS, 1,0 por mol de grupos de acido carboxilico) y 

1,1'-Carbonildiimidazol (CDI, 3,0 nnol por mol de grupos de acido carboxilico) y la mezcla de reacci6n se agitO a 80 

°C durante 4 horas y se trabaj6 como anteriormente. 

Por este metodo se conjugaron los siguientes compuestos amino al polimero: 

Ejemplo 3a: undecilannina 

Ejemplo 3b: tetradecilamina 

45 Ejemplo 3c: octadecilamina 

Ejemplo 3d: deshidroabietilamina 

Ejemplo 3e: 2-aminoetileter de colesterol 

Ejemplo 3f: 10-fenoxidecilamina  

Ejemplo 3g: hidracida de acid° sebacico 

55 Ejemplo 3h: hidracida de acid° oleico 

Ejemplo 31: hidracida de acid° deshidroabietico 

Ejemplo 3j: hidracida de acido colic° 

40 

50 

60 

Ejemplo 3k: hidracida de acido palnnitico 

Ejemplo 4: Polimero de PEG-co-(alquilamidosuccinato) 

65 Una solucion de PEG (6,66 mmol) y trietilamina (2,32 ml, 16,65 mmol) en eter dietilico seco (10 ml) se enfri6 a
 000 

con arg6n y se tato gota a gota con cloruro de metansulfonilo (1,03 ml, 13,32 mmol). Se continu6 la agitaci6n 
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durante 1 h a 0 °C y luego a temperatura ambiente durante 2 h. El eter se evapor6 y se afiadi6 acetona seca (15 ml) 

al residuo a fin de precipitar el clorhidrato de trietilamina, que se extrajo por filtraciOn de la soluciOn. El filtrado se 

trat6 con bromuro de litio (2,31 g, 26,64 mmol) y se calent0 a reflujo durante 20 h. Luego la mezcla se diluyo con 

hexano y se filtrO a traves de una corta columna de silice (3 cm) cubierta con Celitem4 (0,5 cm), y se eluy6 con 

5 hexano. El filtrado se sec& se filtr6 y se evapor6 para dar am—dibromo—PEG como aceite. 

am—Dibromo—PEG se hizo reaccionar con un equivalente de 2,2—dibutil-4,5—bis(metoxicarboniI)-1,3,2—  

dioxastanolano por el metodo de Godjoian et al., Tetrahedron Letters, 37:433-6 (1996). El polieter de dimetiltartrato—

PEG obtenido se saponific6 con KOH en metanol y luego se amid6 con dodecilamina o hexadecilamina como en los 

10 ejemplos 1 y 3 anteriores, o con las aminas de los ejemplos 3a-3k. 

Ejemplo 5: Copolimerizackin de PEG con dianhidrido EDTA 

El PEG seco se hizo reaccionar con dianhidrido de acid° etilendiamintetraacetico por el metodo descrito en el 

15 Ejemplo 1, y luego se amid6 con dodecilamina como en el Ejennplo 1 o hexadecilamina como en el ejemplo 3, o con 

las aminas en los ejemplos 3a-3k. 

De la misma nnanera, los siguientes dianhidridos se copolimerizaron con PEG y luego se amidaron: 

20 Ejemplo 5a: Dianhidrido naftalentetracarboxilico  

Ejemplo 5b: Dianhidrido perilentetracarboxilico  

Ejemplo 5c: Dianhidrido benzofenonatetracarboxilico 

25 

Ejemplo 5d: Anhidrido 4,4'—(hexafluoroisopropiliden)—diftalico  

Ejemplo 5e: Dianhidrido de acido butano—tetracarboxilico 

30 Ejemplo 5f: Dianhidrido biciclo(2,2,2)oct-7—en-2,3,5,6—tetracarboxilico  

Ejemplo 5g: Dianhidrido de acid° dietilen—tetraminopentaacetico  

Ejennplo 5h: Dianhidrido de acido 3,4,3',4'—difenilsulfonatetracarboxilico 

35 

Ejemplo 51: 3,4,3',4'—Difenileter de dianhidrido de acid° tetracarboxilico  

Ejemplo 5j: Dianhidrido piromelitico 

40 Ejemplo 6A: copolimero de PEG—diamina con tioeteres pendientes. 

Se hizo reaccionar PEG dimaleato preparado como en el Ejemplo 1 con dodecanotiol (dos equivalentes por 

equivalente de PEG dinnaleato) por el mismo procedimiento usado para DTT en el Ejemplo 1. No fue necesario 

hacer dilucion, dado que no hubo polimerizacion, y la reacci6n se condujo con PEG—dinnaleato fundido. Se afiadio el 

45 catalizador TEMED y luego se anadio tiol. La reaccion se sigui6 por la desaparici6n de los materiales de inicio con 

TLC. Se pueden usar las temperaturas hasta el punto en que la perdida del alquiltiol por vaporizacion son 

significativas (hasta aproximadamente 100 °C). Se puede emplear un ligero exceso de alquiltiol para saturar 

totalmente los grupos maleico. El exceso de alquiltiol se elimin6 al final de la reacci6n por chispas de nitr6geno o 

argOn, y/o por calentamiento con vacio, hasta que no se detectaron por olor o por TLC. 

50 

Por este metodo se pueden conjugar los siguientes tioles a PEG dimaleato: 

Ejemplo 6Aa: ester di—t—butilico de acid° mercaptosuccinico 

55 Ejemplo 6Ab: tetradecanotiol 

Ejemplo 6Ac: hexadecanotiol 

Ejennplo 6Ad: acido 2—mercaptoetanosulfOnico  

60 

Ejemplo 6Ae: acid° 3—mercaptopropanosulfonico 

Ejemplo 6Af: ester t—butilico de acido 6—mercaptohexanoico 

65 Ejemplo 6Ag: ester t—butilico de acido 4—mercaptobenzoico  
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Ejemplo 6Ah: ester t—butilico de acido mercaptoacetico 

Ejemplo 6A1: 4—(t—butoxicarbonilamino)butanotiol  

5 Ejemplo 6Aj: 3—(t—butoxicarbonilamino)bencilmercaptano  

Ejemplo 6Ak: 4—decilbencilmercaptano 

Los tioles que tienen grupos funcionales reactivos son adecuados para la fijaciOn de cadenas C y/o los grupos 

10 funcionales reactivos pueden servir como puntos de fijacion (X) para restos blanco. 

