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DESCRIPCION
Forma de sal de un producto conjugado de polimero-farmaco multibrazo.
Campo

Esta descripcion se refiere generalmente a formas salinas de productos conjugados de polimero-farmaco solubles
en agua, composiciones farmacéuticas de los mismos y métodos para preparar, formular, administrar y usar tales
composiciones de sales acidas mixtas. Esta descripcion también se refiere generalmente a métodos de alcoxilacion
para preparar materiales poliméricos alcoxilados a partir de un oligdmero alcoxilado previamente aislado, asi como a
composiciones que comprenden el material polimérico alcoxilado, métodos para usar el material polimérico
alcoxilado y similares.

Antecedentes

A lo largo de los afios, se han propuesto numerosos métodos para mejorar la estabilidad y el suministro de agentes
bioldgicamente activos. Los desafios asociados con la formulaciéon y suministro de agentes farmacéuticos pueden
incluir una baja solubilidad acuosa del agente farmacéutico, toxicidad, baja biodisponibilidad, inestabilidad y
degradacion in vivo rapida, por nombrar soélo algunos. Aunque se han ideado muchos enfoques para mejorar el
suministro de agentes farmacéuticos, ningun enfoque unico carece de inconvenientes. Por ejemplo, los enfoques de
suministro de farmacos comunmente empleados dirigidos a resolver o al menos mejorar uno 0 mas de estos
problemas incluyen la encapsulacion del farmaco, tal como en un liposoma, matriz polimérica o micela unimolecular,
unioén covalente a un polimero soluble en agua tal como polietilenglicol, el uso de agentes de direccionamiento de
genes, la formacion de sales y similares.

La unién covalente de un polimero soluble en agua puede mejorar la solubilidad en agua de un agente activo, asi
como alterar sus propiedades farmacoldgicas. Ciertos productos conjugados de polimero ilustrativos se describen en
la Patente de Estados Unidos Num. 7.744.861, entre otros. En otro enfoque, un agente activo que tiene
funcionalidades acidas o alcalinas puede hacerse reaccionar con una base o acido adecuados y comercializarse en
forma de sal. Mas de la mitad de todas las moléculas activas se comercializan como sales (Polymorfism in the
Pharmaceutical Industry, Hilfiker, R., ed., Wiley-VCH, 2006). Los desafios con las formas de sal incluyen encontrar
una sal 6ptima, asi como controlar el comportamiento del estado sélido durante el procesamiento. Las sales
biofarmacéuticas pueden ser amorfas, cristalinas y existen como hidratos, disolventes, diversas formas polimorfas,
etc. Curiosamente, rara vez, si es que existen, son formas de sal, y mucho menos formas de sales acidas mixtas, de
productos conjugados de polimeros utilizados en formulaciones de farmacos.

Otro desafio asociado con la preparacion de productos conjugados de agente activo de aguas de polimeros solubles
en agua es la capacidad para preparar polimeros solubles en agua relativamente puros en un método uniforme y
reproducible. Por ejemplo, los derivados de poli(etilenglicol) (PEG) activados con grupos funcionales reactivos son
utiles para acoplarse a agentes activos (tales como pequefias moléculas y proteinas), formando de este modo un
producto conjugado entre el PEG y el agente activo. Cuando se conjuga un agente activo con un polimero de
poli(etilenglicol) o "PEG", el agente activo conjugado se denomina convencionalmente "PEGilado".

Cuando se compara con la seguridad y la eficacia del agente activo en la forma no conjugada, la versién conjugada
presenta propiedades diferentes y a menudo clinicamente beneficiosas. El éxito comercial de los agentes activos
PEGilados tales como PEGASYS® Interferon alfa-2a PEGilado (Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ), PEG-INTRON®
Interferon alfa-2b PEGilado (Schering Corp., Kennilworth, NJ) y NEULASTA® El PEG-filgrastim (Amgen Inc.,
Thousand Oaks, CA) demuestra el grado en que la PEGilacion tiene el potencial de mejorar una o mas propiedades
de un agente activo.

En la preparacion de un producto conjugado, tipicamente se emplea un reactivo polimérico para permitir un enfoque
sintético relativamente directo para la sintesis de productos conjugados. Mediante la combinacién de una
composicion que comprende un reactivo polimérico con una composicion que comprende el agente activo, es
posible - en las condiciones de reaccién apropiadas - llevar a cabo una sintesis de producto conjugado relativamente
conveniente.

Sin embargo, la preparacion del reactivo polimérico adecuado para los requisitos reguladores de los farmacos es a
menudo un desafio. Los procedimientos de polimerizacion convencionales dan como resultado composiciones
relativamente impuras y/o de bajo rendimiento. Aunque tales impurezas y rendimientos pueden no ser problematicos
fuera del campo farmacéutico, la seguridad y el coste representan preocupaciones importantes en el contexto de los
medicamentos para uso humano. Por lo tanto, los enfoques de polimerizaciéon convencionales no son adecuados
para la sintesis de reactivos poliméricos destinados a la fabricacién de productos conjugados farmacéuticos.

Existe una necesidad en la técnica de métodos alternativos para preparar reactivos poliméricos, particularmente
2
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polimeros de alto peso molecular, con un rendimiento y una pureza relativamente altos. En el caso de los polimeros
multibrazo, existe una escasez de polimeros solubles en agua deseables disponibles que tienen propiedades bien
controladas y bien definidas con la ausencia de cantidades significativas de impurezas indeseables. De este modo,
se puede obtener facilmente, por ejemplo, un poli(etilenglicol) multibrazo de alto peso molecular, pero los productos
conjugados de farmaco fabricados a partir de polimeros comerciales pueden tener cantidades significativas (es decir,
>8%) de productos conjugados de polimero-farmaco que tienen impurezas biolégicamente activas de peso
molecular muy bajo o muy alto. Este grado de impurezas activas en una composicion de farmaco puede ser
inaceptable y por lo tanto puede hacer que la aprobacién de tales farmacos sea dificil pero no imposible.

Compendio

En una o mas realizaciones de la invencion, la presente descripcion proporciona una forma de sal hidrohaluro de un
producto conjugado de polimero-agente activo que corresponde a la estructura (1):

(]

@

donde n es un numero entero que varia de 20 a 500 (p.ej., 40 a aproximadamente 500) y, en términos de una
composicion que comprende el producto conjugado anterior, mayor de 95 por ciento en moles (y en algunos casos
mayor de 96 por ciento en moles, mayor de 97 moles por ciento e incluso mayor de 98 por ciento en moles) de
nitrégenos alcalinos de las porciones de irinotecén de todos los productos conjugados contenidos en la composicion
se protonan en forma de sal hidrohaluro (HX), en donde X se selecciona entre fluoruro, cloruro, bromuro y yoduro.

En una o mas realizaciones de la invencion, la sal hidrohaluro es una sal hidrocloruro.

En una o mas realizaciones de la invenciéon, n de un mondmero repetitivo es un numero entero que varia de
aproximadamente 80 a aproximadamente 150.

En una o mas realizaciones de la invencién, n para cualquier caso de (OCH2CHy), es de aproximadamente 113.

En una o mas realizaciones de la invencion, la sal hidrohaluro es una sal hidrocloruro y el peso molecular medio
ponderal del producto conjugado es de aproximadamente 23.000 dalton.

En una o mas realizaciones de la invencion, se proporciona un método para preparar una sal hidrohaluro de un
producto conjugado de polimero-agente activo soluble en agua [tal como el producto conjugado de polimero-agente
activo soluble en agua de estructura (l)], comprendiendo el método las etapas de:
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(i) tratar un hidrohaluro de glicina-irinotecan en forma protegida (ll),

en donde: (:_E_::' £ un grupo protector; v
H¥ &z un hidrohaluro

(11

con un exceso molar de acido hidrohalogenado para eliminar de este modo el grupo protector para formar un
hidrohaluro de glicina-irinotecan,

(I1D)

(i) acoplar el hidrohaluro de glicina-irinotecan desprotegido de la etapa (i) con un reactivo polimérico que porta
un éster activo tal como un pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-succinimida de 4-brazos,

en donde cadan=40a a0
(1%}

en presencia de una base para formar una sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicin-
irinotecan de 4 brazos (también denominada sal hidrohaluro de pentaeritritolil-(PEG-1-metilen-2-oxo-vinilamino
acetato ligado a irinotecan) de 4 brazos),



10

15

20

25

30

35

40

ES 2623677 T3

aQ

(I

y
(iii) recuperar la sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos

mediante precipitacion.

En una o mas realizaciones de la invencidon, un hidrohaluro pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-
irinotecan de 4 brazos recuperado esta contenido dentro de una composicion en donde mas de 95 por ciento en
moles (y en algunos casos mas de 96 por ciento en moles, mas de 97% en moles e incluso mas de 98 por ciento en
moles) de nitrdgenos alcalinos de las porciones de irinotecan de todos los productos conjugados contenidos en la
composicion se protonan en forma de sal hidrohaluro (HX), en donde X se selecciona entre fluoruro, cloruro,
bromuro y yoduro.

En una o mas realizaciones de la invencion, el hidrohaluro de glicina-irinotecan en forma protegida se trata con un
exceso molar de diez veces o mas de acido hidrohalogenado para eliminar de este modo el grupo protector para
formar hidrohaluro de glicina-irinotecan.

En una o mas realizaciones de la invencion, el hidrohaluro de glicina-irinotecan en forma protegida se trata con un
exceso molar de acido hidrohalogenado en un intervalo de diez veces a 25 veces para eliminar de este modo el
grupo protector para formar hidrohaluro de glicina-irinotecan.

En una o mas realizaciones de la invencién, el hidrohaluro de glicina-irinotecan en forma protegida es hidrocloruro
de terc-butiloxicarbonil(Boc)-glicina-irinotecan, en donde el grupo amino de glicina esta protegido con Boc.

En una o mas realizaciones de la invencion, el hidrohaluro de glicina-irinotecan en la etapa (i) es hidrocloruro de
glicina-irinotecan en forma protegida y el hidrocloruro de glicina-irinotecan en forma protegida se trata con acido
clorhidrico para eliminar el grupo protector.

En una o mas realizaciones de la invencion, el hidrocloruro de glicina-irinotecan en forma protegida se trata con una
solucioén de acido clorhidrico en dioxano.

En una o mas realizaciones de la invencion, un método para preparar una sal hidrohaluro de un producto conjugado
de polimero-agente activo soluble en agua comprende adicionalmente aislar el hidrohaluro de glicina-irinotecan
(p-ej., mediante precipitacion, por adicion de metil-terc-butiléter, MTBE) antes de la etapa de acoplamiento con un
reactivo polimérico.

En una o mas realizaciones de la invencion, la base utilizada en la etapa de acoplamiento es una amina (p.ej.,
trimetilamina, trietilamina y dimetilamino-piridina).

En una o mas realizaciones de la invencion, la etapa de acoplamiento se lleva a cabo en un disolvente clorado.
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En una o mas realizaciones de la invencién, la etapa de recuperar la sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-
carboximetil-glicina-irinotecén de 4 brazos comprende la adicién de metil-terc-butiléter.

En una o mas realizaciones de la invencion, el método para preparar una sal hidrohaluro de un producto conjugado
de polimero-agente activo soluble en agua comprende ademas la etapa de (iv) analizar (p.ej.,, mediante
cromatografia ionica) la sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos
recuperada para determinar el contenido de haluro, y, en caso de que el contenido de haluro sea menor de 95 por
ciento en moles, (V) disolver la sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4
brazos recuperada en acetato de etilo y afadir acido hidrohalogenado adicional para formar de este modo la sal
hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecdn de 4 brazos que tiene un contenido de
haluro mayor de 95 por ciento en moles.

En una o mas realizaciones de la invencion, el acido hidrohalogenado afadido estda en forma de una solucién en
etanol.

En una o mas realizaciones de la invencion, en un método en el que se lleva a cabo la etapa de adicion de acido
hidrohalogenado adicional, el método comprende adicionalmente la recuperacién del hidrohaluro de pentaeritritolil-
polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos mediante precipitacion (puede efectuarse, por ejemplo,
mediante enfriamiento).

En una o mas realizaciones de la invencién, se proporciona una sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-
carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos realizando los procedimientos descritos en la presente memoria.

En una o mas realizaciones de la invencién, se proporciona una composicion farmacéuticamente aceptable,
comprendiendo la composicién una sal hidrohaluro (p.ej., sal hidrocloruro) del compuesto correspondiente a la
estructura (l), pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En una o mas realizaciones de la invencion, se proporciona una composicion, comprendiendo la composiciéon una
sal hidrocloruro de acuerdo con una o mas de las realizaciones descritas en la presente memoria, y (ii) tampon de
lactato, en forma liofilizada. En una o mas realizaciones de la invencién, la composicion farmacéuticamente
aceptable es una composicion estéril. En una o mas realizaciones de la invencion, la composicion
farmacéuticamente aceptable se proporciona opcionalmente en un recipiente (p.ej., un vial), que contiene
opcionalmente el equivalente a una dosis de 100 mg de irinotecan.

Una o mas realizaciones de la invencion son para uso en un método, comprendiendo el método administrar una
composicion que contiene el producto conjugado descrito en la presente memoria a un individuo que padece uno o
mas tipos de tumores soélidos cancerosos, en donde la composicion que contiene el producto conjugado se disuelve
opcionalmente en una solucién de dextrosa al 5% p/p. En una o mas realizaciones de la invencion, la administracion
se efectla por infusion intravenosa.

En una o mas realizaciones de la invencion, se proporciona un método para tratar un mamifero que padece cancer,
comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal hidrohaluro (tal como una sal
hidrocloruro) de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos. La sal hidrohaluro se
administra al mamifero de manera eficaz para producir una disminucion o inhibicion del crecimiento del tumor sélido
en el sujeto. En una o mas realizaciones de la invencion, el tumor sélido canceroso se selecciona del grupo que
consiste en colorrectal, ovarico, cervical, de mama y de pulmén de células no pequefias.

En una o mas realizaciones de la invencion, se proporciona una sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-
carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos, en donde la sal es un agente anticanceroso para la fabricacion de un
medicamento para tratar el cancer.

En una o mas realizaciones de la invencioén, se proporciona una composicién, comprendiendo la composiciéon un
producto polimérico alcoxilado preparado mediante un procedimiento que comprende la etapa de alcoxilar en un
disolvente adecuado un oligémero alcoxilable previamente aislado para formar un producto polimérico alcoxilado, en
donde el oligdbmero alcoxilable previamente aislado tiene un peso molecular medio ponderal conocido y definido
superior a 300 Dalton (p.ej., superior a 500 Dalton).

En una o mas realizaciones de la invencion, se proporciona una composicion, comprendiendo la composiciéon un
producto polimérico alcoxilado que tiene una pureza superior a 92% en peso y el contenido combinado total de
productos y dioles de alto peso molecular es inferior a 8% en peso (p.ej., menos de 2% en peso), segun se
determina, por ejemplo, mediante analisis de cromatografia de filtracién en gel (GFC).

En una o mas realizaciones de la invencion, el producto polimérico alcoxilado tiene la siguiente estructura:
6
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en donde cada n es un numero entero de 20 a 500.
En otra realizacion de la invencién se proporciona una composicion que comprende sales hidrocloruro de productos
conjugados poliméricos de cuatro brazos, en donde al menos 90% de los productos conjugados de cuatro brazos en
la composicion:
(i) tienen una estructura abarcada por la férmula,
C-[CH2-O-(CH2CH20)n-CH2-C(O)-Termla,

en donde

n, en cada caso, es un numero entero que tiene un valor de 5 a 150 (por ejemplo 113), y
Term, en cada caso, se selecciona del grupo que consiste en -OH, -OCHgs,

Q

—0—N

-NH-CH2-C(O)-OH, -NH-CH,-C(0)-OCHj,

Q HNT

\
o ge) N

5

N

y -NH-CH>-C(O)-O-Irino ("GLY-Irino"), en donde Irino es un radical irinotecan; y

(ii) para cada Term en al menos 90% de los productos conjugados de cuatro brazos en la composicion, al
menos 90% de los mismos son -NH-CH,-C(O)-O-Irino, y

adicionalmente en donde para cada grupo amino dentro de cada Irino en al menos 90% de los productos
conjugados de cuatro brazos en la composiciéon, cada grupo amino estara protonado o no protonado, donde
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cualquier grupo amino protonado dado es una sal hidrocloruro.