Ejemplo 68: copolimero de PEG—diamina con tioOteres pendientes . 

15 

El aducto de tiol obtenido en el Ejemplo 6A se amid6 con 1,4—diaminobutano (un equivalente de diamina por dos 

grupos COOH), usando el mismo procedimiento utilizado para dodecilamina en el Ejemplo 1, con dilucion con agua 

segiin necesidad para mantener la fluidez de la nnezcla de reaccion. Se atiadieron alicuotas adicionales de EDC 

segOn necesidad para asegurar la polimerizacion completa. Por este metodo, los aductos de tiol del Ejemplo 6A y 

20 6Aa a 6Ak se convirtieron en poliamida de PEG—diaminobutano. 

Por este metodo, las siguientes diaminas se pueden convertir en una PEG poliamida (BOC = t—butoxicarbonilo): 

Ejemplo 6Ba: 2—(0—B0C)-1,3—diamino— 2—propanol 

25 

Ejennplo 6Bb: N',N"—di(BOC)hexaetilentetraamina  

Ejemplo 6Bc: N',N"—di(BOC)espermina 

30 Ejemplo 6Bd: N'—B0C—espermina 

Ejemplo 6Be: N',N",N"—tri(BOC)pentaetilen hexamina 

Ejemplo 6Bf: agmatina 

35 

Ejemplo 6Bg: t—butilester de lisina 

Ejemplo 6Bh: 1,6—diaminohexano 

40 Ejemplo 6Bi: 1,4—fenilendiamina 

Ejemplo 6Bj: 1,3—fenilendiamina  

Ejemplo 6Bk: acetonida de 1,4—diaminobutan-2,3—diol  

45 

Ejemplo 7: PEG—ditioeter de Di(alquilsuccinato) 

0 

ICCH- ty, 

50 El 2,3—bis-0—hexadecileter de DTT (meso-2,3—bis(hexadeciloxi)butano-1,4—ditiol) se prepar6 por una modificacion 

del procedimiento de S. Sasaki et al., Chem. Pharm. Bull. 33(10):4247-4266 (1985). Este se afiadio a PEG—

dimaleato por el metodo del Ejemplo 1. 

Por este metodo se acoplaron los siguientes eteres de ditiol al polimero de PEG: 
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Ejemplo 7a: nneso-2,3—bis(n—butoxi)butano-1,4—ditiol  

Ejennplo 7b: meso-2,3—bis(4—nonilfenilmetoxi)butano-1,4—ditiol 

5 

Ejennplo 7c: meso-2,3—bis(bifeni1-4—metoxi)butano-1,4—ditiol  

Ejennplo 7d: 4,6—bis(deciloxi)benceno-1,3—dimetanotiol  

10 Ejemplo 7e: 4,5—bis(deciloxi)benceno-1,2—dimetanotiol  

Ejemplo 7f: 3,4—bis(deciloxi)tiofen-2,5—dimetanotiol  

Ejemplo 8A: PEG succina tos sustituidos 

15 

Se sigui6 el metodo del Ejemplo 1, excepto en que se uso anhidrido 2—dodecen-1—ilsuccinico en lugar de anhidrido 

maleico. El sustituyente dodecenilo proveyo las cadenas C pendientes en el polimero final. 

Por este metodo se esterificaron los siguientes anhidridos succinicos sustituidos con PEG: 

Ejennplo 8Aa: anhidrido isobutenilsuccinico 

Ejemplo 8Ab: anhidrido 2—octen-1—ilsuccinico 

25 Ejemplo 8Ac: anhidrido octadecenilsuccinico 

Ejemplo 8Ad: 3—oxabiciclo—hexano-2,4—diona 

Ejemplo 8Ae: anhidrido ciclohexanodicarboxilico 

30 

Ejemplo 8Af: anhidrido Ulm 

Ejemplo 8Ag: anhidrido 4—decilftalico 

35 Ejemplo 8Ah: anhidrido hexahidronnetilftalico 

Ejemplo 8Ai: anhidrido tetrahidroftalico 

Ejemplo 8Aj: anhidrido norbornenodicarboxilico 

40 

Ejemplo 8Ak: cantaridina 

Ejemplo 8AI: anhidrido biciclooctenodicarboxilico 

45 Ejemplo 8Am: anhidrido exo-3,6—epoxi-1,2,3,6—tetra—hidroftalico 

Ejemplo 8An: anhidrido S—acetilmercaptosuccinico 

Ejemplo 88: PEG—ditioeter de Di(alquilamidosuccinilo) grupos alquilo pendientes 

50 

Por este metodo del ejemplo 1, los PEG—succinatos sustituidos obtenidos tal corn° se describe en los Ejennplos 8A y 

8Aa a 8An se hicieron reaccionar con DTT. 

Por este nnetodo, los siguientes ditioles se hicieron reaccionar con cualquiera de los PEG succinatos sustituidos 

55 obtenidos tal como se describi6 en los Ejemplos 8A y 8Aa a 8An: 

Ejemplo 8Ba: etano-1,2—ditiol 

Ejemplo 8Bb: propano-1,3—ditiol  

60 

Ejemplo 8Bc: butano-1,4—ditiol  

Ejemplo 8Bd: pentano-1,5—ditiol 

65 Ejemplo 8Be: hexano-1,6—ditiol  

20 
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Ejemplo 8Bf: 1,4—bencenoditiol 

Ejemplo 8Bg: 1,3—bencenoditiol  

5 Ejemplo 8Bh: 1,4—bencenodinnetanotiol 

Ejemplo 8Bi: 1,3—bencenondinnetanotiol 

Ejemplo 8Bj: 1,2—bencenoedimetanotiol 

10 

Ejemplo 8C: copolimero de PEG—diamina con grupos alquilo pendientes 

Por el metodo del ejemplo 6B, los PEG succinatos sustituidos obtenidos tal corm se describi6 en el Ejemplo 8A se 

copolimerizaron con 1,4—diaminobutano. 

15 

Por este metodo, las siguientes diaminas se copolimerizaron con cualquiera de los PEG succinatos sustituidos de 

los Ejemplos 8A y 8Aa a 8An: 

Ejemplo 8Ca: 20—BOC 1,3—diamino-2—propanol 

20 

Ejemplo 8Cb: N',N"—di(BOC) hexaetilentetraamina 

Ejennplo 8Cc: N',N"—di(BOC) espermina 

25 Ejennplo 8Cd: N'—BOC espermidina 

Ejemplo 8Ce: N',N",N"—tri(BOC)—pentaetilenhexamina 

Ejemplo 8Cf: agmatina 

30 

Ejemplo 8Cg: t—butilester de lisina 

Ejemplo 8Ch: 1,6—diaminohexano 

35 Ejemplo 8Ci: 1,4—fenilendiamina  

Ejemplo 8Cj: 1,3—fenilendiamina  

Ejemplo 8Ck: acetonuro de 1,4—diaminobutano-2,3—diol 

40 

Ejemplo 9: Transesterificacion de PEG mediante el Uso de Acidos Sustituidos 

PEG ditosilato: a 1 mol de PEG (disuelto en DMF o fundido como tal) se anadi6 2,1 mol de cloruro de tosilo (5% 

molar de exceso) con agitacion con arg6n. A esta mezcla de reacciOn se anadi6 2,2 mol de tetrametiletilendiamina 

45 (TEMED). La mezcla de reacci6n luego se incub6 a 45 °C durante 2 h. Los productos se resolvieron nnediante el uso 

de TLC en acetato de etilo, tolueno o etanol como disolventes de TLC. El PEG ditosilato se extrajo de la mezcla de 

reaccion con tolueno. En cambio de cloruro de toluensulfonilo, tambien se pueden usar otros agentes sulfonilantes 

tales como cloruro de mesilo (vease Ejemplo 4), anhidrido triflico o cloruro de tresilo (vease solicitud de patente de 

los Estados Unidos N° 10/397332, PublicaciOn N° 20040006051). 

50 

55 

Poliesterificacion de PEG ditosilato: a 1 mol de PEG—ditosilato fundido con agitacion con arg6n, se ariadi6 1 mol de 

acid° S,S'—didecil—meso-2,3—dimercaptosuccinico y 2 mol de TEMED. Se ariadio DMF segOn necesidad para 

mantener la fluidez. La mezcla de reacciOn se calento a 80 °C y se agito durante 24 h o hasta su finalizaciOn por 

TLC. 

Ejemplo 10: Polimero de PEG—tioOter Di(succiniI)—di—(0—Acilado) de Peso Molecular Medio (C 1 6—n—Polimero B) 

c to-61000 
0 

-,:OCH2CE12).,  

HO—f0
 

 

ES 2 523 431 T3

 

22



PEG—dimaleato (10,24 g, 6,1 mmol) preparado como en el Ejemplo 1 se coloc6 en un frasco seco de 125 ml y se 

calent6 hasta 70 °C con arg6n para fundir el PEG—dimaleato. A este material fundido con agitaci6n se ariadio agua 

(10 ml) y una solucion de DTT (0,961 g, 6,168 mmol) y TEMED (0,723 g, 6,166 mmol) en agua (3 ml). La soluciOn se 

agito a 70 °C durante aproximadamente 4 h. La extraccion de agua en vacio dio el polimero sOlido con un 

5 rendimiento de aproximadamente 90%. 

El polinnero seco (5 g, 2,7 mmol) se calentO a 70-90 °C con argon para fundirlo, y se afiadio TEMED (0,635 g, 5,5 

mmol). Se afiadi6 cloruro de palmitoilo (1,689 g, 5,5 mmol) con agitaciOn, y la mezcla se agito con argon durante la 

noche (la proporci6n de polimero respecto de cloruro de acilo se puede variar para obtener grados de sustituci6n de 

10 0-100% de estequiometria). Se afiadiO agua a la mezcla de reacci6n a fin de aislar el "C16-7r—Polimero B". 

Por este metodo se esterificaron los siguientes acidos con los grupos hidroxilo del copolimero de di(succinil)PEG—

DTT: 

15 Ejemplo 10a: Acido oleico 

Ejemplo 10b: Succinato de colesterilo 

Ejemplo 10c: Acido bifeni1-4—carboxilico  

20 

Ejemplo 10d: Acido 4—octilfenilacetico 

Ejemplo 10e: Acido hexadeca-6—inoico 

25 Como alternativa del uso de haluros acidos, tambien se pueden activar los grupos hidroxilo derivados de DTT de 

polimeros con 1,3—bis(2,2—dimetil-1,3—dioxolan-4—ilmetil) carbodiimida (BDDC) y acoplar directamente con acidos 

carboxilicos; vease Handbook of Reagents for Organic Synthesis, Reagents for Glycoside, Nucleotide, and Peptide 

Synthesis , Ed. David Crich, Wiley, 2005 p 107-108 y sus referencias). 

30 Ejemplo 1 1 : Dimaleato de C 1 6—R—Polimero A. 

Los dimaleatos de Polimero A se preparan haciendo reaccionar anhidrido del acid° maleico con los grupos hidroxilo 

del Polimero A. El doble enlace activado introducido puede usarse para ariadir ligandos que contienen tiol al 

polimero. La relaciOn de polimero A a anhidrido maleico puede variar para obtener sustituciones que varian de 0- 

35 100% de esterificacion estequiornetrica total. 

El C16-7E—Polimero A (2 g) y anhidrido maleico (0,85 g) se molieron en un mortero seco y se transfirieron a un frasco 

de base redonda de 50 ml. El frasco se calent6 a 90 °C, con argon durante 2-3 h con agitaci6n. La mezcla de 

reacciOn sOlida luego se transfiriO con ayuda de agua a una bolsa de dialisis (3,5 kDa de cone) y se dializO contra 

40 agua para extraer el exceso de acid° maleico y de subproductos de bajo peso molecular. El retenido luego se extrajo 

de la bolsa y se sec6 a 60°C hasta peso constante, a fin de obtener dimaleato de C16—n—Polimero A (1,79 g). 