También se describe un método, comprendiendo el método las etapas de (i) alcoxilar en un disolvente adecuado un
oligdbmero alcoxilable previamente aislado para formar un material polimérico alcoxilado, en donde el oligdmero
alcoxilable previamente aislado tiene un peso molecular medio ponderal conocido y definido superior a 300 Dalton
(p-€j., superior a 500 Dalton), y (ii) opcionalmente, activar adicionalmente el producto polimérico alcoxilado para
proporcionar un producto polimérico alcoxilado activado que es util como (entre otras cosas) un reactivo polimérico
para preparar productos conjugados de polimero-farmaco .

También se describe un método, comprendiendo el método la etapa de activacion de un producto polimérico
alcoxilado obtenido de y/o contenido dentro de una composicién que comprende un producto polimérico alcoxilado
que tiene una pureza superior a 90% para formar asi un producto polimérico alcoxilado activado que es util como
(entre otras cosas) un reactivo polimérico para preparar productos conjugados de polimero-farmaco.

También se describe un procedimiento en donde el procedimiento que comprende la etapa de conjugacion de un
producto polimérico alcoxilado activado a un agente activo, en donde el producto polimérico alcoxilado activado se
preparé mediante un procedimiento que comprende la etapa de activacion de un producto polimérico alcoxilado
obtenido de y/o contenido en una composicién que comprende un producto polimérico alcoxilado que tiene una
pureza superior a 90% para formar asi un producto polimérico alcoxilado activado.

También se describe una sal mixta de un producto conjugado de polimero-agente activo soluble en agua,
habiéndose preparado el producto conjugado acoplando (bajo condiciones de conjugacion) un agente activo
portador de amina (p.ej., un glicina-irinotecan desprotegido) a un reactivo polimérico (p.ej., una pentaeritritolil-
poli(etilenglicol)-carboximetil succinimida de 4 brazos) en presencia de una base para formar un producto conjugado,
en donde el producto conjugado esta en forma de un producto conjugado de sal mixta (p.ej., el producto conjugado
posee atomos de nitrégeno, cada uno de los cuales estard protonado o no protonado, donde cualquier grupo amino
protonado dado es una sal de acido que posea uno de dos aniones diferentes), y adicionalmente en donde,
opcionalmente, el reactivo polimérico se prepara a partir de un producto de alcoxilacion preparado como se describe
en la presente memoria.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un grafico que ilustra los resultados de los estudios de estabilidad frente al estrés acelerado en tres
muestras diferentes de "PEG-Gly-Irino-20K de 4 brazos" (correspondiente al pentaeritritolil-polietilenglicol-
carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos) teniendo cada uno una composicién diferente con respecto a las
cantidades relativas de acido trifluoroacético (TFA) y sales hidrocloruro, asi como de base libre. Las muestras
sometidas a ensayo incluyeron mas de 99% de sal de HCI (<1% de base libre, triangulos), 94% de sal total (6% de
base libre, cuadrados) y 52% de sal total (48% de base libre, circulos). Las muestras se almacenaron a 25°C y 60%
de humedad relativa; la grafica ilustra la degradacion del compuesto a lo largo del tiempo como se describe con
detalle en el Ejemplo 3.

La FIG. 2 es un grafico que ilustra el aumento en el tiempo del irinotecan libre en muestras de PEG-Gly-Irino-20K de
4 brazos almacenadas a 40°C y 75% de humedad relativa, teniendo cada una una composicion diferente con
respecto a las cantidades relativas de acido trifluoroacético y sales de hidrocloruro, asi como de base libre. Las
muestras sometidas a ensayo corresponden a producto que contiene mas de 99% de sal de HCI (<1% de base libre,
cuadrados) y producto que contiene 86% de sales totales (14% de base libre, rombos), como se describe en el
Ejemplo 3.

La FIG. 3 es un grafico que ilustra el aumento a lo largo del tiempo de pequefias especies de PEG (productos de
degradacion de PEG) en muestras de PEG-Gly-Irinio-20K de 4 brazos almacenadas a 40°C y 75% de humedad
relativa, como se describe con detalle en el Ejemplo 3. Las muestras sometidas a ensayo corresponden a un
producto que contiene mas de 99% de sal de HCI (<1% de base libre, cuadrados) y producto que contiene 86% de
sales totales (14% de base libre, rombos).

La FIG. 4 es una recopilacién de superposiciones de cromatogramas que exhiben liberacion de irinotecan mediante
la hidrdlisis de irinotecan mono- (DS-1), di- (DS-2), tri- (DS-3) y tetra-sustituido (DS-4)-PEG-Gly-Irino-20K de 4-
brazos como se describe con detalle en el Ejemplo 5.

La FIG. 5 es un gréfico que ilustra los resultados de la hidrdlisis de varias especies de PEG-Gly-Irino-20K de 4
brazos como se describi6 anteriormente en tampdn acuoso a pH 8,4 en presencia de carboxipeptidasa B porcina en
comparacion con los datos de modelos cinéticos de hidrélisis como se describe en el Ejemplo 5. Para el modelo
cinético, se considero que la hidrélisis de todas las especies era una cinética de 1% orden. La constante de velocidad
de reaccion de 1% orden para la desaparicion de DS4 (0,36 hr'1) se utilizé para generar todas las curvas.

La FIG. 6 es un grafico que ilustra la hidrélisis de varias especies de PEG-Gly-Irino-20K de 4 brazos como se ha
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descrito anteriormente en plasma humano en comparacion con los datos de modelos cinéticos de hidrdlisis. Los
detalles se proporcionan en el Ejemplo 5. Para el modelo cinético, se consideré que la hidrdlisis de todas las
especies era una cinética de 1% orden. La constante de velocidad de reaccion de 1% orden para la desaparicion de
DS4 (0,26 hr'1) se utilizoé para generar todas las curvas.

La FIG. 7 es un cromatograma siguiente a la cromatografia de filtracion en gel de un material preparado como se
describe en el Ejemplo 7.

La FIG. 8 es un cromatograma siguiente a la cromatografia de filtracion en gel de un material preparado como se
describe en el Ejemplo 8.

Descripcion detallada
A continuacion se describirdn mas detalladamente varios aspectos de la invencion.

En el caso de una incoherencia entre las ensefianzas de esta memoria descriptiva y la técnica incorporada la
presente memoria, prevalecera el significado de las ensefianzas de esta memoria descriptiva.

Debe tenerse en cuenta que, tal como se usa en esta memoria descriptiva, las formas singulares "un", "una", "uno" y
"el" y "la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por
ejemplo, la referencia a un "polimero” incluye un Unico polimero asi como dos o mas polimeros iguales o diferentes,
la referencia a un "producto conjugado” se refiere a un unico producto conjugado asi como a dos o mas de los
mismos o diferentes productos conjugados, la referencia a un "excipiente" incluye un Unico excipiente, asi como dos
0 mas de los mismos o diferentes excipientes, y similares.

Al describir y reivindicar la presente invencion, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones
que se describen a continuacion.

Un "grupo funcional" es un grupo que puede utilizarse, en condiciones normales de sintesis organica, para formar un
enlace covalente entre la entidad a la que esta unido y otra entidad, que tipicamente porta un grupo funcional
adicional. El grupo funcional incluye generalmente multiples enlaces y/o heteroatomos. Los grupos funcionales
preferidos se describen en la presente memoria.

El término "reactivo" se refiere a un grupo funcional que reacciona faciimente o a una velocidad practica en
condiciones convencionales de sintesis organica. Esto esta en contraste con aquellos grupos que o no reaccionan o
que requieren catalizadores fuertes o condiciones de reaccion impracticables para reaccionar (es decir, un grupo "no
reactivo” o "inerte").

Un "grupo protector" es un radical que impide o bloquea la reaccién de un grupo funcional quimicamente reactivo
particular en una molécula bajo ciertas condiciones de reaccion. El grupo protector variara dependiendo del tipo de
grupo quimicamente reactivo que se proteja, asi como de las condiciones de reaccién a emplear y de la presencia
de grupos reactivos o protectores adicionales en la molécula. Los grupos funcionales que pueden estar protegidos
incluyen, a modo de ejemplo, grupos acido carboxilico, grupos amino, grupos hidroxilo, grupos tiol, grupos carbonilo
y similares. Los grupos protectores representativos para acidos carboxilicos incluyen ésteres (tales como éster p-
metoxibencilico), amidas e hidrazidas; para grupos amino, carbamatos (tales como terc-butoxicarbonilo) y amidas;
para grupos hidroxilo, éteres y ésteres; para grupos tiol, tioéteres y tioésteres; para grupos carbonilo, acetales y
cetales; y similares. Tales grupos protectores son bien conocidos por los expertos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en T.W. Greene y G.M. Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis, tercera edicion, Wiley, Nueva York,
1999, y en P.J. Kocienski, Protecting Groups, Tercera Ed., Thieme Chemistry, 2003, y referencias alli citadas.

Un grupo funcional en "forma protegida" se refiere a un grupo funcional que porta un grupo protector. Segun se
utiliza en la presente memoria, se entiende que el término "grupo funcional" o cualquier sindnimo del mismo abarca
las formas protegidas del mismo.

Se entiende que "PEG" o "poli(etilenglicol)" segun se utiliza en la presente memoria, abarca cualquier poli(6xido de
etileno) soluble en agua. Tipicamente, los PEG para uso en la presente invenciéon comprenderan una de las dos
estructuras siguientes: "-(CH2CH20),-" 0 "-(CH2CH20),.1CH2CH>" dependiendo de si el oxigeno o los oxigenos
terminales se han desplazado o no, p.ej., durante una transformacién sintética. La variable (n) oscila entre 3 y
aproximadamente 3000, y los grupos terminales y la arquitectura del PEG total pueden variar.

Un polimero soluble en agua puede portar uno o mas "grupos de proteccion terminal" (en cuyo caso puede indicarse
que el polimero soluble en agua esta "protegido terminalmente". Con respecto a los grupos de proteccion terminal,
los grupos de proteccion terminal ilustrativos generalmente contienen carbono e hidrégeno, tipicamente
comprendidos de 1-20 atomos de carbono y un atomo de oxigeno que esta unido covalentemente al grupo. A este
respecto, el grupo es tipicamente alcoxi (p.ej., metoxi, etoxi y benciloxi) y con respecto al grupo que contiene
carbono puede ser opcionalmente saturado o insaturado, asi como arilo, heteroarilo, ciclo, heterociclo y formas
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sustituidas de cualquiera de los anteriores.

El grupo de proteccion terminal también puede comprender un marcador detectable. Cuando el polimero tiene un
grupo de proteccion terminal que comprende un marcador detectable, la cantidad o ubicacién del polimero y/o el
radical (p.ej., el agente activo) al que esta unido el polimero se puede determinar utilizando un detector adecuado.
Dichos marcadores incluyen, sin limitacion, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes, radicales utilizados en el
marcaje enzimatico, agentes colorimétricos (p.ej., colorantes), iones metalicos, radicales radiactivos y similares.

"Soluble en agua", en el contexto de un polimero de la invencion o un "segmento de polimero soluble en agua" es
cualquier segmento o polimero que sea soluble en agua en al menos 35% (en peso), preferiblemente mas de 70%
(en peso) y mas preferiblemente mas de 95% (en peso) a temperatura ambiente. Tipicamente, un polimero o
segmento soluble en agua transmitira al menos aproximadamente 75%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 95% de luz, transmitida por la misma solucidn después de la filtracion.

El término "activado", cuando se utiliza conjugado con un grupo funcional particular, se refiere a un grupo funcional
reactivo que reacciona facilmente con un electréfilo o nucledfilo sobre otra molécula. Esto esta en contraste con
aquellos grupos que requieren bases fuertes o condiciones de reaccion altamente impracticables para reaccionar (es
decir, un grupo "no reactivo" o "inerte").

"Electrofilo" se refiere a un ion o atomo o una coleccién neutra o idnica de atomos que tienen un centro electrofilico,
es decir, un centro que busca electrones o es capaz de reaccionar con un nucledfilo.

"Nucledfilo" se refiere a un ion o atomo o una coleccion neutra o idnica de atomos que tienen un centro nucleofilico,
es decir, un centro que esta buscando un centro electrofilico o capaz de reaccionar con un electréfilo.

Los términos "protegido" o "grupo protector" o "grupo de proteccion" se refieren a la presencia de un radical (es
decir, el grupo protector) que impide o bloquea la reaccién de un grupo funcional quimicamente reactivo particular en
una molécula bajo ciertas condiciones de reaccion. El grupo protector variara dependiendo del tipo de grupo
quimicamente reactivo que se deba proteger, asi como de las condiciones de reaccion que se vayan a emplear y de
la presencia de grupos reactivos o protectores adicionales en la molécula, si los hubiera. Los grupos protectores
conocidos en la técnica se pueden encontrar en Greene, T.W., et al., PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC
SYNTHESIS, 32 ed., John Wiley & Sons, Nueva York, NY (1999).

La "masa molecular" en el contexto de un polimero soluble en agua tal como PEG, se refiere al peso molecular
medio ponderal de un polimero, determinado tipicamente mediante cromatografia de exclusion por tamafo, técnicas
de dispersion de luz o determinacion de la viscosidad intrinseca en un disolvente organico como 1,2,4-
triclorobenceno.

Los términos "espaciador" y "radical espaciador” se utilizan en la presente memoria para referirse a un atomo o una
coleccion de atomos opcionalmente utilizados para unir radicales de interconexion tales como un extremo de una
serie de monémeros y un electréfilo. Los radicales espaciadores de la invencion pueden ser hidroliticamente
estables o pueden incluir un enlace fisiolégicamente hidrolizable o enzimaticamente degradable.

Un enlace "hidrolizable" es un enlace relativamente labil que reacciona con agua (es decir, se hidroliza) bajo
condiciones fisiolégicas. La tendencia de un enlace a hidrolizarse en agua dependera no sélo del tipo general de
enlace que conecta dos atomos centrales sino también de los sustituyentes unidos a estos atomos centrales. Entre
los enlaces hidroliticamente inestables ilustrativos se incluyen éster carboxilato, éster fosfato, anhidridos, acetales,
cetales, éteres de aciloxialquilo, iminas, ortoésteres, péptidos y oligonucleétidos.

Un "enlace enzimaticamente degradable” significa un enlace que esta sujeto a degradacidn por una o mas enzimas.

Una conexion o enlace "hidroliticamente estable" se refiere a un enlace quimico que es sustancialmente estable en
agua, es decir, no se somete a hidrdlisis bajo condiciones fisiolégicas hasta un grado apreciable durante un periodo
de tiempo prolongado. Los ejemplos de las conexiones hidroliticamente estables incluyen, pero no se limitan a, las
siguientes: enlaces carbono-carbono (p.ej., en cadenas alifaticas), éteres, amidas, uretanos y similares.
Generalmente, una conexioén hidroliticamente estable es una que exhibe una velocidad de hidrélisis de menos de
aproximadamente 1-2% por dia en condiciones fisiolégicas. Las tasas de hidrélisis de los enlaces quimicos
representativos se pueden encontrar en la mayoria de los libros de texto de quimica convencionales.

"Multibrazo" en referencia a la geometria o estructura global de un polimero se refiere a un polimero que tiene 3 o
mas "brazos" que contienen polimeros conectados a una molécula o estructura "ndcleo". Por lo tanto, un polimero
multibrazo puede poseer 3 brazos de polimero, 4 brazos de polimero, 5 brazos de polimero, 6 brazos de polimero, 7
brazos de polimero, 8 brazos de polimero o mas, dependiendo de su configuraciéon y estructura nucleo. Un tipo
particular de polimero multibrazo es un polimero altamente ramificado denominado polimero dendritico o polimero
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hiperramificado que tiene un nucleo iniciador de al menos 3 ramas, una multiplicidad de ramificacién interior de 2 o
mas, una generacion de 2 o mas y al menos 25 grupos de superficie dentro de una sola molécula de dendrimero.
Para los fines de la presente memoria, se considera que un dendrimero posee una estructura distinta de la de un
polimero multibrazo. Es decir, un polimero multibrazo como se menciona en la presente memoria explicitamente
excluye dendrimeros. Adicionalmente, un polimero multibrazo segun se proporciona en la presente memoria posee
un nucleo no entrecruzado.