Ejemplo 1 2: Aducto de Cisteina de Dimaleato de C1 6—z—Polimero A : 

45 Dimaleato de C16—n—Polimero A en polvo (Ejemplo 11) (253 mg) se ariadi6 a agua (5 ml) y la mezcla se agito 

vigorosamente. Se ariadieron cisteina (24 mg) y TEMED (30,5 ul) a la mezcla de reacciOn, y la mezcla se agitO a 

temperatura ambiente con atm6sfera de argOn. El progreso de la reacciOn se monitore6 por TLC (placas de gel de 

silice, acido n—butanolacetico—agua, 3:1:1) con detecciOn con ninhidrina. La mezcla de reaccion mostrO una mancha 

positiva para ninhidrina que comigraba con el polimero. La cisteina tambien dio una mancha positiva para ninhidrina, 

50 mientras que el polimero de inicio no dio color con ninhidrina. 

3. Uso de n—Polimeros para Solubilizar Sustancias Insolubles o Debilmente Solubles 

Ejemplo 1 : Solubilizacion de Tinturas 

55 

A alicuotas de 1,0 ml de una soluciOn acuosa de 50nng/m1 de polimero PEG1500—cosuccinil—DTT—bis—C16—amida 

(016—Polimero A, Ejemplo 1), centrifugadas para extraer materiales insolubles, pero no purificadas de otra manera, 

se afiadieron cantidades en exceso de las tinturas Eosina Y, diclorofluoresceina, y Sudan IV en contenedores 

separados (botes de peso FIexExceITM de polipropileno transparente, de tamafio WB2.5, producto de AllExcel, Inc., 

60 West Haven, CT), y los componentes se agitaron juntos para formar una pasta. Las bases de los contenedores 

luego se adosaron a la base de un pequefio ban° ultrasonic° limpiador de joyas mediante cinta adhesiva de doble 

faz resistente a agua. Se aliadio cantidad de agua apenas suficiente para sumergir los botes de peso hasta 

aproximadamente un tercio de la altura. Se realiz6 sonicacion durante 15 minutos en etapas de 5 minutos. Los 

liquidos se transfirieron a tubos de centrifuga y se centrifugaron dos veces durante 30 min en una centrifuga de 

65 mesada para eliminar por sedimentacion la tintura no disuelta. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios y 
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se volvieron a centrifugar, a fin de extraer los solidos arrastrados. Suspensiones de las misnnas cantidades de tintura 

en la misma cantidad de agua destilada que la cantidad de la solucion de polimero se trataron de la misma manera, 

corm controles. Las soluciones obtenidas se sembraron en manchas (25 ul) en placas de TLC para formar circulos a 

partir de las gotas. Las intensidades de las manchas se compararon con manchas hechas de soluciones de tintura 

5 realizadas con etanol o etanol/agua a fin de determinar las concentraciones aproximadamente; las manchas se 

muestran en la Figura 1. Las solubilidades de las tinturas en agua se determinaron por disolucion de la cantidad 

adecuada de la tintura en 11 o mas agua desionizada (sin buffer) a temperatura ambiente, y el agregado de agua (es 

decir, la titulacion) con mas agua segt:in necesidad para obtener soluciones saturadas. 

10 La concentracion de Sudan IV en 50 mg/ml de polimero era de aproximadamente 0,2 mg/ml, en oposiciOn a 0.000 

mg/ml en H20 (Sudan IV es insoluble a pH neutro). La concentracion de diclorofluoresceina era de 

aproximadannente 5 mg/ml en 50 mg/ml de polimero, en oposici6n a 0,010 mg/ml en H20. La concentraciOn de 

Eosina Y en 50 mg/ml de polimero era de aproximadamente 5 mg/ml, en oposiciOn a 0,007 mg/ml en H20. Las 

relaciones de carga (cantidad de farmaco por cantidad unitaria de polimero, g/g) se calculo en aproximadamente 

15 1:250 para Sudan IV, 1:10 para diclorofluoresceina y 1:10 para Eosina Y. 

Las relaciones de carga de 1:10 para compuestos polares que se asemejan a las sustancias farmaceuticamente 

activas en las propiedades fisicoquimicas son superiores a las que generalmente se obtienen con liposomas, 

ciclodestrinas, CremophorTM, o detergente u otros sistemas solubilizantes. Eosina Y es un generador fotoactivable 

20 de singulete de oxigeno con muy alta eficiencia, y es de esperar que dichas soluciones concentradas de Eosina Y tal 

como se prepararon en el polimero del Ejemplo 1 sean farmacolOgicamente activas como agentes citotoxicos 

fotoactivables. 

El cambio del espectro de fluorescencia de la diclorofluoresceina en la solucion de polimero (amarillo rojizo/naranja)  

25 respecto del agua (amarillo verdoso) se observe) visualnnente y provee una indicaci6n de que la tintura no esta en 

ambiente acuoso, sino encapsulada en el ambiente organico de los centros de la particula de polimero 

autoensamblada. De hecho, se han usado cannbios del espectro de fluorescencia como metodo para determinar 

cambios de la polaridad del microambiente (por ejemplo "sondas lipidicas"). El color de la solucion de Sudan IV en el 

polimero era nnarrOn rojizo, en oposici6n a la rojo en la solucion de etanol y polvo marron cuando se suspendi6 en 

30 agua. La Eosina Y no mostr6 cambio visual significativo (rosa en agua a rosa rojizo en la solucion de polimero). 

Ejemplo 2: Solubilizacion de Sustancias de Relevancia Medica 

Purpurina, Anfotericina B, Camptotecina y Doxorrubicina fueron seleccionados como representantes de ingredientes 

35 farmaceuticamente activos poco solubles (API). La Anfotericina B se use) en una formulacion liposomal como 

antifungico inyectable, nnientras que Camptotecina y Doxorrubicina son agentes anticancerosos. La Purpurina es una 

tintura que se intercala en el ADN con posible utilidad farmaceutica, y la Eosina Y es un reactivo fotosensible a 

singulete de oxigeno con posible uso en terapia fotodinamica. Cada API se solubilizO en agua con C16-7E—Polimero 

A, C18-7E—Polinnero B, y/o conjugado de C16—n—Polimero A—acido falico (vease mas adelante). Se demostrO la 

40 solubilizacion por manchas de los API solubilizados y controles no sutilizados en placas de TLC, tal como se 

describi6 con anterioridad para las tinturas. 

Los polimeros secos se reconstituyeron con agua, con calentamiento, agitaci6n y sonicaci6n segOn necesidad. 

Cuando la soluciOn era demasiado viscosa se diluy6. Se us6 C16—TE—Polimero A a 10% p/v, C16-7r—Polimero A con 

45 folato se use) a 5% ply, y C18-7—Polimero B se us6 a 2% p/v. 

La sustancia farmacologica (20 mg) se ariadie) directamente a 1 ml de solucion de polimero, lo cual dio por resultado 

relaciones en masa de polimero:API de 5:1 para C16—n—Polimero A, 2,5:1 para C16-7—Polimero A con folato, y 1:1 

para C18—n—Polimero B, excepto para doxorrubicina (/ease mas adelante). Las mezclas se sometieron a sonicacion 

50 durante 1 h a baja potencia, y luego se centrifugaron dos veces a 2000 xg para extraer los solidos no disueltos. La 

cantidad de solidos sedimentados no era significativa. La aplicacion de nnancha con las soluciones sobre una placa 

de TLC de gel de silice mostr6 que los farmacos se solubilizaban, con migraciOn retardada desde el frente del 

disolvente (Fig. 2). 

55 El clorhidrato de doxorrubicina se combine) con polimeros como antes a una relacion en masa de 10:1 de C16--TE—

Polimero A respecto de clorhidrato doxorrubicina, o en una relaciOn en masa de 5:1 de C16—n—Polimero A con folato 

de doxorrubicina, seguido de la adici6n de suficiente 3M de acetato de sodio para neutralizar el clorhidrato de 

doxorrubicina. Las nnezclas se agitaron vigorosamente durante 24 horas y luego se centrifugaron dos veces a 2000 

xg para extraer los solidos no disueltos. La cantidad de solidos sedimentados no era significativa. 

Las relaciones en masa de los API solubilizados respecto del polinnero se muestran en la Tabla 1. No se intent6 

maximizar la carga del polimero, por lo que estas relaciones representan limites inferiores de la cantidad de API que 

los polimeros son capaces de portar a la soluciOn. 

65 Una muestra de 50 ul de cada solucion se coloce) en mancha en una placa de gel de silice de TLC de BakerflexTm y 

60 
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se dej6 difundir. La soluciOn acuosa forma un limite extern° del circulo y un circulo interno seguido de migracion del 

polimero con el material encapsulado (Figura 2). En todos los casos, habia poco API en el margen periferico de la 

zona solo acuosa, que indica una solubilizacion exitosa y minima perdida del material encapsulado. 

5 Tab le 1 : Sol u b i l izacion de AP I 

Re laciones de Masa de Po l imero : Sustrato 

C 1 6-7f—Pol imero A 
C 1 6—R—Po l imero A con 

C 1 8-7—Po l i mero B 
fo l ato 

1 0% p/v 5% p/v 2% p/v 

Pu rpu ri na 5 : 1 2 , 5 : 1 No rea l izada 

Camptoteci na 5 : 1 2 , 5 : 1 No rea l izada 

Anfote rici na B 5 : 1 2 , 5 : 1 No rea l izada 

Doxorru b i ci na 1 0 : 1 5 : 1 No rea l izada 

Eos i na Y No rea l izada No rea l izada 1 : 1 

10 

4. Biocompatibilidad de n—Polimeros 

Ejemplo 1 : AdecuaciOn para emolientes t6picos, cremas o pastas 

Una cera oleosa concentrada del polimero del Ejemplo 1 se frot6 en la piel interna de la mufieca por el inventor y se 

obseR/6 la captaciOn. El material pareci6 ser absorbido de modo similar a cremas cerosas farmacolOgicas, con ligero 

15 aspecto suavizante de la zona. No se observaron respuestas alergicas inmediatas o retardadas, tales coma 

enrojecimiento, erupci6n o prurito despues de una Unica aplicacion t6pica. 

Muchos de estos polimeros son ceras higrosc6picas a temperatura ambiente, con un punto de fusi6n esperado de 

aproxinnadamente 45 °C a 60 °C o superior, segun la composici6n. Los polimeros fabricados con PEG de menor PM 

20 incluso pueden ser liquidos a temperatura annbiente. Algunos polimeros pueden ser solidos a temperatura ambiente, 

y se funden a la temperatura corporal. En consecuencia, las propiedades de estosn—polinneros los hacen excelentes 

sustratos para fabricar lociones, cremas, ungiientos, emolientes y otras formas de suministro, sea por Si mismos, o 

en una mezcla con diversas sustancias, incluso agentes farmaceuticos activos. 

25 Ejemplo 2: Adecuaci6n para la administraci6n parenteral 

Se prepar6 una soluciOn acuosa del polimero del Ejemplo 1 en solucion fisiolOgica con buffer fosfato y luego se filtrO 

en tubos esteriles a traves de filtros de 0,22 um. 

30 Se emple6 un protocolo de maxima dosis tolerada, en el cual ratones CD-1 fueron sometidos a una dosis de 10 ml 

por kg de peso corporal por inyecciOn en la vena de la cola de hasta 5% p/v de la soluciOn acuosa del polimero. Los 

ratones fueron observados durante 12 horas continuamente y cada 2 h despues hasta las 48 a 72 h, segun el grupo. 

Se obtuvieron muestras de sangre y se analizaron. Algunos ratones fueron sacrificados y se examinaron primero en 

la histologia nnacroscOpica. Luego se efectuo histologia microsc6pica en cartes seleccionados. 