Un "dendrimero" o "polimero hiperramificado” es un polimero monodisperso de formato globular, en donde todos los
enlaces emergen radialmente desde un punto focal o nucleo central con un patrén de ramificacion regular y con
unidades repetidas que aportan cada una un punto de ramificacién. Los dendrimeros son tipicamente aunque no
necesariamente formados utilizando un proceso de fabricacion a escala nanométrica y de varias etapas. Cada etapa
da como resultado una nueva "generacion" que tiene dos o mas veces la complejidad de la generacién anterior. Los
dendrimeros exhiben ciertas propiedades de estado dendritico tales como la encapsulacion del nicleo, haciéndolos
unicos con respecto a otros tipos de polimeros.

"Punto de ramificacion" se refiere a un punto de bifurcacién que comprende uno o mas atomos en los que un
polimero se divide o se ramifica desde una estructura lineal en una o mas ramificaciones poliméricas adicionales. Un
polimero multibrazo puede tener un punto de ramificacién o varios puntos de ramificacion, siempre que las ramas no
sean repeticiones regulares que den como resultado un dendrimero.

"Sustancialmente" o "esencialmente" significan casi total o completamente, por ejemplo, 95% o mas de una
determinada cantidad.

"Alquilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada que varia de aproximadamente 1 a 20 atomos de longitud. Dichas
cadenas hidrocarbonadas estan preferiblemente pero no necesariamente saturadas y pueden ser de cadena
ramificada o lineal. Los grupos alquilo ilustrativos incluyen metilo, etilo, isopropilo, n-butilo, n-pentilo, 2-metil-1-butilo,
3-pentilo, 3-metil-3-pentilo y similares.

"Alquilo inferior" se refiere a un grupo alquilo que contiene de 1 a 6 atomos de carbono, y puede ser de cadena lineal
o ramificada, como se ilustra mediante metilo, etilo, n-butilo, i-butilo y t-butilo.

"Cicloalquilo" se refiere a una cadena hidrocarbonada ciclica saturada, que incluye compuestos ciclicos de tipo
puente, fusionados o espiro, preferiblemente compuestos de 3 a aproximadamente 12 atomos de carbono, mas
preferiblemente de 3 a aproximadamente 8.

"Sustituyentes que no interfieren" son aquellos grupos que, cuando estan presentes en una molécula, son
tipicamente no reactivos con otros grupos funcionales contenidos dentro de la molécula.

El término "sustituido" como en, por ejemplo, "alquilo sustituido", se refiere a un radical (p.ej., un grupo alquilo)
sustituido con uno o mas sustituyentes que no interfieren, tales como, pero sin limitarse a: cicloalquilo C3-Cg, por
ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo y similares; halo, por ejemplo, fltior, cloro, bromo y yodo; ciano; alcoxi, fenilo inferior;
fenilo sustituido; y similares. Para sustituciones en un anillo de fenilo, los sustituyentes pueden estar en cualquier
orientacion (es decir, orto, meta o para).

"Alcoxi" se refiere a un grupo -O-R, en donde R es alquilo o alquilo sustituido, preferiblemente alquilo C4-Cy (p.€j.,
metoxi, etoxi, propiloxi, etc.), preferiblemente C+-C5.

Segun se utiliza en la presente memoria, "alquenilo" se refiere a grupos hidrocarbonados ramificados y no
ramificados de 1 a 15 atomos de longitud, que contienen al menos un doble enlace, tal como etenilo (vinilo), 2-
propen-1-ilo (alilo), isopropenilo, 3-buten-1-ilo y similares.

El término "alquinilo" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a grupos hidrocarbonados ramificados y
no ramificados de 2 a 15 atomos de longitud, que contienen al menos un enlace triple, tal como etinilo, 1-propinilo, 3-
butin-1-ilo, 1-octin-1-ilo, etcétera.

El término "arilo" significa un grupo aromatico que tiene hasta 14 atomos de carbono. Los grupos arilo incluyen
fenilo, naftilo, bifenilo, fenantrecenilo, naftacenilo y similares.

"Fenilo sustituido" y "arilo sustituido" significan un grupo fenilo y un grupo arilo, respectivamente, sustituidos con uno,
dos, tres, cuatro o cinco (p.ej., 1-2, 1-3, 1-4 o 1-5 sustituyentes) elegidos entre halo (F, Cl, Br, I), hidroxilo, ciano,
nitro, alquilo (p.€j., alquilo C1-Cg), alcoxi (p.ej., alcoxi C1-Cg), benciloxi, carboxi, arilo, etcétera.

Un acido inorganico es un acido en el que estan ausentes atomos de carbono. Los ejemplos incluyen acidos
hidrohalogenados, acido nitrico, acido sulfurico, acido fosférico y similares.
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"Acido hidrohalogenado" significa un haluro de hidrégeno tal como &cido fluorhidrico (HF), &cido clorhidrico (HCI),
acido bromhidrico (HBr) y acido yodhidrico (HI).

"Acido organico" significa cualquier compuesto organico (es decir, que tiene al menos un atomo de carbono) que
posee uno o mas grupos carboxi (-COOH). Algunos ejemplos especificos incluyen acido férmico, acido lactico, acido
benzoico, acido acético, acido trifluoroacético, acido dicloroacético, acido tricloroacético, acidos clorofluoroacéticos
mixtos, acido citrico, acido oxalico y similares.

"Agente activo" tal como se utiliza en la presente memoria incluye cualquier agente, farmaco, compuesto y similares
que proporcione algun efecto farmacolégico, a menudo beneficioso, que pueda demostrarse in vivo o in vitro. Segun
se utiliza en la presente memoria, estos términos incluyen adicionalmente cualquier sustancia fisiolégica o
farmacoldgicamente activa que produzca un efecto localizado o sistémico en un paciente. Tal como se utiliza en la
presente memoria, especialmente en referencia a los enfoques sintéticos descritos en la presente memoria, se
pretende que un "agente activo" abarque sus versiones modificadas derivadas o conectoras, de tal manera que, tras
la administracién in vivo, se libere la molécula "bioactiva" parental.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable" y "portador farmacéuticamente aceptable" se refieren a un excipiente que
puede incluirse en una composicion que comprende un agente activo y que no produce efectos toxicolégicos
adversos significativos para el paciente.

"Cantidad farmacoldgicamente eficaz", "cantidad fisiologicamente eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" se
utilizan indistintamente en la presente memoria para significar la cantidad de un agente activo presente en una
preparacion farmacéutica que se necesita para proporcionar un nivel deseado de agente activo y/o producto
conjugado en el torrente sanguineo o en un tejido o sitio diana en el organismo. La cantidad exacta dependera de
numerosos factores, por ejemplo, el agente activo particular, los componentes y las caracteristicas fisicas de la
preparacion farmacéutica, la poblacién de pacientes pretendida y las consideraciones de los pacientes, y pueden ser
determinadas facilmente por un experto en la técnica, basandose en la informacién proporcionada en la presente
memoria y disponible en la bibliografia pertinente.

"Multi-funcional" en el contexto de un polimero significa un polimero que tiene 3 0 mas grupos funcionales, donde los
grupos funcionales pueden ser iguales o diferentes y estan tipicamente presentes en los extremos poliméricos. Los
polimeros multifuncionales contendran tipicamente aproximadamente de 3 a 100 grupos funcionales, o de 3 a 50
grupos funcionales, o de 3 a 25 grupos funcionales, o de 3 a 15 grupos funcionales, o de 3 a 10 grupos funcionales,
es decir, contiene 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 grupos funcionales.

"Difuncional" y "bifuncional" se utilizan indistintamente en la presente memoria y significan una entidad tal como un
polimero que tiene dos grupos funcionales contenidos en la misma, tipicamente en los extremos poliméricos.
Cuando los grupos funcionales son iguales, se dice que la entidad es homodifuncional o homobifuncional. Cuando
los grupos funcionales son diferentes, se dice que la entidad es heterodifuncional o heterobifuncional.

Un reactivo alcalino o acido descrito en la presente memoria incluye formas de sales neutras, cargadas y cualquiera
de sus formas de sal correspondientes.

Los términos "sujeto”, "individuo" y "paciente" se utilizan indistintamente en la presente memoria y se refieren a un
vertebrado, preferiblemente un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, muaridos, roedores, simios,
seres humanos, animales de granja, animales de deporte y mascotas. Tales sujetos sufren tipicamente o son
propensos a una afeccion que puede prevenirse o tratarse mediante la administracion de un producto conjugado de
polimero-agente activo soluble en agua como se describe en la presente memoria.

Se entiende que el término "aproximadamente", particularmente en referencia a una cantidad dada, abarca
desviaciones de mas 0 menos cinco por ciento.

"Tratamiento" y "que trata" una afeccién concreta incluyen: (1) prevenir tal afeccion, es decir, hacer que la afeccion
no se desarrolle, o que ocurra con menos intensidad o en menor grado en un sujeto que pueda estar expuesto o
predispuesto a la afeccion, pero que todavia no experimenta o muestra la afeccion, y (2) inhibir la afeccion, es decir,
detener el desarrollo o revertir la afeccion.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que la circunstancia descrita subsiguientemente puede aparecer, pero no
necesariamente, de manera que la descripcion incluye casos en los que aparece la circunstancia y casos en los que
no.

Una "molécula pequeia" es un compuesto organico, inorganico u organometalico que tiene tipicamente un peso
molecular inferior a aproximadamente 1000, preferiblemente inferior a aproximadamente 800 dalton. Las moléculas
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pequefias a las que se hace referencia en la presente memoria abarcan oligopéptidos y otras biomoléculas que
tienen un peso molecular de menos de aproximadamente 1.000.
Un "péptido" es una molécula compuesta de aproximadamente 13 a 50 o mas aminoacidos. Un oligopéptido
tipicamente contiene de aproximadamente 2 a 12 aminoécidos.

A menos que se indique explicitamente lo contrario, los términos "sal mixta parcial" y "sal mixta", tal como se utilizan
en la presente memoria, se utilizan indistintamente y, en el caso de un producto conjugado polimérico (y
composiciones correspondientes que comprenden una pluralidad de tales productos conjugados poliméricos), hacen
referencia a productos conjugados y composiciones que comprenden uno o mas grupos amino alcalinos (u otros
grupos que contienen nitrégeno alcalino), donde (i) cualquiera de los grupos amino alcalinos dados en el producto
conjugado o composicion de producto conjugado no esta protonado o esta protonado vy (ii) con respecto a cualquier
grupo amino alcalino protonado dado, el grupo amino alcalino protonado dado tendra uno de dos contraiones
diferentes. (El término "sal mixta parcial" se refiere a la caracteristica en donde no todos los grupos amino del
compuesto 0 composicidn estan protonados, de ahi que la composicion sea una sal "parcial", mientras que "mixta"
se refiere a la caracteristica de multiples contraiones). Una sal mixta segun se proporciona en la presente memoria
abarca hidratos, solvatos, formas amorfas, formas cristalinas, formas polimorfas, isémeros y similares.

Un grupo amina (u otro nitrégeno alcalino) que esta en forma de "base libre" es aquel en donde el grupo amina, es
decir, una amina primaria, secundaria o terciaria, posee un par de electrones libres. La amina es neutra, es decir, no
esta cargada.

Un grupo amina que esta en "forma protonada" existe en forma de amina protonada, de manera que el grupo amino
esta cargado positivamente. Segun se utiliza en la presente memoria, un grupo amina que esta protonado también
puede estar en forma de una sal de adicion de acido resultante de la reaccion de la amina con un acido tal como un
acido inorganico o un &cido orgénico.

El "porcentaje en moles" de los grupos amino de un agente activo se refiere a la fraccién o porcentaje de grupos
amino en una molécula de agente activo contenida en un producto conjugado polimérico que esta en una forma
particular u otra, donde el porcentaje en moles total de grupos amino en el producto conjugado es del 100 por ciento.

Segun se utiliza en la presente memoria, "psi" significa libras por pulgada cuadrada.

Descripciéon general - sales hidrohaluro, métodos de alcoxilacion y composiciones de productos conjugados (y
formas de sal hidrohaluro de los mismos) preparadas a partir de reactivos poliméricos preparados a partir de
productos poliméricos preparados a partir de los métodos de alcoxilacién

Sales hidrohaluro: Como se ha indicado anteriormente, en una o mas realizaciones de la invencién, se proporciona
un producto conjugado de polimero y agente activo soluble en agua, en donde el producto conjugado esta en forma
de una sal hidrohaluro (p.ej., una sal hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4
brazos). Tales productos conjugados representan nuevas formas en estado solido. Se proporciona un procedimiento
para preparar de forma reproducible una composicién que contiene producto conjugado de irinotecan, en donde -
con respecto a todos los productos conjugados de irinotecan en la composicion - se ha descubierto que mas de 95
por ciento en moles de todos los atomos de nitrdgeno alcalinos de irinotecan estan protonados en una forma de sal
hidrohaluro (HX), y se proporciona en la presente invencion. Adicionalmente se ha descubierto que la sal hidrohaluro
demuestra una estabilidad mejorada frente a la degradacion hidrolitica, p.ej., cuando se compara con la forma de
base libre del producto conjugado. Véase, p.€j., el Ejemplo 3.

A modo de antecedentes, durante la preparacion del pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4
brazos, como se describe con detalle en el Ejemplo 1, se descubrié que, a pesar del tratamiento con alcali, el
producto estaba generalmente formado como una sal de acido mixta que tiene atomos de nitrégeno alcalinos de
irinotecan, p.ej., grupos amino, en forma protonada o no protonada, donde cualquier grupo amino protonado dado
era una sal de acido que poseia uno de dos aniones diferentes (p.ej., trifluoroacetato o cloruro). En un intento de
explorar adicionalmente la composicion resultante, se ided un método para preparar una sal hidrohaluro
sustancialmente pura. Como se ha descrito con anterioridad en lo que antecede, la sal hidrohaluro descrita en la
presente memoria posee ciertas propiedades notables y ventajosas. Las caracteristicas estructurales, las
propiedades, el método de fabricacion y uso, y las caracteristicas adicionales de la sal hidrohaluro de pentaeritritolil -
polietilenglicol-carboximetil-glicina-irinotecan de 4 brazos, entre otras caracteristicas, son descritos en la presente
memoria.

Brevemente, las caracteristicas de una sal hidrohaluro, p.ej., sal hidrocloruro, de un producto conjugado de
polimero-agente activo soluble en agua incluyen tipicamente lo siguiente. Hablando en términos generales, el
compuesto es un producto conjugado de polimero de poli(etilenglicol) multi-brazo e irinotecan. El irinotecan, como es
evidente a partir de su estructura, posee uno 0 mas grupos amina alcalinos (u otros atomos de nitrégeno alcalinos),
es decir, que tiene un pK de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 11,5 después de la conjugacién con el
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nucleo polimérico multibrazo (es decir, el agente activo posee una o mas aminas alcalinas u otros grupos que
contienen nitrégeno después de la conjugacién con el polimero soluble en agua). El producto conjugado resultante
es una sal hidrohaluro, es decir, donde los atomos de nitrégeno alcalinos son protonados como una sal hidrohaluro
(HX, donde X se selecciona entre fluoruro, cloruro, bromuro y yoduro).

Segun se utiliza en la presente memoria, una sal hidrohaluro que tiene méas de 95 por ciento en moles de los atomos
de nitrégeno alcalinos de irinotecan protonados como hidrohaluro se refiere al "producto masivo" en lugar de
referirse necesariamente a especies moleculares individuales contenidas en el producto masivo. De este modo, las
especies moleculares individuales contenidas dentro de la sal, debido al nimero de brazos del polimero dentro de la
estructura del producto conjugado, pueden contener un numero pequefio de grupos amina que estan en forma de
base libre asi como en forma protonada como se ha descrito anteriormente. Ademas, el nucleo de producto
conjugado de PEG-carboximetilo de 4 brazos, en general, puede estar menos que totalmente sustituido con
irinotecan unido covalentemente, esta caracteristica se describira con mayor detalle a continuacion.

Métodos de alcoxilaciéon: Como también se ha indicado anteriormente, también se describe un método,
comprendiendo el método la etapa de alcoxilar en un disolvente adecuado un oligdbmero alcoxilable previamente
aislado para formar un producto polimérico alcoxilado, en donde el oligémero alcoxilable previamente aislado tiene
un peso molecular promedio ponderal conocido y definido de mas de 300 Dalton (p.ej., superior a 500 Dalton). Entre
otras ventajas, los métodos de alcoxilacion proporcionados en la presente memoria dan como resultado productos
poliméricos que son superiores (p.ej., en términos de consistencia y pureza) a los productos poliméricos preparados
por métodos previamente conocidos.

Composiciones de productos conjugados (y formas de sal hidrohaluro de los mismos) preparadas a partir de
reactivos poliméricos preparados a partir de productos poliméricos preparados a partir de los métodos de
alcoxilacion: Como se ha indicado anteriormente, en una o mas realizaciones de la invencién, se proporciona una sal
hidrohaluro de un producto conjugado de polimero-agente activo soluble en agua, en donde el producto conjugado
se prepara acoplando (en condiciones de conjugacién) un agente activo portador de amina (p.ej., una glicina-
irinotecan desprotegida) a un reactivo polimérico (p.ej., pentaeritritolil-poli(etilenglicol)-carboximetilsuccinimida de 4
brazos) en presencia de una base para formar un producto conjugado, en donde el producto conjugado es un
producto conjugado de sal hidrohaluro (p.ej., el producto conjugado posee atomos de nitrégeno, cada uno de los
cuales estara protonado o no protonado, donde cualquier grupo amino protonado dado es una sal hidrohaluro), y
adicionalmente en donde opcionalmente el reactivo polimérico se prepara a partir de un producto de alcoxilacion
preparado como se describe en la presente memoria.

Productos conjugados - El polimero en términos generales

Los productos conjugados de polimero-agente activo solubles en agua (independientemente de la forma especifica
adoptada, p.ej., una forma alcalina, una forma de sal, una sal mixta, etc.) incluyen un polimero soluble en agua.
Tipicamente, para formar un producto conjugado, un polimero soluble en agua - en forma de un reactivo polimérico -
se acopla (bajo condiciones de conjugacion) a un agente activo en un electrofilo o nucledfilo contenido dentro del
agente activo. Por ejemplo, se puede acoplar un polimero soluble en agua (de nuevo en forma de un reactivo
polimérico que porta, p.ej., un éster activado) a un agente activo que posee uno o mas grupos amina alcalinos (u
otros atomos de nitrégeno alcalinos), es decir, una amina que tiene un pK de aproximadamente 7,5 a
aproximadamente 11,5 (determinado después de la conjugacion).

El componente polimérico soluble en agua del producto conjugado de acuerdo con las reivindicaciones es
polietilenglicol o PEG que comprende la unidad de repeticion (CH2CH2O),-, donde n oscila entre 20 y 500.

El polimero soluble en agua puede estar en cualquiera de una serie de geometrias o formas, incluyendo lineal,
ramificado, bifurcado. Se describe que el polimero es a menudo lineal o multibrazo. Los polimeros solubles en agua
se pueden obtener comercialmente simplemente en forma de polimero soluble en agua. Ademas, los polimeros
solubles en agua se pueden obtener convenientemente en una forma activada como un reactivo polimérico (que
opcionalmente puede acoplarse a un agente activo sin modificacion o activacién adicional). Las descripciones de
polimeros y reactivos poliméricos solubles en agua pueden encontrarse en el Catalogo de PEGilacion Avanzada de
Nektar, 2005-2006, "Polyethylenglicol and Derivatives for Advanced PEGylation" y estan disponibles para su
adquisicion de NOF Corporation y JenKem Technology USA, entre otros.

Un polimero ramificado ilustrativo que tiene dos brazos poliméricos en un patréon ramificado es el siguiente, a
menudo referido como PEG-2 o mPEG-2:
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en donde

Indica la localizacion de atomos adicionales para formar cualquiera de los grupos funcionales adecuados para la
reaccion con un electrofilo o nucledfilo contenido dentro de un agente activo. Los grupos funcionales ilustrativos
incluyen éster de NHS, aldehido, etcétera.

Para las estructuras de polimero descritas en la presente memoria que contienen la variable, "n", tal variable
corresponde a un numero entero y representa el numero de subunidades de monémero dentro de la estructura
monomeérica repetitiva del polimero.

Una arquitectura ilustrativa para su uso en la preparacién de los productos conjugados son reactivos poliméricos
solubles en agua multibrazo que tienen, por ejemplo, 3, 4, 5, 6 u 8 brazos poliméricos, portando cada uno
Optimamente un grupo funcional. Un reactivo polimérico multibrazo puede poseer cualquiera de diversos nucleos
(p-€j., un nucleo de poliol) del que emanan los brazos poliméricos. Los nucleos de polioles ilustrativos incluyen
glicerol, dimero de glicerol (3,3'-oxidipropano-1,2-diol)trimetilolpropano, azlcares (tales como sorbitol o pentaeritritol,
dimero de pentaeritritol) y oligbmeros de glicerol, tales como hexaglicerol o 3-(2-hidroxi-3-(2-
hidroxietoxi)propoxi)propano-1,2-diol, y otros productos de condensacién de glicerol. Los nucleos y los brazos
poliméricos ilustrativos que emanan de los mismos pueden tener las siguientes férmulas:
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En una realizacion ilustrativa, de acuerdo con la invencion, el polimero soluble en agua es un polimero de 4 brazos
como se muestra anteriormente, en donde n puede estar comprendido entre aproximadamente 20 vy
aproximadamente 500, o entre aproximadamente 40 y aproximadamente 500.

En los polimeros multibrazo descritos en la presente memoria, cada brazo de polimero tiene tipicamente un peso
molecular correspondiente a uno de los siguientes: 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000,
3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 7500, 8000, 9000, 10000, 12000, 15000, 17500, 18000, 19000, 20000 Dalton o
superior. Los pesos moleculares totales para las configuraciones poliméricas multibrazo descritas en la presente
memoria (es decir, el peso molecular del polimero multibrazo en su conjunto) corresponden generalmente a uno de
los siguientes: 800, 1000, 1200, 1600, 2000, 2400 , 2800, 3200, 3600, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000, 12000,
15000, 16000, 20000, 24000, 25000, 28000, 30000, 32000, 36000, 40000, 45000, 48000, 50000, 60000, 80000 o
100000 o mayor

El polimero soluble en agua, p.ej., PEG, puede estar unido covalentemente al agente activo a través de un conector
intermedio. El conector puede contener cualquier niumero de atomos. En general, el conector tiene una longitud de
atomo que satisface uno o mas de los intervalos siguientes: de aproximadamente 1 atomo a aproximadamente 50
atomos; de aproximadamente 1 atomo a aproximadamente 25 atomos; de aproximadamente 3 atomos a
aproximadamente 12 atomos; de aproximadamente 6 atomos a aproximadamente 12 &tomos; y de
aproximadamente 8 atomos a aproximadamente 12 atomos. Cuando se considera la longitud de la cadena de
atomos, solo se consideran los atomos que contribuyen a la distancia total. Por ejemplo, un conector que tiene la
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estructura, -CH»-C(O)-NH-CH,>CH»0-CH>CH,0-C(O)-O- se considera que tiene una longitud de cadena de 11
atomos, ya que no se considera que los sustituyentes contribuyan significativamente a la longitud del conector. Los
conectores ilustrativos incluyen compuestos bifuncionales tales como aminoacidos (p.ej., alanina, glicina, isoleucina,
leucina, fenilalanina, metionina, serina, cisteina, sarcosina, valina, lisina y similares). El aminoacido puede ser un
aminoacido de origen natural o un aminoacido no natural. Los conectores adecuados también incluyen
oligopéptidos.

Las estructuras multibrazo anteriores se dibujan principalmente para ilustrar el nicleo de polimero que tiene cadenas
de PEG unidas al mismo y, aunque no se dibujan explicitamente, dependiendo de la naturaleza del agente activo y
la quimica de anclaje empleados, la estructura final puede incluir opcionalmente un grupo etileno adicional,
-CH2CH2-, anclados a los 4tomos de oxigeno en el extremo de cada brazo polimérico, y/o pueden contener
opcionalmente cualquiera de diversos atomos conectores intermedios para facilitar el anclaje covalente a un agente
activo. En una realizacion particular, cada uno de los brazos de PEG ilustrados anteriormente comprende
adicionalmente un grupo carboxi-metilo, -CH>-C(O)-, anclado covalentemente al atomo de oxigeno terminal.

Nuevo método de alcoxilacion para composiciones poliméricas mejoradas

Como se ha indicado anteriormente, se pueden obtener comercialmente polimeros solubles en agua que tienen
utilidad en (por ejemplo) la preparacion de productos conjugados con agentes activos (asi como formas salinas de
los mismos). Sin embargo, como se describe adicionalmente en la presente memoria, se describen métodos para
preparar polimeros solubles en agua, - cuyos métodos se distinguen de los métodos anteriormente descritos para
preparar polimeros solubles en agua - que son particularmente adecuados para preparar productos conjugados con
agentes activos (asi como sus formas salinas).

A este respecto, se describe un método, comprendiendo el método la etapa de alcoxilar en un disolvente adecuado
un oligébmero alcoxilable previamente aislado para formar un producto polimérico alcoxilado, en donde el oligémero
alcoxilable previamente aislado tiene un peso molecular medio ponderal conocido y definido de mas de 300 Dalton
(p-€j., mas de 500 Dalton).

La etapa de alcoxilacion en el nuevo método de alcoxilacion

La etapa de alcoxilacion se lleva a cabo utilizando condiciones de alcoxilacion, de manera que la adicion secuencial
de mondémeros se efectia mediante reacciones repetidas de un compuesto de oxirano. Cuando el oligémero
alcoxilable tiene inicialmente uno o mas grupos funcionales hidroxilo, uno o mas de estos grupos hidroxilo en el
oligémero alcoxilable se convertiran en un alcoxido reactivo por reaccién con una base fuerte. A continuacién, un
compuesto de oxirano reacciona con un grupo funcional alcoxilable (p.ej., un alcéxido reactivo), con lo que no sélo
se afiade al alcoxido reactivo, sino que lo hace de una manera que también termina en otro alcéxido reactivo. A
continuacion, las reacciones repetidas de un compuesto de oxirano en el término del alcdxido reactivo del
compuesto de oxirano previamente afiadido y reaccionado producen eficazmente una cadena de polimero.

Aunque cada uno de uno o mas grupos funcionales alcoxilables es preferiblemente hidroxilo, otros grupos tales
como aminas, tioles y el grupo hidroxilo de un acido carboxilico pueden servir como un grupo funcional alcoxilable
aceptable. Ademas, debido a la acidez de los hidrogenos de los atomos de carbono alfa en los aldehidos, cetonas,
nitrilos y amidas, la adicioén en los atomos de carbono alfa de estos grupos puede servir como un grupo funcional
alcoxilable aceptable.

El compuesto de oxirano contiene un grupo oxirano y tiene la siguiente formula:

O,
R1\C/ \C/ R3
/ \

R? R*
en donde (con respecto a esta estructura):

R’ se selecciona del grupo que consiste en H y alquilo
R? se selecciona del grupo que consiste en H y alquilo
R® se selecciona del grupo que consiste en H y alquilo
R* se selecciona del grupo que consiste en H y alquilo

preferiblemente alquilo inferior cuando es alquilo);
preferiblemente alquilo inferior cuando es alquilo);
preferiblemente alquilo inferior cuando es alquilo); y
preferiblemente alquilo inferior cuando es alquilo).

~ A~~~

Con respecto a la anterior férmula del compuesto de oxirano, se prefiere particularmente que cada uno de R, RLR?
y R*seaH, y se prefiere que sélo uno de R" R? R® y R* sea alquilo (p.ej., metilo y etilo) y los sustituyentes restantes
son H. Los compuestos de oxirano ilustrativos son éxido de etileno, 6xido de propileno y éxido de 1,2-butileno. La
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cantidad de compuesto de oxirano afnadida para dar lugar a condiciones de alcoxilacion éptimas depende de una
serie de factores, incluyendo la cantidad de oligémero alcoxilable de partida, el tamafio deseado del material
polimérico alcoxilado resultante y el nimero de grupos funcionales alcoxilables sobre el oligémero alcoxilable. De
este modo, cuando se desea un material polimérico alcoxilado mayor, esta presente relativamente mas compuesto
de oxirano en las condiciones de alcoxilacion. Similarmente, si (Oa) representa la cantidad de compuesto de oxirano
necesaria para conseguir un tamafio dado de "crecimiento" de polimero en un solo grupo funcional alcoxilable, en
ese caso un oligébmero alcoxilable que porta dos grupos funcionales alcoxilables requiere 2x (Oa), un oligdmero
alcoxilable que porta tres grupos funcionales alcoxilables requiere 3x (Oa), un oligédmero alcoxilable que porta cuatro
grupos funcionales alcoxilables requiere 4x (Oa) y asi sucesivamente. En todos los casos, un experto en la técnica
puede determinar una cantidad apropiada de compuesto de oxirano requerida para las condiciones de alcoxilacion
teniendo en cuenta el peso molecular deseado del material polimérico alcoxilado y siguiendo la experimentacion
rutinaria.

Las condiciones de alcoxilacion incluyen la presencia de una base fuerte. El propédsito de la base fuerte es
desprotonar cada hidrégeno acido (p.ej., el hidrégeno de un grupo hidroxilo) presente en el oligémero alcoxilable y
formar una especie i6nica de alcoxido (o una especie idnica para grupos funcionales alcoxilables no hidroxilados).
Las bases fuertes preferidas para uso como parte de las condiciones de alcoxilaciéon son: metales alcalinos, tales
como potasio metalico, sodio metalico y mezclas de metales alcalinos tales como aleaciones de sodio y potasio;
hidroxidos, tales como NaOH y KOH; y alcoxidos (p.ej., presentes después de la adicién de un compuesto de
oxirano). Pueden utilizarse otras bases fuertes y pueden ser identificadas por un experto en la técnica. Por ejemplo,
una base dada puede utilizarse como una base fuerte en la presente memoria si la base fuerte puede formar una
especie idnica de alcoxido (o una especie idnica para grupos funcionales alcoxilables no hidroxilados) y también
proporcionar un cation que no obstaculiza las especies i6nicas de alcoxido, Con el fin de impedir (o impedir
eficazmente a través de una reaccion lenta y poco lenta) la reaccion de la especie idnica de alcéxido con la molécula
de oxirano. La base fuerte esta presente en una cantidad generalmente pequefia y calculada, cuya cantidad puede
caer en uno o mas de los intervalos siguientes: de 0,001 a 10,0 por ciento en peso basado en el peso de la mezcla
de reaccion total; y de 0,01 a aproximadamente 6,0 por ciento en peso basado en el peso de la mezcla de reaccion
total.

Las condiciones de alcoxilaciéon incluyen una temperatura adecuada para que ocurra la alcoxilaciéon. Entre las
temperaturas ilustrativas que pueden ser adecuadas para la alcoxilacion se incluyen aquellas que caen en uno o
mas de los siguientes intervalos: de 10°C a 260°C; de 20°C a 240°C; de 30°C a 220°C; de 40°C a 200°C; de 50°C a
200°C; de 80°C a 140°C; y de 100°C a 120°C.

Las condiciones de alcoxilacion incluyen una presion adecuada para que ocurra la alcoxilacién. Entre las presiones
ilustrativas que pueden ser adecuadas para la alcoxilacion se incluyen aquellas que caen en uno o mas de los
intervalos siguientes: de 0,69 bar a 69,0 bar (10 psi a 1000 psi); de 1,03 bar a 34,5 bar (15 psi a 500 psi); de 1,38
bares a 17,2 bar (20 psi a 250 psi); de 1,72 bar a 6,90 bar (25 psi a 100 psi). Ademas, la presion de alcoxilaciéon
puede ser aproximadamente la presién atmosférica al nivel del mar (p.ej., 1013,25 bar (14696 libras por pulgada
cuadrada) +/- 10%).

En algunos casos, las condiciones de alcoxilaciéon incluyen la adicion del compuesto de oxirano en forma liquida. En
algunos casos, las condiciones de alcoxilacién incluyen la adicidon del compuesto de oxirano en forma de vapor.

Las condiciones de alcoxilacion pueden incluir el uso de un disolvente adecuado. De manera 6ptima, el sistema en
donde se producen las condiciones de alcoxilacién no incluira ningin componente (incluyendo cualquier disolvente)
que pueda ser desprotonado (o permanezca sustancialmente protonado bajo las condiciones de pH, temperatura
etcétera bajo las cuales se producirdan las condiciones de alcoxilacion). Los disolventes adecuados para la
alcoxilacion incluyen disolventes organicos seleccionados del grupo que consiste en tetrahidrofurano (THF),
dimetilformamida (DMF), tolueno, benceno, xilenos, mesitileno, tetracloroetileno, anisol, dimetilacetamida y mezclas
de los anteriores. Los disolventes menos ideales (pero aun no obstante contemplados) para uso como parte de las
condiciones de alcoxilacién son acetonitrilo, fenilacetonitrilo y acetato de etilo; en algunos casos, las condiciones de
alcoxilacion no incluiran como disolvente ninguno de acetonitrilo, fenilacetonitrilo y acetato de etilo.