35 

No se hallaron diferencias observables en la quimica de la sangre entre los ratones control y los ratones tratados. No 

se hallaron diferencias observables o lesiones al comparar con animales control en la histologia macroscopica de 

diversos organos, incluso el corazon, los pulmones, los rifiones, el bazo, el higado, los intestinos, el estomago, la 

vejiga, la piel, los mOsculos, los huesos, el cerebro y los ganglios linfaticos. Se estudiaron multiples nnuestras de 

40 diferentes grupos de animales con los mismos resultados observados. No se hallaron diferencias observables en la 

estructura de tejido celular de los tejidos examinados. Algunos de los rifiones nnostraron algunos cilindros que 

disminuyeron con el tiempo de exposician al polimero. Esto implica que la formaci6n de cilindros es una fase 

temporaria y que a medida que transcurre el tiempo se normalize. 

45 Se concluyo que el polinnero es seguro para uso medico como agente farmaceutico en preparaciones inyectables y 

otras formulaciones parenterales. Es razonable esperar que el polimero sea seguro en soluciones orales, capsulitas 

y comprimidos, rocios nasales, aerosoles orales/bronquiales, sublinguales, crema/parches/locion cutanea, gotas 

oculares, otras vies topicas y otras vies de administraci6n.  

50 5. Fijaci6n de Restos Dirigidos al Blanco a los n—Polimeros 

Ejemplo 1 : Fijaci6n de galactosamina a C- 1 6 z—Polimero B por fonnaciOn de enlace amida . 

La galactosamina (GA) se dirige al receptor hepatica de asialoglicoproteina (ASGPR), y los polimeros portadores de 

55 galactosamina ligados covalentemente son suministrados al higado; vease L. Seymour et al., "Hepatic Drug 

Targeting: Phase I Evaluation of Polymer—Bound Doxorubicin" J . Clin . Oncology, 20(6):1668-1676 (2002) y sus  
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referencias. 

C16-7E—Polinnero B (Ejemplo 10 en la secci6n de metodos de sintesis anteriores) (461 mg, 0,2 mmol equivalentes a 

COOH por unidad repetida) se disperse) en 14 ml de agua, y a esta dispersi6n se afiadi6 EDC HCI (0,485 mrnol) y 

5 N—hidroxisuccinimida (0,464 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 15 minutos y se afiadi6 una 

soluciOn de galactosamina HCI (0,386 nnmol) y TEMED (0,387 mmol) en 1 ml de agua. La soluciOn se agit6 y se 

sigui6 la reacci6n por TLC en gel de silice y desarrollo en 1—butanol—acido acetic° —agua (3:1:1). Se anadio una 

cantidad adicional de TEMED (0,079 mmol), NHS (0,078 mmol) y EDC HCI (0,193 mmol) para forzar la complecion 

de la reacci6n. Cuando TLC mostr6 un estado estable con respecto al consumo de GA, se dializo la mezcla de 

10 reacci6n (3500 Da de membrana de corte) contra 3 x 1000 ml de agua desionizada para extraer los reactivos y 

subproductos de bajo peso molecular. Se extrajo el retenido y se sec6 a 60 °C hasta peso constante (348 mg). 

El TLC del producto no mostro GA libre (ninhidrina negativo). Una muestra del producto se hidrolizo con 6 N de HCI 

a 100 °C a fin de hidrolizar GA ligado. El analisis de TLC demostro la presencia de GA (ninhidrina positivo) a la 

15 misma Rf que el GA de referencia. 

Ejemplo 2: FijaciOn de acid° fOlico a C 1 8—n—Polimero A 

BDDC (2,44 g, 8,56 mmol) se peso en un frasco de base redonda de 125 ml por el que se hizo pasar un chorro de 

20 argon (BDDC es nnuy viscoso con consistencia similar a miel y dificil de nnanipular). C18—n—Polimero A (10 g, 4,28 

mmol) se anadi6 al frasco, la nnezcla se calent6 a 70 °C, y los reactivos se agitaron juntos durante aproximadamente 

30 minutos. Se ariadie) acid° folic° (3 g) seguido de suficiente THE para permitir la agitacion. Los reactivos se 

agitaron a 40— 70 °C durante la noche, protegidos contra la humedad. Luego se dej6 evaporar THF y se afiadi6 agua 

(80 ml), y la mezcla se agit6 a 50 °C durante otras 2 h. Despues de enfriar a tennperatura ambiente, la mezcla se 

25 transfirio a una seccion de tubos de dialisis con corte a 3500 Dalton, y se dializo contra 0,1 N de HCI (2 x 2000 ml), 

agua (2000 ml), 5% de carbonato de sodio (2 x 2000 ml) y agua (4 x 2000 ml), a fin de extraer los reactivos que no 

reaccionaron y los subproductos. Se extrajo el retenido amarillo naranja brillante. Una porci6n se evapore) hasta peso 

constante para determinar la concentraci6n de sOlidos, y se us6 para los experimentos de solubilizacion descritos 

con anterioridad. 

30 

Ejemplo 3: FijaciOn de acid° N—acetilneuraminico (NANA) a C 1 6—g—Polimero B. 

Se espera que los derivados de acid° neuraminico sean restos blanco para los virus de la gripe debido a las 

proteinas de cubierta de hemaglutinina y neuranninidasa, de las cuales se sabe que ambas se fijan al acid° sialico. 

35

  

BDDC (2,44 g, 8,56 mmol) y C18-7r—Polimero A (10 g, 4,28 mmol) se combinaron y se calentaron hasta 70°C, y se 

agitaron juntos con arg6n durante aproximadamente 30 minutos. Se anadio acid° N—acetilneuraminico (3 g), seguido 

de THE segOn necesidad para mantener la fluidez. Los reactivos se agitaron a 40-70 °C durante la noche, 

protegidos contra la humedad. Se ariadio agua (80 ml), y la mezcla se agit6 a 50 °C durante otras 2 h. Despues de 

40 enfriar a temperatura ambiente, se dializo la nnezcla contra 0,1 N de HCI, 5% de NaHCO3, y agua (2 x 2000 ml cada 

uno) con una membrana de corte de 3,5 kDa. 