En una o mas realizaciones de la invencion, cuando las condiciones de alcoxilacion se llevan a cabo en la fase
liquida, las condiciones de alcoxilacion se llevan a cabo de tal manera que tanto el oligdmero alcoxilable como el
material polimérico alcoxilado deseado formado a partir de la alcoxilacién del oligémero alcoxilable no sdlo tienen
solubilidades similares, (y, preferiblemente, sustancialmente la misma solubilidad) en el disolvente adecuado
utilizado, pero también son ambos sustancialmente solubles en el disolvente adecuado. Por ejemplo, en una o mas
realizaciones, el oligémero alcoxilable sera sustancialmente soluble en el disolvente utilizado en las condiciones de
alcoxilacion y el material polimérico alcoxilado resultante también sera sustancialmente soluble en las condiciones de
alcoxilacion.

En una o mas realizaciones, esta solubilidad sustancialmente igual del oligémero alcoxilado y el material polimérico
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alcoxilado en un disolvente adecuado esta en contraste con la solubilidad de una molécula precursora (utilizada,
p.ej., en la preparacion del oligdmero alcoxilado previamente aislado) en el disolvente adecuado, en donde la
molécula precursora puede tener una solubilidad inferior (e incluso sustancialmente inferior) en el disolvente
adecuado que el oligébmero alcoxilado y/o el material polimérico alcoxilado. A modo de ejemplo solamente, el
oligdbmero alcoxilado y el material polimérico alcoxilado tendran ambos un nucleo de pentaeritritol y ambos seran
sustancialmente solubles en tolueno, pero el propio pentaeritritol tiene solubilidad limitada en tolueno.

Se prefiere particularmente que el disolvente empleado en las condiciones de alcoxilacién sea tolueno. La cantidad
de tolueno utilizada para la reaccion es mayor de 25% en peso y menor de 75% en peso de la mezcla de reaccion,
basandose en el peso de la mezcla de reaccién después de la adicion completa del compuesto de oxirano. Un
experto en la técnica puede calcular la cantidad de partida del disolvente tomando en consideracién el peso
molecular deseado del polimero, el nimero de sitios para los cuales tendrd lugar la alcoxilacion, el peso del
oligdmero alcoxilable utilizado, etcétera.

Se prefiere que la cantidad de tolueno se mida de manera que la cantidad sea suficiente para las condiciones de
alcoxilacion proporcionando el material polimérico alcoxilado deseado.

Ademas, se prefiere particularmente que las condiciones de alcoxilaciéon no tengan sustancialmente agua presente.
Por lo tanto, se prefiere que las condiciones de alcoxilacién tengan un contenido de agua inferior a 100 ppm, mas
preferiblemente 50 ppm, todavia mas preferiblemente 20 ppm, mucho mas preferiblemente menos de 14 ppm, e
incluso aun mas preferiblemente menos de 8 ppm.

Las condiciones de alcoxilacion tienen lugar en un recipiente de reaccién adecuado, tipicamente un recipiente de
reactor de acero inoxidable.

En una o mas realizaciones, son aceptables el oligdmero alcoxilable y/o molécula precursora que carecen de un
grupo isocianato unido a un carbono que porta un hidrégeno alfa. En una o mas realizaciones, el oligémero
alcoxilable previamente preparado y/o molécula precursora carece de un grupo isocianato.

El oligébmero alcoxilable en el nuevo método de alcoxilacién

El oligdmero alcoxilable utilizado en el nuevo método de alcoxilacion debe tener al menos un grupo funcional
alcoxilable. Sin embargo, el oligdmero alcoxilable puede tener uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o mas
grupos funcionales alcoxilables, con una preferencia por un oligémero alcoxilable que tenga de uno a seis grupos
funcionales alcoxilables.

Como se ha indicado anteriormente, cada grupo funcional alcoxilable dentro del oligdmero alcoxilable puede
seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, acido carboxilico, amina, tiol, aldehido,
cetona y nitrilo. En aquellos casos en los que hay mas de un grupo funcional alcoxilable dentro del oligémero
alcoxilable, es tipico que cada grupo funcional alcoxilable sea el mismo (p.ej., cada grupo funcional alcoxilable
dentro del oligdmero alcoxilable sea hidroxilo), aunque también se contemplan ejemplos de diferentes grupos
funcionales alcoxilables dentro del mismo oligémero alcoxilable. Cuando el grupo funcional alcoxilable es hidroxilo,
se prefiere que el hidroxilo sea un hidroxilo primario.

El oligébmero alcoxilable puede adoptar cualquiera de una serie de geometrias posibles. Por ejemplo, el oligdmero
alcoxilable puede ser lineal. En un ejemplo de un oligémero alcoxilable lineal, un extremo del oligdmero lineal
alcoxilable es un grupo funcional relativamente inerte (p.ej., un grupo con proteccion terminal) y el otro extremo es
un grupo funcional alcoxilable (p.ej., hidroxilo). Un oligémero alcoxilable ilustrativo de esta estructura es metoxi-PEG-
OH, o mPEG abreviado, en el que un extremo es el grupo metoxi relativamente inerte, mientras que el otro extremo
es un grupo hidroxilo. La estructura de mPEG se da a continuacion.

CH30-CH>CH,0-(CH2CH>0),-CH,CH2-OH
(en donde, para la estructura inmediatamente anterior solamente, n es un nimero entero de 13 a 100).
Otro ejemplo de una geometria lineal que puede adoptar el oligdmero alcoxilable es un polimero organico lineal que
porta grupos funcionales alcoxilables (iguales o diferentes) en cada extremo. Un oligémero alcoxilable ilustrativo de
esta estructura es el alfa, omega-dihidroxilpoli(etilenglicol), o

HO-CH2CH,0-(CH2CH,0),-CH,CH2-OH
(en donde, solo para la estructura inmediatamente precedente, n es un nimero entero de 13 a 100), que se puede

representar de forma abreviada como HO-PEG-OH donde se entiende que el simbolo -PEG representa la siguiente
unidad estructural:
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-CH2CH20-(CH2CH20),-CH2CH_-
(en donde, para la estructura inmediatamente anterior solamente, n es un nimero entero de 13 a 100).

Otra geometria que puede tener el oligdmero alcoxilable es una estructura "multibrazo" o ramificada. Con respecto a
tales estructuras ramificadas, uno o mas atomos en el oligémero alcoxilable sirven como un "atomo de punto de
ramificacion”, a través del cual estan conectados dos, tres, cuatro o mas (pero tipicamente dos, tres o cuatro)
conjuntos distintos de mondmeros repetidos o "brazos" (ya sea directamente ya sea través de uno o mas atomos).
Como minimo, una estructura "multibrazo" como la utilizada en la presente memoria tiene tres o0 mas ramificaciones
distintas, pero puede tener hasta cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o mas brazos, con 4 a 8 estructuras
multibrazo preferidas (tales como una estructura de 4 brazos, una estructura de 5 brazos, una estructura de 6 brazos
y una estructura de 8 brazos).

A continuacion se proporcionan estructuras multibrazo ilustrativas para el oligdmero alcoxilable:

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n es de 1 a 50, p.ej., de 10 a 50,
(o definido de otro modo de tal manera que el peso molecular de la estructura sea de 300 Dalton a 9.000 Dalton
(p-€j., de aproximadamente 500 Dalton a 5.000 Dalton);

o

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n es de 2 a 50, p.ej., de 10 a 50
(o definido de otro modo de tal manera que el peso molecular de la estructura sea de 300 Dalton a 9.000 Dalton

(p-€j., de aproximadamente 500 Dalton a 5.000 Dalton);
OH
O/V
n

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n es de 2 a 35, p.gj.,, de 8 a
aproximadamente 40 (o definido de otro modo de tal manera que el peso molecular de la estructura sea de 750
Dalton a 9.500 Dalton (p.gj., de 500 Dalton a 5.000 Dalton); y

OH

p=}

n
HO

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n es 2 a 35, p.ej., de 5 a 35, (o
definido de otra manera de manera tal que el peso molecular de la estructura sea de 1.000 Dalton a 13.000 Dalton
(p.€j., de 500 Dalton a 5.000 Dalton).
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Para cada una de las cuatro estructuras inmediatamente anteriores, se prefiere que el valor de n, en cada caso, sea
sustancialmente el mismo. Por lo tanto, se prefiere que cuando se consideran todos los valores de n para un
oligébmero alcoxilable dado, todos los valores de n para ese oligdmero alcoxilable estén dentro de tres desviaciones
tipicas, mas preferiblemente dentro de dos desviaciones tipicas y aun mas preferiblemente dentro de una desviacion
tipica.

En términos del peso molecular del oligémero alcoxilable, el oligémero alcoxilable tendra un peso molecular medio
ponderal conocido y definido. Para su uso en la presente memoria, sélo se puede conocer y definir un peso
molecular medio ponderal para un oligbmero alcoxilable cuando el oligdbmero alcoxilable esta aislado del medio
sintético a partir del cual fue generado. Los pesos moleculares medios ponderales ilustrativos para el oligdmero
alcoxilable caeran en uno o mas de los siguientes intervalos: mayor de 300 Dalton; mayor que 500 Dalton; de 300
Dalton a 15.000 Dalton; de 500 Dalton a 5.000 Dalton; de 300 Dalton a 10.000 Dalton; de 500 Dalton a 4.000 Dalton;
de 300 Dalton a 5.000 Dalton; de 500 Dalton a 3.000 Dalton; de 300 Dalton a 2.000 Dalton; de 500 Dalton a 2.000
Dalton; de 300 Dalton a 1.000 Dalton; de 500 Dalton a 1.000 Dalton; de 1.000 Dalton a 10.000 Dalton; de 1.000
Dalton a 5.000 Dalton; de 1.000 Dalton a 4.000 Dalton; de 1.000 Dalton a 3.000 Dalton; de 1.000 Dalton a 2.000
Dalton; de 1.500 Dalton a 15.000 Dalton; de 1,500 Dalton a 5,000 Dalton; de 1.500 Dalton a 10.000 Dalton; de 1.500
Dalton a 4.000 Dalton; de 1.500 Dalton a 3.000 Dalton; de 1.500 Dalton a 2.000 Dalton; de 2.000 Dalton a 5.000
Dalton; de 2.000 Dalton a 4.000 Dalton; y de 2.000 Dalton a 3.000 Dalton.

Preferiblemente, el oligémero alcoxilable se aisla previamente. Por aislamiento previo se entiende que el oligbmero
alcoxilable existe fuera y separado del medio sintético a partir del cual se generd (mas tipicamente fuera de las
condiciones de alcoxilacion utilizadas para preparar el oligdmero alcoxilable) y puede almacenarse opcionalmente
durante un periodo de tiempo relativamente largo u opcionalmente puede almacenarse durante un tiempo mas corto
sin cambiar substancialmente para su uso posterior. De este modo, un oligémero alcoxilable se aisla previamente si,
p.ej., esta alojado en un entorno inerte. A este respecto, un oligémero alcoxilado previamente aislado puede alojarse
en un recipiente que carece sustancialmente (p.ej., menos del 0,1% en peso) de un compuesto de oxirano.
Asimismo, un oligémero alcoxilable previamente aislado no cambia su peso molecular mas de 10% en el transcurso
de 15 dias. Por lo tanto, en una o mas realizaciones de la invencion, el concepto de "previamente aislado" contrasta
(por ejemplo) con una situacién en donde se permite que una reaccién de alcoxilacion continua e ininterrumpida
prosiga desde la molécula precursora, en una estructura que corresponda con un oligdmero alcoxilable, a una
estructura que corresponda a un material polimérico alcoxilado; el concepto de "aislado previamente" requiere que el
oligémero alcoxilable exista aparte de las condiciones a partir de las cuales se formé. Conforme a lo dispuesto en la
presente invencion, sin embargo, el oligdmero alcoxilable previamente aislado se sometera a una etapa de
alcoxilacion una vez que se afiada, como etapa separada, en las condiciones de alcoxilacion.

Fuentes del Oligomero Alcoxilable en el Nuevo Método de Alcoxilacion

El oligémero alcoxilable se puede obtener por medios sintéticos. A este respecto, el oligémero alcoxilable se prepara
por medio de (a) alcoxilacion de una molécula precursora que tiene un peso molecular de menos de 300 Dalton
(p-ej., menos de 500 Dalton) para formar una mezcla de reaccién que comprende un oligdmero o prepolimero
alcoxilable, y (b) aislamiento del oligdmero alcoxilable de la mezcla de reaccion. La etapa de alcoxilacion de la
molécula precursora sigue en gran medida las condiciones y requerimientos de la etapa de alcoxilacién previamente
discutida. La etapa de aislamiento del oligémero alcoxilable se puede llevar a cabo utilizando cualquier etapa
conocida en la técnica, pero puede incluir permitir que todo el compuesto de oxirano sea consumido en la reaccion,
realizar activamente una etapa de enfriamiento rapido, separar la mezcla de reaccion final mediante enfoques
conocidos en la técnica (incluyendo, por ejemplo, la destilacion de todos los materiales volatiles, la eliminacion del
subproducto de reaccion solido por filtracion o el lavado y la aplicaciéon de medios cromatograficos).

Ademas, el oligdbmero alcoxilable se puede obtener a partir de fuentes comerciales. Las fuentes comerciales
ilustrativas incluyen NOF Corporation (Tokio Japdn) que proporciona oligdémeros alcoxilables bajo los nombres
poli(etilenglicol) SUNBRIGHT DKH®, glicerina SUNBRIGHT® GL, éter de tri-poli(etilenglicol), pentaeritritol
SUNBRIGHT PTE®, éter de tetra- oli(etilenglicol), diglicerina SUNBRIGHT® DG, éter de tetra-poli(etilenglicol), y
hexaglicerina SUNBRIGHT HGEQO", éter de octa-poli(etilenglicol). Los oligdmeros alcoxilables preferidos incluyen
aquellos que tienen las estructuras de pentaeritritol SUNBRIGHT PTE®-2000, éter de tetra-poli(etilenglicol) (que
tiene un peso molecular medio ponderal de aproximadamente 2.000 Dalton) y di-glicerina SUNBRIGHT DG-2000,
éter de tetra-poli(etilenglicol) (que tiene un peso molecular medio ponderal de aproximadamente 2.000 Dalton).

Las moléculas precursoras pueden ser cualquier molécula pequefia (p.ej., un peso molecular menor que el peso
molecular medio ponderal del oligémero alcoxilable) que tenga uno o mas grupos funcionales alcoxilables.

Las moléculas precursoras ilustrativas incluyen polioles, que son moléculas pequefas (tipicamente de un peso
molecular de menos de 300 Dalton, p.ej., menos de 500 Dalton) que tienen una pluralidad de grupos hidroxilo
disponibles. Dependiendo del numero deseado de brazos poliméricos en el oligdmero o prepolimero alcoxilable, el
poliol que sirve como molécula precursora comprendera tipicamente de 3 a aproximadamente 25 grupos hidroxilo,
preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 22 grupos hidroxilo, lo mas preferiblemente de
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aproximadamente 4 a aproximadamente 12 grupos hidroxilo. Los polioles preferidos incluyen oligdmeros o polimeros
de glicerol tales como hexaglicerol, pentaeritritol y oligdmeros o polimeros de los mismos (p.ej., dipentaeritritol,
tripentaeritritol, tetrapentaeritritol y formas etoxiladas de pentaeritritol), y alcoholes derivados de azucares tales como
sorbitol, arabanitol y manitol. Ademas, muchos polioles comercialmente disponibles, tales como diversos isomeros
de inositol (es decir, 1,2,3,4,5,6-hexahidroxiciclohexano), 2,2-bis(hidroximetil)-1-butanol, 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-
propanodiol (TRIS), 2-[bis(2-hidroxietil)Jamino]-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol, {[2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil]-
amino}acético (Tricina), 2-[(3-{[2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etillamino}propil)amino]-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol,
acido 2-{[2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etillamino}etanosulfonico (TES), acido 4-{[2-hidroxi-1,1-
bis(hidroximetil)etillamino}-1-butanosulfénico, e hidrocloruro de 2-[bis(2-hidroxietil)amino]-2-(hidroximetil)-1,3-
propanodiol pueden servir como una molécula precursora aceptable. En aquellos casos en los que la molécula
precursora tiene uno o varios grupos ionizables que interfieren en la etapa de alcoxilacién, dichos grupos ionizables
deben ser protegidos o modificados antes de llevar a cabo la etapa de alcoxilacién.