Ejemplo 4: Fijaci6n de acid° ,3-0—metilneuraminico (MNA) a C 1 6—R—Polimero B 

45 C16-7r—Polimero B, 43 micronnoles de base COOH, en 1 ml de agua, y 13—metilglucosido de acid° neuranninico 

(Toronto Research Chemicals), 40 micromoles, se mezclaron juntos, y se anadieron 40 micromoles de NHS en 0,1 

ml de agua, seguido de 40 micromoles de clorhidrato de EDC en 0,1 ml de agua. La mezcla de reacciOn se agit6 a 

temperatura ambiente durante 48 horas, y se analiz6 por TLC en gel de silice con isopropanol—acetato de etilo—agua 

(4:3:2). La detecci6n con 0,2% de orcinol en 70% de acid° sulfuric° a 130 °C no genera una reaccion de color con el 

50 polimero inicial, pero el TLC de la mezcla de reacci6n dio una mancha purpura que comigraba con el polimero. 

Ejemplo 5: Fijacion de zanamivir a C1 6-7r—Polimero B. 

Zanamivir (GG167) es un poderoso inhibidor de la neuraminidasa viral, y los polimeros portadores de esta molecula 

55 como ligando nnultivalente son inhibidores de la replicacion del virus de la gripe. 

C16-7—Polimero B (920 mg) se dispers6 en 30 ml de agua, y a esto se agreg6 EDC HCI (1,2 nnmol) y N—

hidroxisuccinimida (1,1 mmol). La mezcla se agito a temperatura ambiente durante 20 nninutos, y se anadio una 

solucion de la sal del acid° trifluoroacetico de acid° 5—acetamido-7—(6'—aminohexil)—carbamiloxi-4—guanidino-

60 2,3,4,5—tetradesoxi—D—glicero—D—galacto—non-2enopiranosonico (patentes de los Estados Unidos N° 6.242.582 y 

6.680.054) (0,39 g, 0,67 mmol) y TEMED (0,67 mmol) en 1 ml de agua. La solucion se agit6 a temperatura ambiente, 

y la reacciOn se sigui6 con TLC. La mezcla de reacci6n se dializo (3500 kDa de membrana de corte) contra 3 x 1000 

ml de agua desionizada para extraer los reactivos y subproductos de bajo peso molecular. El retenido se extrajo y se 

sec6 a 60 °C hasta peso constante. El nivel de incorporacion de azucares se puede determinar mediante un ensayo 

65 colorimetrico para el grupo guanidina (Can.J Chem., 36:1541 (1958)). Se puede realizar un ensayo de 
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neuraminidasa segOn el procedimiento de Potier et al, Anal. Biochem. , 29 287 (1979). 

Ejemplo 6: Fijaci6n del fragmento Fab a Dimaleato de C 1 6-27—Polimero A: 

5 Un anticuerpo de fragmento variable monocatenario (scFv) dirigido contra el antigeno asociado con melanoma de 

alto peso molecular de glucoproteina superfical (HMV-MAA) tiene como blanco celulas de melanoma; vease F. 

Martin et al., J. Virology, 73: 6923-6929 (1999). 

Los enlaces disulfuro en este fragmento de anticuerpo se reducen con Gel Reductor de Disulfuro TCEP Inmovilizado 

10 (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) segun el protocolo del fabricante, y se hicieron reaccionar con dimaleato de 

C16-7E—Polimero A por el nrietodo del ejemplo 12 en la secciOn de Metodos Sinteticos. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polimero tipo peine que consiste esencialmente en la siguiente estructura: 

5 

que comprende un esqueleto formado por restos alternados de los puntos de las ramificaciones B y los bloques de 

polimero A hidrofilicos, solubles en agua; y que tiene cadenas laterales hidrofabicas C adosadas a los restos de los 

puntos de ramificacion, en donde A se selecciona del grupo que consiste en poli(etilenglicol), poli(propilenglicol),  

10 poli(etileninnina), poli(alcohol vinilico), poli(vinilpirrolidona), polisacaridos y co-polimeros de estos; en donde los 

puntos de las rannificaciones B son los conjugados de ditiotreitol (DTI), ditioeritritol (DTE) o 2,3—diaminobutano-1,4— 

ditiol con dos molecules de acid° maleico, y en  cada cadena lateral C se selecciona independientemente del 

grupo que consiste en cadenas alifaticas C8—C20, poli(acido glicalico), poli(acido DL—lactico), poli(acido L—lactico), 

copolinneros de hidroxiacidos de poli(acido glicOlico) y poli(acido lactico), poli(aminoacidos), poli(anhidridos), 

15 poli(ortoesteres) y poli(fosfoesteres), poli(epsilon—caprolactona), poli(delta—valerolactona), poli(gamma—

butirolactona) y poli(bete—hidroxibutirato), colesterol, acido cOlico y acid° litocalico; en donde el peso molecular de 

cada resto C es entre 50 y 1.000; en donde n varia de 3 a 100; y en donde, como promedio, 1 <p < 4. 

20 

25 

2. El polimero de la reivindicacion 1, en donde, como promedio, p varia de 2 hasta 4. 

3. El polimero de la reivindicacion 1, en donde, corn° promedio, 1,5 < p <2. 

4. Un polimero de acuerdo con la reivindicaciOn 1, que comprende edemas uno o mas grupos funcionales reactivos 

X fijados a cada resto de los puntos de las ramificaciones, y que consiste esencialmente en la siguiente estructura: 

en donde X se selecciona del qrupo que consiste en —NH —SH —CHO —NHNH —COOH —CONHNH7, haloacilo 

acetoacetilo, —CN, —OCN, —SCN, —NCO, —NCSL vinilico, acrilico, 

30 acetilencarboxamido; y en donde, conno promedio, r varia de 1 a 4. 

5. El polimero de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el polimero de bloque A se selecciona del 

grupo que consiste en poli(etilenglicol) y poli(propilenglicol), y sus copolimeros. 

35 6. El polimero de la reivindicacion 5, en donde el polimero de bloque A es poli(etilenglicol). 

7. El polimero de la reivindicaciOn 6, en donde el polimero de bloque A tiene una longitud pronnedio de entre 4 y 700 

unidades de mononnero. 