Las moléculas precursoras ilustrativas preferidas incluyen aquellas moléculas precursoras seleccionadas del grupo
que consiste en glicerol, diglicerol, ftriglicerol, hexaglicerol, manitol, sorbitol, pentaeritritol, dipentaeritol y
tripentaeritritol.

En una o mas realizaciones de la invencion, se prefiere que ni el oligdmero alcoxilable previamente aislado ni el
producto polimérico alcoxilado tengan un grupo funcional alcoxilable (p.ej., un grupo hidroxilo) de la molécula
precursora.

Materiales poliméricos alcoxilados generados por el nuevo método de alcoxilacion

El material polimérico alcoxilado preparado con los métodos descritos en la presente memoria tendra una
arquitectura alcalina que corresponda a la estructura del oligémero alcoxilable (es decir, un oligdmero alcoxilable
lineal da como resultado un material polimérico alcoxilado lineal, un oligémero alcoxilable de cuatro brazos da como
resultado un polimero alcoxilado de cuatro brazos, etc.). Como consecuencia, el material polimérico alcoxilado
adoptara cualquiera de una serie de posibles geometrias, incluyendo lineal, ramificada y multibrazo.

Con respecto a las estructuras ramificadas, un material polimérico alcoxilado ramificado tendra tres o mas
ramificaciones distintas, pero puede tener hasta cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o mas ramificaciones,
prefiriéndose estructuras ramificadas de 4 a 8 ramificaciones (tal como una estructura ramificada de 4 brazos, una
estructura ramificada de 5 brazos, una estructura ramificada de 6 brazos y una estructura ramificada de 8 brazos).

A continuacién se proporcionan estructuras ramificadas ilustrativas para el material polimérico alcoxilado:

[o]

OH
n
HO
\n(/\o /\?/OH
(0]

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n satisface uno o mas de los
intervalos siguientes: de 10 a 1.000; de 10 a 500; de 10 a 250; de 50 a 1000; de 50 a 250; y de 50 a 120 (o definido
de otro modo de manera que el peso molecular de la estructura sea de 2.000 Dalton a 180.000 Dalton, p.ej., de

2.000 Dalton a 120.000 Dalton);

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medlo de n satisface uno o mas de los
intervalos siguientes: de 10 a 1.000; de 10 a 500; de 10 a 250; de 50 a 1.000; de 50 a 250; y de 50 a 120 (o definido
de otro modo de manera que el peso molecular de la estructura sea de 2.000 Dalton a 180.000 Dalton, p.ej., de
2.000 Dalton a 120.000 Dalton);
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en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n satisface uno o mas de los
intervalos siguientes: de 10 a 750; de 40 a 750; de 50 a 250; y de 50 a 120 (o definido de otro modo de manera que
el peso molecular de la estructura sea de 3.000 Dalton a 200.000 Dalton, p.ej., de 12.000 Dalton a 200.000 Dalton);
y

en donde (para la estructura inmediatamente anterior solamente) el valor medio de n satisface uno o mas de los
intervalos siguientes: de 10 a 600 y de 35 a 600 (o definido de otro modo de tal manera que el peso molecular de la
estructura sea de 4.000 Dalton a 215.000 Dalton, p.ej., de 12.000 Dalton a 215.000 Dalton).

Para cada una de las cuatro estructuras proporcionadas inmediatamente, se prefiere que el valor de n, en cada
caso, sea sustancialmente el mismo. Por lo tanto, se prefiere que cuando se consideren todos los valores de n para
un material polimérico alcoxilado dado, todos los valores de n para dicho oligdmero o prepolimero alcoxilable de
material polimérico alcoxilado estén dentro de tres desviaciones tipicas, mas preferiblemente dentro de dos
desviaciones tipicas y todavia mas preferiblemente dentro de una desviacion tipica.

En cuanto al peso molecular del material polimérico alcoxilado, el material polimérico alcoxilado tendra un peso
molecular promedio en nimero conocido y definido. Para su uso en la presente memoria, sélo se puede conocer y
definir un peso molecular promedio en numero para el material que esta aislado del medio sintético a partir del cual
se genero.

El peso molecular total del producto polimérico alcoxilado puede ser un peso molecular adecuado para el proposito
previsto. Un peso molecular aceptable para cualquier propésito dado se puede determinar mediante ensayo y error a
través de experimentacion rutinaria. Los pesos moleculares ilustrativos para el producto polimérico alcoxilado,
tendran un peso molecular promedio en nimero que caera dentro de uno o mas de los siguientes intervalos: de
2.000 Dalton a 215.000 Dalton; de 5.000 Dalton a 215.000 Dalton; de 5.000 Dalton a 150.000 Dalton; de 5.000
Dalton a 100.000 Dalton; de 5.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 6.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 7.500 Dalton a
80.000 Dalton; de 9.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 10.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 12.000 Dalton a 80.000
Dalton; de 15.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 20.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 25.000 Dalton a 80.000 Dalton; de
30.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 40.000 Dalton a 80.000 Dalton; de 6.000 Dalton a 60.000 Dalton; de 7,500 Dalton
a 60,000 Dalton; de 9.000 Dalton a 60.000 Dalton; de 10.000 Dalton a 60.000 Dalton; de 12.000 Dalton a 60.000
Dalton; de 15.000 Dalton a 60.000 Dalton; de 20.000 Dalton a 60.000 Dalton; de 25.000 Dalton a 60.000 Dalton; de
30.000 Dalton a 60.000; de 6.000 Dalton a 40.000 Dalton; de 9.000 Dalton a 40.000 Dalton; de 10.000 Dalton a
40.000 Dalton; de 15.000 Dalton a 40.000 Dalton; de 19.000 Dalton a 40.000 Dalton; de 15.000 Dalton a 25.000
Dalton; y de 18.000 Dalton a 22.000 Dalton.

Para cualquier material polimérico alcoxilado dado, se puede llevar a cabo una etapa opcional para transformar
adicionalmente el material polimérico alcoxilado de manera que porte un grupo reactivo especifico para formar un
reactivo polimérico. Por lo tanto, utilizando mecanismos bien conocidos en la técnica, el material polimérico
alcoxilado puede ser funcionalizado para incluir un grupo reactivo (p.ej., acido carboxilico, éster activo, amina, tiol,
maleimida, aldehido, cetona, etc.).

Al llevar a cabo una etapa opcional para transformar adicionalmente el producto polimérico alcoxilado de manera
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que porte un grupo reactivo especifico, tal etapa opcional se lleva a cabo en un disolvente adecuado. Un experto en
la técnica puede determinar si cualquier disolvente especifico es apropiado para cualquier etapa de reaccion dada. A
menudo, sin embargo, el disolvente es preferiblemente un disolvente no polar o un disolvente polar. Los ejemplos no
limitantes de los disolventes no polares incluyen benceno, xilenos y tolueno. Los disolventes polares ilustrativos
incluyen, pero no se limitan a, dioxano, tetrahidrofurano (THF), alcohol t-butilico, DMSO (dimetilsulféxido), HMPA
(hexametilfosforamida), DMF (dimetilformamida), DMA (dimetilacetamida) y NMP (N-metilpirrolidinona).

Otras composiciones del material polimérico alcoxilado

También se describen en la presente memoria composiciones que comprenden el material polimérico alcoxilado, que
incluyen no solo cualquier composicion que comprende el material polimérico alcoxilado, sino también
composiciones en las que el material polimérico alcoxilado se transforma adicionalmente, p.ej., en un reactivo
polimérico, asi como composiciones de productos conjugados formados por acoplamiento de tales reactivos
poliméricos con un agente activo. Entre otras cosas, un beneficio del método descrito en la presente memoria es la
capacidad de conseguir composiciones que contienen material polimérico alcoxilado de alta pureza. Las
composiciones se pueden caracterizar por tener: un contenido sustancialmente bajo tanto de impurezas de alto peso
molecular (p.ej., especies que contienen polimero que tienen un peso molecular mayor que el peso molecular del
material polimérico alcoxilado deseado) como de impurezas de diol de bajo peso molecular (es decir, HO-PEG-OH),
ya sea el tipo de impureza (y preferiblemente ambos tipos de impurezas) que suman menos de 8% en peso y mas
preferiblemente menos de 2% en peso. Ademas o alternativamente, las composiciones también se pueden
caracterizar por tener una pureza de material polimérico alcoxilado (asi como composiciones que comprenden
reactivos poliméricos formados a partir del material polimérico alcoxilado, y composiciones de productos conjugados
formados a partir de la conjugacion de tales reactivos poliméricos y un agente activo) mayor de 92% en peso, mas
preferiblemente mayor de 97% en peso. La cromatografia de penetracion en gel (GPC) y la cromatografia de
filtracion en gel (GFC) se pueden usar para caracterizar el material polimérico alcoxilado. Estos métodos
cromatograficos permiten la separacion de la composicion en sus componentes de acuerdo con el peso molecular.
Las trazas de GFC ilustrativas de los productos descritos en el Ejemplo 7 y el Ejemplo 8 se proporcionan como FIG.
7 y FIG. 8, respectivamente.

Usos ilustrativos de los materiales poliméricos alcoxilados y composiciones formadas a partir de ellos

El material polimérico alcoxilado descrito en la presente memoria, asi como los productos poliméricos alcoxilados
que han sido modificados adicionalmente para portar un grupo reactivo especifico (denominados en lo sucesivo
"reactivo polimérico") son utiles para la conjugacion, p.ej., de agentes activos. Los grupos preferidos de los agentes
biolégicamente activos adecuados para la reaccion con los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria
son grupos electréfilos y nucledfilos. Los grupos ilustrativos incluyen aminas primarias, acidos carboxilicos,
alcoholes, tioles, hidracinas e hidrazidas. Tales grupos adecuados para reaccionar con los reactivos poliméricos
descritos en la presente memoria son conocidos por los expertos en la técnica. Por lo tanto, también se proporciona
un método para preparar un producto conjugado que comprende la etapa de poner en contacto, en condiciones de
conjugacion, un agente activo con un reactivo polimérico descrito en la presente memoria.

Las condiciones de conjugacion adecuadas son las condiciones de tiempo, temperatura, pH, concentracion de
reactivo, grupo o grupos funcionales reactivos, grupos funcionales disponibles sobre el agente activo, disolvente y
similares suficientes para efectuar la conjugacién entre un reactivo polimérico y un agente activo. Como es sabido en
la técnica, las condiciones especificas dependen, entre otras cosas, del agente activo, del tipo de conjugacion
deseada, de la presencia de otros materiales en la mezcla de reaccion, etcétera. Las condiciones suficientes para
efectuar la conjugacién en cualquier caso particular pueden ser determinadas por un experto en la técnica tras una
lectura de la descripcion de la presente memoria, referencia a la bibliografia pertinente, y/o a través de
experimentacion rutinaria.

Por ejemplo, cuando el reactivo polimérico contiene un éster activo de N-hidroxisuccinimida (p.ej., succinato de
succinimidilo, propionato de succinimidilo y butanoato de succinimidilo), y el agente activo contiene un grupo amina,
la conjugacion puede efectuarse a un pH de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 9,5 a temperatura ambiente.
Ademas, cuando el reactivo polimérico contiene un grupo reactivo de vinilsulfona o un grupo maleimida y el agente
farmacoldgicamente activo contiene un grupo sulfhidrilo, la conjugaciéon se puede efectuar a un pH de
aproximadamente 7 a aproximadamente 8,5 a temperatura ambiente. Ademas, cuando el grupo reactivo asociado
con el reactivo polimérico es un aldehido o una cetona y el agente farmacolégicamente activo contiene una amina
primaria, la conjugacion se puede efectuar mediante aminacién reductora en donde la amina primaria del agente
farmacoldgicamente activo reacciona con el aldehido o la cetona del polimero. Teniendo lugar a un pH de
aproximadamente 6 a aproximadamente 9,5, la aminacién reductora da como resultado inicialmente un producto
conjugado en donde el agente farmacolégicamente activo y el polimero estan conectados mediante un enlace imina.
El tratamiento subsiguiente del producto conjugado que contiene el enlace imina con un agente reductor adecuado
tal como NaCNBH3; reduce la imina a una amina secundaria. Para obtener informacion adicional sobre estas y otras
reacciones de conjugacion, se hace referencia a Hermanson "Bioconjugate Techniques", Academic Press, 1996.
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Las condiciones de conjugacion ilustrativas incluyen llevar a cabo la reaccion de conjugacién a un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 10 y, p.ej., a un pH de aproximadamente 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5,
8,0, 8,5, 9,0, 9,5 0 10,0. Se deja que la reaccion continué de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 72
horas, preferiblemente de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 48 horas, y mas preferiblemente de
aproximadamente 4 horas a aproximadamente 24 horas. La temperatura a la cual puede tener lugar la conjugacion
se encuentra tipicamente, aunque no necesariamente, en el intervalo de aproximadamente 0°C a aproximadamente
40° C, y es a menudo a temperatura ambiente o a una temperatura inferior. Las reacciones de conjugacion se llevan
a cabo a menudo utilizando una solucién de tampén fosfato, acetato de sodio o sistema similar.

Con respecto a la concentracién de reactivo, se combina tipicamente un exceso del reactivo polimérico con el
agente activo. En algunos casos, sin embargo, se prefiere tener cantidades estequiométricas de grupos reactivos
sobre el reactivo polimérico con respecto a los grupos reactivos del agente activo. Asi, p.ej., un mol de un reactivo
polimérico que porta cuatro grupos reactivos se combina con cuatro moles de agente activo. Las razones ilustrativas
de los grupos reactivos del reactivo polimérico con respecto al agente activo incluyen razones molares de
aproximadamente 1:1 (grupo reactivo del reactivo polimérico:agente activo), 1:0,1, 1:0,5, 1:1,5, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6,
1:8 o 1:10. Se deja que la reaccion de conjugaciéon continie hasta que practicamente no se produzca ninguna
conjugacioén adicional, lo que generalmente se puede determinar controlando el progreso de la reaccion a lo largo
del tiempo.

El progreso de la reaccion se puede controlar retirando alicuotas de la mezcla de reaccion en diversos puntos
temporales y analizando la mezcla de reaccidon por métodos cromatograficos, SDS-PAGE o espectrometria de
masas MALDI-TOF, RMN, IR o cualquier otro método analitico adecuado. Una vez que se alcanza una meseta con
respecto a la cantidad de producto conjugado formado o la cantidad de reactivo polimérico no conjugado que queda,
se supone que la reaccién se ha completado. Tipicamente, la reaccion de conjugacion lleva desde minutos hasta
varias horas (p.ej., de 5 minutos a 24 horas o mas). La mezcla de producto resultante esta preferiblemente, pero no
necesariamente purificada, para separar el exceso de agente activo, base fuerte, agentes de condensacion y
subproductos de reaccién y disolventes. Los productos conjugados resultantes se pueden caracterizar a
continuacién adicionalmente utilizando métodos analiticos tales como métodos cromatograficos, métodos
espectroscopicos, MALDI, electroforesis capilar y/o electroforesis en gel. Los productos conjugados de polimero
agente activo se pueden purificar para obtener/aislar diferentes especies conjugadas.