40 8. El polimero de la reivindicacion 6, que tiene la estructura 

alilico, maleico, cinamico, acetilencarboxi v 

 

,(ock2.94,26 

r4r." 
6 
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en donde m es 4-700, e Y e Y' son seleccionadas independientemente del grupo que consiste en R, OR, COOR, 

SR, NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH2, NHNHR, NRNHR', y NHNRR', en donde R y R' son independientemente 

seleccionados del grupo que consiste en hidrocarburos lineales opcionalnnente sustituidos con uno o nnas 

5 sustituyentes hidrofilicos, hidrocarburos policiclicos opcionalmente sustituidos con uno o nnas sustituyentes 

hidrofilicos, aminoacidos, peptidos y polimeros hidrofobicos. 

9. El polimero de la reivindicaciOn 6 que tiene la estructura 

10 

en donde m es 4-700, e Y e Y' son seleccionados independientemente del grupo que consiste en R, COR, COOR, 

CONHR, CONRR', CONHOR, CONRNH2, CONHNHR, CONRNHR', y CONHNRR', en donde R y R' son 

seleccionados independientemente del grupo que consiste en hidrocarburos lineales opcionalmente sustituidos con 

15 uno o mas sustituyentes hidrofilicos, hidrocarburos policiclicos opcionalmente sustituidos con uno o mas 

sustituyentes hidrofilicos, aminoacidos, peptidos y polimeros hidrofobicos. 

20 

25 

10. El polimero de la reivindicaciOn 6 que tiene la estructura 

0 

r-OW 

in  

en donde m es 4-700, y R y R' son seleccionados independientemente del grupo que consiste en hidrocarburos 

lineales opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes hidrofilicos, hidrocarburos policiclicos opcionalmente 

sustituidos con uno o mas sustituyentes hidrofilicos, aminoacidos, peptidos y polimeros hidrof6bicos. 

11. El polimero de la reivindicacion 6 que tiene la estructura 

30 en donde m es de 4 a aproximadamente 700 y n es de 3 a aproxinnadamente 100, y en donde, en cada apariciOn de 

la unidad monomerica que tiene la estructura mostrada, Y e Y  son seleccionados independientemente del grupo que 

consiste en OH, COOH, SH, NH2, NHR, ONH2, NHOH, NHNH2, y NRNH2, en donde R es seleccionado del grupo 

que consiste en alquilo Ci a C5 y (CH2)kY, donde k es de 2 a 5. 

35 12. El polimero de la reivindicacion 6 que tiene la estructura 
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en donde m es 4 a aproximadamente 700 y n es 3 a aproximadannente 100 y en donde, en cada aparicion de la 

unidad monomerica que tiene la estructura mostrada, Y e Y' son seleccionados independientemente del grupo que 

consiste en OH, COOH, SH, NH2, NHR, ONH2, NHOH, NHNH2, y NRNH2, en donde R es seleccionado del grupo 

que consiste en alquilo Ci a C5 y (CH2)kY, donde k es de 2 a 5; W y W' son independientemente 0 o H2, y en donde, 

5 en cada aparici6n de la unidad monomerica, Z y Z' son seleccionados independientemente del grupo que consiste 

en hidrocarburos lineales opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes hidrofilicos, hidrocarburos 

policiclicos opcionalmente sustituidos con uno o nnas sustituyentes hidrofilico, aminoacidos, peptidos y polimeros 

hidrofObicos. 

10 13. El polinnero de la reivindicacion 6 que tiene la estructura 

feV, 

S S.' 
focitx110,,-  

rY' 

en donde m es 4-700, e Y e Y' son seleccionados independientemente del grupo que consiste en R, OR, COOR, SR, 

15 NHR, NRR', ONHR, NHOR, NRNH2, NHNHR, NRNHR', y NHNRR', en donde R y R' son seleccionados 

independientemente del grupo que consiste en hidrocarburos lineales opcionalmente sustituidos con uno o mas 

sustituyentes hidrofilicos, hidrocarburos policiclicos opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes 

hidrofilicos, aminoacidos, peptidos y polimeros hidrof6bicos; y en donde, en cada apariciOn de la unidad 

monomerica, W y W son seleccionados independientemente del grupo que consiste en H, -COCH=CH2, - 

20 COC(CH3)=CH2, COCH=CHCO2H, y -CO(CH3)=CHCO2H. 

14. El polimero de la reivindicaciOn 4-, que comprende adicionalmente un resto blanco fijado a uno o mas de los 

grupos funcionales reactivos X presentes en el polinnero. 

25 15. El polimero de la reivindicaciOn 14, en donde el resto blanco es seleccionado del grupo que consiste en ligandos 

especificos para receptor, anticuerpos, en particular anticuerpos nnonoclonales, fragmentos de anticuerpos, peptidos 

que connprenden una secuencia de aminoacido RGD, peptidos que comprenden un motivo YISRG, factores de 

crecimiento, derivados de acido sialico, derivados del acido N-acetilneuranninico; folato, metotrexato, acid° pteroico, 

estradiol, estratriol, testosterona, manosa-6-fosfato, azucares, vitanninas, triptOfano, aminoalquiloadannantanos, 

30 FuzeonTM (enfuvritida), PRO-542 (CD4-IgG2), BMS-488043 (1-(4-benzoiloioerazin-1-i1)-2-(4,7-dimetoxi-1H-pirrolo-

j2,3-c]oiridin-3-Metan-1,2-diona), acid° sialico, acido 2-desoxi-2,3-dideshidro-N-acetilneuraminico, 4-guanidino-

Neu5Ac2en (zanannivir), oseltamivir, y RWJ-270201 (peramivir). 

16. Una composici6n farmaceutica que connprende un polimero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1- 

35 15, y que comprende ademas una cantidad eficaz de un agente farnnacolOgicamente activo. 

17. Un metodo para aumentar la solubilidad de una sustancia en un disolvente acuoso, que comprende poner en 

contacto la sustancia con un polinnero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-15 para formar un 

complejo soluble en agua de la sustancia y el polimero. 

40

  

18. El metodo de la reivindicacion 17, en donde la sustancia es seleccionada del grupo que consiste en vitaminas, 

nutrientes, farmacos, tinturas, complejos de acid° nucleico y agentes de obtenciOn de imagenes. 
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Figura 1 
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Figura 2 
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