Con respecto a un agente activo, el material polimérico alcoxilado y un reactivo polimérico preparado a partir del
material polimérico alcoxilado se pueden combinar en condiciones de conjugacion adecuadas para dar como
resultado un producto conjugado. A este respecto, como se describe en general en la presente memoria, los agentes
activos pueden ser un agente activo seleccionado del grupo que consiste en un farmaco de molécula pequefia, un
oligopéptido, un péptido y una proteina. El agente activo para su uso en la presente memoria puede incluir pero no
se limita a los siguientes: adriamicina, acido y-aminobutirico (GABA), amiodarona, amitriptilina, azitromicina,
benzfetamina, bromofeniramina, cabinoxamina, calcitonina clorambucilo, cloroprocaina, cloroquina, clorfenamicina,
clorpromazina, cinarizina, claritromicina, clomifeno, ciclobenzaprina, ciclopentolato, ciclofosfamida, dacarbazina,
daunomicina, demeclociclina, dibucaina, diciclomina, dietilproprién, diltiazem, dimenhidrinato, difenhidramina,
disopiramida, doxepina, doxiciclina, doxilamina, dipiridamol, EDTA, eritromicina, flurazepam, violeta de genciana,
hidroxicloroquina, imipramina, insulina, metotrexato, metoclopramida, minociclina, naftifina, nicardipina, nizatidina,
orfenadrina, oxibutina, oxitetraciclina, fenoxibenzamina, fentolamina, procainamida, procaina, promazina,
prometazina, proparacaina, propoxicaina, propoxifeno, ranitidina, tamoxifeno, terbinafina, tetracaina, tetraciclina,
tramadol, triflupromazina, trimeprazina, trimetilbenzamida, trimipramina, trilpelamina, troleandomicina, tiramina,
uracilo mostaza, verapamilo y vasopresina.

Otros agentes activos incluyen los seleccionados del grupo que consiste en acravistina, amoxapina, astemizol,
atropina, azitromicina, benzapril, benztropina, beperiden, bupracaina, buprenorfina, buspirona, butorfanol, cafeina,
camptotecina y moléculas pertenecientes a la familia de la camptotecina, ceftriaxona, clorpromazina, ciprofloxacina,
cladamina, clemastina, clindamicina, clofazamina, clozapina, cocaina, codeina, ciproheptadina, desipramina,
dihidroergotamina, difenidol, difenoxilato, dipiridamol, docetaxel, doxapram, ergotamina, famciclovir, fentanilo,
flavoxato, fludarabina, flufenazina, fluvastina, ganciclovir, granisteron, guanetidina, haloperidol, homatropina,
hidrocodona, hidromorfona, hidroxizina, hiosciamina, imipramina, itraconazol, keterolaco, cetoconazol,
levocarbustina, levorfona, lincomicina, lomefloxacina, loperamida, losartan, loxapina, mazindol, meclizina,
meperidina, mepivacaina, mesoridazina, metdilazina, metenamina, metimazol, metotrimeperazina, metisergida,
metronidazol, minoxidilo, mitomicina ¢, molindona, morfina, nafzodona, nalbufina, acido naldixico, nalmefeno,
naloxona, naltrexona, nafazolina, nedocromilo, nicotina, norfloxacina, ofloxacina, ondansteron, oxicodona,
oximorfona, paclitaxel, pentazocina, pentoxifilina, perfenazina, fisostigmina, pilocarpina, pimozida, pramoxina,
prazosina, proclorperazina, promazina, prometazina, quinidina, quinina, alcaloides de rauwolfia, riboflavina,
rifabutina, risperidona, rocuronio, escopalamina, sufentanilo, tacrina, terazosina, terconazol, terfenadina, tiordazina,
tiotixeno, ticlodipina, timolol, tolazamida, tolmetina, trazodona, ftrietilperazina, trifluopromazina, trihexilfenidilo,
trimeprazina, trimipramina, tubocurarina, vecuronio, vidarabina, vinblastina, vincristina y vinorelbina.
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Otros agentes activos incluyen aquellos seleccionados del grupo que consiste en acetazolamida, acravistina,
aciclovir, fosfato de adenosina, alopurinal, alprazolam, amoxapina, amrinona, apraclonidina, azatadina, aztreonam,
bisacodilo, bleomicina, bromofeniramina, buspirona, butoconazol, camptotecina y moléculas dentro de la familia de
la camptotecina, carbinoxamina, cefamandol, cefazol, cefixima, cefmetazol, cefonicid, cefoperazona, cefotaxima,
cefotetan, cefpodoxima, ceftriaxona, cefapirina, cloroquina, clorfeniramina, cimetidina, cladarabina, clotrimazol,
cloxacillina, didanosina, dipiridamol, doxazosina, doxilamina, econazol, enoxacina, estazolam, etionamida,
famciclovir, famotidina, fluconazol, fludarabina, acido félico, ganciclovir, hidroxicloroquina, iodoquinol, isoniazida,
itraconazol, ketoconazol, lamotrigina, lansoprazol, lorcetadina, losartan, mebendazol, mercaptopurina, metotrexato,
metronidazol, miconazol, midazolam, minoxidil, nafzodona, acido naldixico, niacina, nicotina, nizatidina, omeprazol,
oxaprozina, oxiconazol, papaverina, pentostatina, fenazopiridina, pilocarpina, piroxicam, prazosina, primaquina,
pirazinamida, pirimetamina, piroxidina, quinidina, quinina, ribaverina, rifampina, sulfadiazina, sulfametizol,
sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfasoxazol, terazosina, tiabendazol, tiamina, tioguanina, timolol, trazodona,
triamptereno, triazolam, trimetadiona, trimetoprim, trimetrexato, triplenamina, tropicamida, y vidarabina.

Otros agentes activos adicionales incluyen los que pertenecen a la familia de las moléculas de camptotecina. Por
ejemplo, el agente activo puede poseer la estructura general:

OH
en donde R1, Rz, R3, R4 ¥y Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en: hidrégeno;
halo; acilo; alquilo (p.ej., alquilo C4-Ce); alquilo sustituido; alcoxi (p.ej., alcoxi C1-Cg); alcoxi sustituido; alquenilo;
alquinilo; cicloalquilo; hidroxilo; ciano; nitro; azido; amido; hidrazina; aminado; amino sustituido (p.ej.,
monoalquilamino y dialquilamino); hidroxicarbonilo; alcoxicarbonilo; alquilcarboniloxi; alquilcarbonilamino;
carbamoiloxi; arilsulfoniloxi; alquilsulfoniloxi; -C(R7)=N-(O)i-Rs en donde R7 es H, alquilo, alquenilo, cicloalquilo o
arilo, i es 0 6 1 y Rg es H, alquilo, alquenilo, cicloalquilo o heterociclo; y RoC(O)O- en donde Rg es halégeno, amino,
amino sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido, o R10-O-(CH2)m- donde m es un numero entero de 1 a 10 y Ry
es alquilo, fenilo, fenilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo o heterociclo sustituido; o Rz junto
con Rz 0 R3 junto con R4 forman metilendioxi sustituido o no sustituido, etilendioxi, o etilenoxi; Re es H u OR', en
donde R' es alquilo, alquenilo, cicloalquilo, haloalquilo o hidroxialquilo. Aunque no se muestran, los analogos que
tienen un grupo hidroxilo correspondiente a una posicion distinta de la posicion 20 (p.ej., la posicion 10 u 11,
etcétera) en la estructura inmediatamente anterior estan incluidos dentro de posibles agentes activos.

El agente activo de acuerdo con la invencion es el irinotecan.

Irinotecan

Otro agente activo ilustrativo es la 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-38), cuya estructura se muestra a continuacion.

7-etil-10-hidroxi-camptotecina
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Sin embargo, otra clase de agentes activos incluyen los que pertenecen a la familia de moléculas de los taxanos. Un
agente activo ilustrativo de esta clase de moléculas es el docetaxel, en donde el H del grupo 2'-hidroxilo esta
implicado en la formacion del producto conjugado polimérico multibrazo preferido:

Q HQ 0
)j\ OH

tBuO NH o

Los reactivos poliméricos descritos en la presente memoria pueden unirse, covalentemente o no covalentemente, a
varias entidades que incluyen peliculas, superficies de separacion quimica y purificacion, soportes sélidos,
superficies metalicas tales como oro, titanio, tantalio, niobio, aluminio, acero y sus Oxidos, oxido de silicio,
macromoléculas (p.ej., proteinas, polipéptidos, etc.) y moléculas pequefias. Adicionalmente, los reactivos poliméricos
también se pueden utilizar en sensores bioquimicos, interruptores bioelectronicos y compuertas. Los reactivos
poliméricos también se pueden emplear como portadores para la sintesis de péptidos, para la preparacién de
superficies recubiertas de polimero e injertos de polimero, para preparar productos conjugados de polimero-ligando
para la separacion por afinidad, para preparar hidrogeles entrecruzados o no entrecruzados y para preparar aductos
polimero-cofactor para biorreactores.

Opcionalmente, el producto conjugado se puede proporcionar como una composicion farmacéutica para uso
veterinario y para uso médico humano. Tales composiciones farmacéuticas se preparan combinando el producto
conjugado con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente cualquier otro ingrediente
terapéutico.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables ilustrativos incluyen, sin limitacion, los seleccionados del grupo que
consiste en carbohidratos, sales inorganicas, agentes antimicrobianos, antioxidantes, tensioactivos, tampones,
acidos, alcalis y combinaciones de los mismos.

Puede estar presente como excipiente un carbohidrato tal como un azicar, un azucar derivatizado tal como un
alditol, acido aldénico, un azucar esterificado y/o un polimero de azucar. Los excipientes especificos de
carbohidratos incluyen, por ejemplo: monosacaridos, tales como fructosa, maltosa, galactosa, glucosa, D-manosa,
sorbosa y similares; disacaridos, tales como lactosa, sacarosa, trehalosa, celobiosa, y similares; polisacaridos, tales
como rafinosa, melezitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles, tales como manitol, xilitol,
maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol), piranosil sorbitol, mioinositol y similares.

El excipiente puede incluir también una sal o tampdn inorganico tal como acido citrico, cloruro de sodio, cloruro de
potasio, sulfato de sodio, nitrato de potasio, fosfato sédico monobasico, fosfato sédico dibasico y combinaciones de
los mismos.

La composicion también puede incluir un agente antimicrobiano para prevenir o disuadir el crecimiento microbiano.
Los ejemplos no limitantes de agentes antimicrobianos adecuados para una o mas realizaciones de la presente
invencion incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de cetilpiridinio,
clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercurico, timerosal y combinaciones de los mismos.

Un antioxidante también puede estar presente en la composicidon. Los antioxidantes se utilizan para prevenir la
oxidacion, evitando asi el deterioro del producto conjugado u otros componentes de la preparacion. Los
antioxidantes adecuados para su uso en una o mas realizaciones de la presente invencion incluyen, p.ej., palmitato
de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, acido hipofosforoso, monotioglicerol, galato de propilo,
bisulfito sédico, formaldehido sulfoxilato sédico, metabisulfito sédico y combinaciones de los mismos.

Un tensioactivo puede estar presente como excipiente. Los tensioactivos ilustrativos incluyen: polisorbatos, tales
como "Tween 20" y "Tween 80", y plurénicos tales como F68 y F88 (ambos disponibles de BASF, Mount Olive, New
Jersey); ésteres de sorbitan; lipidos, tales como fosfolipidos tales como lecitina y otras fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas (aunque preferiblemente no en forma liposémica), acidos grasos y ésteres grasos; esteroides,
tales como colesterol; y agentes quelantes, tales como EDTA, cinc y otros cationes adecuados.

Los acidos o bases pueden estar presentes como un excipiente en la composicion. Los ejemplos no limitantes de

acidos que se pueden utilizar incluyen los acidos seleccionados del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido

acético, acido fosforico, acido citrico, acido malico, acido lactico, acido formico, acido tricloroacético, acido nitrico,

acido perclérico, acido fosférico, acido sulfurico, acido fumarico y combinaciones de los mismos. Los ejemplos de

bases adecuadas incluyen, sin limitacién, bases seleccionadas del grupo que consiste en hidréxido de sodio, acetato
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de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, acetato de amonio, acetato de potasio, fosfato sédico, fosfato
potasico, citrato sédico, formiato sédico, sulfato sddico, sulfato potasico, fumarato potasico y combinaciones de los
mismos.

La cantidad del producto conjugado (es decir, el producto conjugado formado entre el agente activo y el reactivo
polimérico) en la composicion, variara dependiendo de numerosos actores, pero sera optimamente una dosis
terapéuticamente eficaz cuando la composicion se almacene en un recipiente de dosis unitaria (p.ej., un vial).
Ademas, la preparacion farmacéutica se puede alojar en una jeringa. Una dosis terapéuticamente eficaz puede ser
determinada experimentalmente mediante la administraciéon repetida de cantidades crecientes del producto
conjugado con el fin de determinar qué cantidad produce un criterio de valoracioén clinicamente deseado.

La cantidad de cualquier excipiente individual en la composicion variara dependiendo de la actividad del excipiente y
de las necesidades particulares de la composicion. Tipicamente, la cantidad optima de cualquier excipiente
individual se determina mediante experimentacion rutinaria, es decir, preparando composiciones que contienen
cantidades variables del excipiente (que varian de bajas a altas), examinando la estabilidad y otros parametros, y
determinando a continuacion el intervalo en el cual se logra el rendimiento éptimo sin efectos adversos significativos.

Generalmente, sin embargo, el excipiente estara presente en la composicion en una cantidad de aproximadamente
1% a aproximadamente 99% en peso, preferiblemente de aproximadamente 5% a aproximadamente 98% en peso,
mas preferiblemente de aproximadamente 15 a aproximadamente 95% en peso del excipiente, siendo lo mas
preferido concentraciones menores de 30% en peso.

Estos excipientes farmacéuticos anteriores junto con otros excipientes se describen en "Remington: The Science &
Practice of Pharmacy", 19?2 ed., Wiliams & Williams, (1995), el "Physician's Desk Reference", 522 ed., Medical
Economics, Montvale, NJ (1998), y Kibbe, A.H., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 32 Edicion, American
Pharmaceutical Association, Washington, D.C., 2000.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables abarcan todos los tipos de formulaciones y en particular las que
son adecuadas para inyeccion, p.ej., polvos o productos liofilizados que pueden ser reconstituidos, asi como
liquidos. Los ejemplos de diluyentes adecuados para reconstituir composiciones solidas antes de la inyeccion
incluyen agua bacteriostatica para inyectables, dextrosa al 5% en agua, solucion salina tamponada con fosfato,
solucién de Ringer, solucion salina, agua estéril, agua desionizada y combinaciones de los mismos. Con respecto a
las composiciones farmacéuticas liquidas, se prevén soluciones y suspensiones.

Las composiciones de una o mas realizaciones de la presente invencion se administran tipicamente, aunque no
necesariamente, mediante inyeccién y por lo tanto son soluciones o suspensiones generalmente liquidas
inmediatamente antes de la administracion. La preparacion farmacéutica también puede adoptar otras formas tales
como jarabes, cremas, unglientos, comprimidos, polvos y similares. También se incluyen otros modos de
administracion, tales como pulmonar, rectal, transdérmico, transmucosal, oral, intratecal, subcutaneo, intraarterial,
etcétera.

Se describe también un método para administrar un producto conjugado de acuerdo con la invencién tal como se
proporciona en la presente memoria a un paciente que padece una afeccion que responde al tratamiento con el
producto conjugado. El método comprende administrar a un paciente, generalmente mediante inyeccion, una
cantidad terapéuticamente eficaz del producto conjugado (preferiblemente proporcionado como parte de una
composicion farmacéutica). Como se ha descrito anteriormente, los productos conjugados se pueden administrar
inyectados parenteralmente mediante inyeccidon intravenosa. Los tipos de formulacion adecuados para
administracion parenteral incluyen soluciones listas para inyeccién, polvos secos para combinacién con un
disolvente antes de su uso, suspensiones listas para inyeccién, composiciones secas insolubles para combinacion
con un vehiculo antes de su uso y emulsiones y productos concentrados liquidos para dilucion previa a la
administracién, entre otros.

El método de administracion se puede utilizar para tratar cualquier afeccién que se pueda remediar o prevenir
mediante la administracidn del producto conjugado. Los expertos en la técnica aprecian qué afecciones puede tratar
eficazmente un producto conjugado especifico. Ventajosamente, el producto conjugado se puede administrar al
paciente antes, simultaneamente, o después de la administracion de otro agente activo.

La dosis real que se vaya a administrar variara dependiendo de la edad, el peso y el estado general del sujeto, asi
como de la gravedad de la afeccion que se esté tratando, del juicio del profesional de la salud y del producto
conjugado que esté siendo administrado. Las cantidades terapéuticamente eficaces son conocidas por los expertos
en la técnica y/o se describen en los textos de referencia y bibliografia pertinentes. Generalmente, una cantidad
terapéuticamente eficaz oscilara entre aproximadamente 0,001 mg y 100 mg, preferiblemente en dosis de 0,01
mg/dia a 75 mg/dia, y mas preferiblemente en dosis de 0,10 mg/dia a 50 mg/dia. Una dosis dada se puede
administrar periédicamente hasta que, por ejemplo, los sintomas disminuyen y/o se eliminan por completo.
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La dosis unitaria de cualquier producto conjugado dado (de nuevo, preferiblemente proporcionada como parte de
una preparacion farmacéutica) se puede administrar en una variedad de programas de dosificacion dependiendo del
juicio del médico clinico, las necesidades del paciente, etcétera. El programa de dosificacién especifico sera
conocido por los expertos en la técnica o se puede determinar experimentalmente utilizando métodos rutinarios. Los
esquemas de dosificacion ilustrativos incluyen, sin limitacion, la administracion una vez al dia, tres veces por
semana, dos veces por semana, una vez por semana, dos veces al mes, una vez al mes, y cualquier combinacién
de los mismos. Una vez que se ha alcanzado el objetivo clinico, se detiene la dosificacién de la composicion.

Una ventaja de la administracién de ciertos productos conjugados descritos en la presente memoria es que las
porciones individuales de polimero soluble en agua se pueden escindir cuando se incluye un enlace degradable
hidroliticamente entre el residuo del radical de agente activo y el polimero soluble en agua. Tal resultado es
ventajoso cuando el aclaramiento desde el organismo es potencialmente un problema debido al tamafio del
polimero. De manera 6ptima, la escision de cada porcion polimérica soluble en agua se facilita mediante el uso de
enlaces fisiologicamente escindibles y/o enzimaticamente degradables tales como enlaces que contienen amida,
carbonato o éster. De esta manera, se puede modular el aclaramiento del producto conjugado (mediante escision de
porciones de polimero soluble en agua individuales) seleccionando el tamafio molecular del polimero y el grupo
funcional tipo que proporcionaria las propiedades de aclaramiento deseadas. Un experto en la técnica puede
determinar el tamafio molecular adecuado del polimero asi como el grupo funcional escindible. Por ejemplo, un
experto normal en la técnica, utilizando la experimentacion rutinaria, puede determinar un tamafo molecular
apropiado y un grupo funcional escindible preparando primero una variedad de derivados poliméricos con diferentes
pesos poliméricos y grupos funcionales escindibles y obteniendo a continuacion el perfil de aclaramiento (p.ej., a
través de una toma de muestras periédica de sangre o de orina) administrando el derivado polimérico a un paciente
y tomando muestras periddicas de sangre y/o orina. Una vez que se ha obtenido una serie de perfiles de separacion
para cada producto conjugado ensayado, se puede identificar un producto conjugado adecuado.

Sales hidrohaluro - Consideraciones sobre el agente activo, "D"

Las composiciones de sales hidrohaluro descritas en la presente memoria comprenden un producto conjugado de
polimero-agente activo soluble en agua, preferiblemente un producto conjugado bioactivo polimérico multibrazo. Los
polimeros solubles en agua ilustrativos se han descrito anteriormente. Volviendo ahora al agente activo, el agente
activo es un farmaco de molécula pequena, un oligopéptido, un péptido o una proteina. El agente activo, cuando se
conjuga con el polimero soluble en agua, contiene al menos un atomo de nitrégeno alcalino tal como un grupo amina
(es decir, una amina u otro grupo que contiene nitrogeno alcalino que no esta conjugado con el polimero soluble en
agua). En la sal hidrohaluro, los atomos de nitrégeno alcalinos estan en forma protonada como la sal hidrohaluro, es
decir, cuando al menos 90 por ciento en moles, o al lo menos 91 por ciento en moles, o al menos 92 por ciento en
moles, o al menos 93 por ciento en moles, o al menos 94 por ciento en moles, 0 al menos 95 por ciento en moles,
mas preferiblemente mas de 95 por ciento en moles de los atomos de nitrégeno alcalinos del farmaco dentro del
producto conjugado estan protonados en forma de HX.

Los agentes activos que contienen al menos un grupo amina o un atomo de nitrégeno alcalino adecuados para
proporcionar una sal de acido mixta como se describe en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a,
adriamicina, acido y-aminobutirico (GABA), amiodarona, amitriptilina, azitromicina, benzfetamina, bromofeniramina,
cabinoxamina, calcitonina, clorambucilo, cloroprocaina, cloroquina, clorfeniramina, clorpromazina, cinarizina,
claritromicina, clomifeno, ciclobenzaprina, ciclopentolato, ciclofosfamida, dacarbazina, daunomicina, demeclociclina,
dibucaina, diciclomina, dietilproprién, diltiazem, dimenhidrinato, difenhidramina, disopiramida, doxepina, doxiciclina,
doxilamina, dipiridamo, EDTA, eritromicina, flurazepam, violeta de genciana, hidroxicloroquina, imipramina, insulina.
metotrexato, metoclopramida, minociclina, naftifina, nicardipina, nizatidina, orfenadrina, oxibutinina, oxitetraciclina,
fenoxibenzamina, fentolamina, procainamida, procaina, promazina, prometazina, proparacaina, propoxicaina,
propoxifeno, ranitidina, tamoxifeno, terbinafina, tetracaina, tetraciclina, tramadol, triflupromazina, trimeprazina,
trimetilbenzamida, trimipramina, trilpelenamina, troleandomicina, tiramina, uracilo mostaza, verapamilo vy
vasopresina.

Los agentes activos adicionales incluyen los que comprenden uno o mas heterociclos que contienen nitrogeno, tales
como acravistina, amoxapina, astemizol, atropina, azitromicina, benzapril, benztropina, biperideno, bupracaina,
buprenorfina, buspirona, butorfanol, cafeina, camptotecina y moléculas pertenecientes a la familia de la
camptotecina, ceftriaxona, clorpromazina, ciprofloxacina, cladarabina, clemastina, clindamicina, clofazamina,
clozapina, cocaina, codeina, ciproheptadina, desipramina, dihidroergotamina, difenidol, difenoxilato, dipiridamol,
doxapram, ergotamina, famciclovir, fentanilo, flavoxato, fludarabina, flufenazina, fluvastina, ganciclovir, granisteron,
guanetidina, haloperidol, homatropina, hidrocodona, hidromorfona, hidroxizina, hiosciamina, imipramina, itraconazol,
keterolaco, cetoconazol, levocarbustina, levorfona, lincomicina, lomefloxacina, loperamida, losartan, loxapina,
mazindol, meclizina, meperidina, mepivacaina, mesoridazina, metdilazina, metenamina, metimazol,
metotrimeperazina, metisergida, metronidazol, minoxidilo, mitomicina ¢, molindona, morfina, nafzodona, nalbufina,
acido naldixico, nalmefeno, naloxona, naltrexona, nafazolina, nedocromilo, nicotina, norfloxacina, ofloxacina,
ondansteron, oxicodona, oximorfona, pentazocina, pentoxifilina, perfenazina, fisostigmina, pilocarpina, pimozida,
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pramoxina, prazosina, proclorperazina, promazina, prometazina, quinidina, quinina, alcaloides de rauwolfia,
riboflavina, rifabutina, risperidona, rocuronio, escopalamina, sufentanilo, tacrina, terazosina, terconazol, terfenadina,
tiordazina, tiotixeno, ticlodipina, timolol, tolazamida, tolmetina, trazodona, trietilperazina, trifluopromazina,
trihexilfenidilo, trimeprazina, trimipramina, tubocurarina, vecuronio, vidarabina, vinblastina, vincristina y vinorelbina.

Los agentes activos adicionales incluyen aquellos que comprenden un nitrdgeno de anillo aromatico tal como
acetazolamida, acravistina, aciclovir, adenosina fosfato, alopurinal, alprazolam, amoxapina, amrinona, apraclonidina,
azatadina, aztreonam, bisacodilo, bleomicina, bromofeniramina, buspirona, butoconazol, camptotecina y moléculas
de la familia de la camptotecina, carbinoxamina, cefamandol, cefazol, cefixima, cefmetazol, cefonicida,
cefoperazona, cefotaxima, cefotetan, cefpodoxima, ceftriaxona, cefapirina, cloroquina, clorfeniramina, cimetidina,
cladarabina, clotrimazol, cloxacilina, didanosina, dipiridamol, doxazosina, doxilamina, econazol, enoxacina,
estazolam, etionamida, famciclovir, famotidina, fluconazol, fludarabina, &cido félico, ganciclovir, hidroxicloroquina,
iodoquinol, isoniazida, itraconazol, cetoconazol, lamotrigina, lansoprazol, lorcetadina, losartan, mebendazol,
mercaptopurina, metotrexato, metronidazol, miconazol, midazolam, minoxidilo, nafzodona, acido naldixico, niacina,
nicotina, nizatidina, omeprazol, oxaprozina, oxiconazol, papaverina, pentostatina, fenazopiridina, pilocarpina,
piroxicam, prazosina, primaquina, pirazinamida, pirimetamina, piroxidina, quinidina, quinina, ribaverina, rifampina,
sulfadiazina, sulfametizol, sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfasoxazol, terazosina, tiabendazol, tiamina, tioguanina,
timolol, trazodona, triamptereno, triazolam, trimetadiona, trimetoprim, trimetrexato, triplenamina, tropicamida, y
vidarabina.

Un agente activo preferido es uno que pertenece a la familia de las moléculas de camptotecina. Por ejemplo, el
agente activo puede poseer la estructura general:

I

en donde Ri-Rs se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidréogeno; halo; acilo;
alquilo (p.ej., alquilo C4-Cs); alquilo sustituido; alcoxi (p.ej., alcoxi C1-Cg); alcoxi sustituido; alquenilo; alquinilo;
cicloalquilo; hidroxilo; ciano; nitro; azido; amido; hidrazina; amino; amino sustituido (p.ej., monoalquilamino y
dialquilamino); hidroxicarbonilo; alcoxicarbonilo; alquilcarboniloxi; alquilcarbonilamino; carbamoiloxi; arilsulfoniloxi;
alquilsulfoniloxi; -C(R7)=N-(O)-Re en donde R7 es H, alquilo, alquenilo, cicloalquilo o arilo, i es 0 6 1 y Rg es H,
alquilo, alquenilo, cicloalquilo o heterociclo; y RgC(O)O- en donde Ry es halégeno, amino, amino sustituido,
heterociclo, heterociclo sustituido, 0 R1o-O-(CH2)n- donde m es un numero entero de 1 a 10 y Ry es alquilo, fenilo,
fenilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo o heterociclo sustituido; o R junto con Rz 0 R3 junto
con R4 forman metilendioxi sustituido o no sustituido, etilendioxi, o etilenoxi; Rs es H u OR’, en donde R’ es alquilo,
alquenilo, cicloalquilo, haloalquilo o hidroxialquilo.

En referencia a la estructura anterior, aunque no se muestra, se prefieren analogos que tienen un grupo hidroxilo en
una posicion distinta de la posicion 20 (p.ej., la posicion 10, u 11, etc.).

En una realizacion particular, de acuerdo con la invencion, el agente activo es irinotecan (estructura mostrada
inmediatamente mas abajo),
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En otra realizacion, el agente activo es irinotecan que tiene un conector de glicina en la posicién del hidroxilo 20
(estructura mostrada inmediatamente mas abajo),

0
\ﬁ/CHzNHM
o]

En otra realizacion particular mas, el agente activo es 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-38), un metabolito de
irinotecan, cuya estructura se muestra a continuacion.

En la realizacioén anterior, la unién covalente del agente activo, SN-38, al nucleo polimérico multibrazo se produce de
manera similar en la posicidon del hidroxilo 20, opcionalmente a través de un conector intermedio tal como glicina,
como se muestra a continuacion.

0O
\C/CHZNHM
(0]

Hidrohaluros - Consideraciones sobre los productos conjugados
Los productos conjugados ilustrativos de un polimero soluble en agua y un agente activo pueden poseer cualquiera
de una serie de caracteristicas estructurales como se ha descrito anteriormente. Es decir, el producto conjugado
puede poseer una estructura lineal, es decir, tener una o dos moléculas de agente activo unidas covalentemente a
las mismas, tipicamente en el extremo o los extremos del polimero, respectivamente. Alternativamente, el producto
conjugado puede poseer una estructura bifurcada, ramificada o multibrazo. Preferiblemente, el producto conjugado
es un producto conjugado polimérico multibrazo.

Una estructura de producto conjugado polimérico multibrazo de acuerdo con la invencion corresponde a la siguiente:
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La estructura anterior se denomina en la presente memoria en forma abreviada "PEG-Gly-Irino de 4 brazos"
(pentaeritritolil-PEG-carboximetilglicina irinotecan de 4 brazos); un nombre mas completo corresponde a
"pentaeritritolil-(PEG-1-metilen-2-oxo-vinilamino-acetato ligado a irinotecan) de 4-brazos". Los grupos amino y/o
nitrégeno alcalinos en la porcién de agente activo del producto conjugado se han mostrado anteriormente en forma
neutra solamente, entendiéndose que el producto conjugado posee las caracteristicas de una sal hidrohaluro (HX)
como se describe en detalle en la presente memoria. Como se puede observare por la estructura anterior, el reactivo
de pentaeritritolil PEG de 4 brazos modificado con carboximetilo posee un conector de glicina intermedio entre la
porcion de polimero y el agente activo, el irinotecan.

Tipicamente, aunque no necesariamente, el nimero de brazos poliméricos correspondera al niumero de moléculas
de agente activo unidas covalentemente al nucleo polimérico soluble en agua. Es decir, en el caso de un reactivo
polimérico que tiene un cierto nimero de brazos poliméricos (p.€j., que corresponden a la variable "q"), que tienen
cada uno un grupo funcional reactivo (p.ej., carboxi, éster activado tal como éster succinimidilico, carbonato de
benzotriazolilo, etc.) en su extremo, el nUmero optimizado de agentes activos (tales como irinotecan) que se puede
unir covalentemente al mismo en el producto conjugado correspondiente es lo mas deseablemente "q". Es decir, se
considera que el producto conjugado optimizado tiene un valor de carga de farmaco de 1,00 (q) (o 100%). En una
realizacién preferida, el producto polimérico multibrazo se caracteriza por un grado de carga de farmaco de 0,90 (q)
(0 90%) o mayor. Las cargas de farmaco preferidas satisfacen uno o mas de los siguientes: 0,92 (q) o mayor; 0,93
(q) o mayor; 0,94 (q) o mayor; 0,95 (q) o mayor; 0,96 (q) o mayor; 0,97 (q) o mayor; 0,98 (q) o mayor; y 0,99 (q) o
mayor. Lo mas preferiblemente, la carga de farmaco para un producto conjugado polimérico multibrazo es de cien
por cien. Una composicion que comprende una sal hidrohaluro de producto conjugado polimérico soluble en agua
multi-brazo puede comprender una mezcla de productos conjugados moleculares que tienen un agente activo unido
al nucleo polimérico, teniendo dos moléculas de agente activo unidas al nucleo polimérico, teniendo tres agentes
activos unidos al nucleo polimérico, y asi sucesivamente, hasta e incluyendo un producto conjugado que tiene "g"
agentes activos unidos al nucleo polimérico. La composicion resultante tendra un valor global de carga de farmaco,
promediada sobre la especie de producto conjugado contenida en la composicion. Idealmente, la composicion
comprendera una mayoria, por ejemplo mas de 50%, pero mas preferiblemente mas de 60%, todavia mas
preferiblemente mas de 70%, aun mas preferiblemente mas de 80%, y lo mas preferiblemente mas de 90%) de
productos conjugados poliméricos completamente cargados de farmaco (es decir, que tienen "q" moléculas de
agente activo para "q" ramificaciones, una Unica molécula de agente activo para cada brazo).

Como ejemplo, en un caso en el que el producto conjugado polimérico multibrazo contiene cuatro brazos
poliméricos, el valor idealizado del nimero de moléculas de farmaco unidas covalentemente por polimero multi-
ramificado es cuatro, y - con respecto a la descripciéon del promedio en el contexto de una composiciéon de tales
productos conjugados - habra un valor (es decir, porcentaje) de moléculas de farmaco cargadas en el polimero
multibrazo que oscilara de aproximadamente 90% a aproximadamente 100% del valor idealizado. Es decir, el
numero promedio de moléculas de farmaco unidas covalentemente a un polimero de cuatro brazos dado (como
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parte de una composiciéon de polimero de cuatro brazos) es tipicamente de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% , 96%,
97%, 98%, 99% y 100% del valor completamente cargado. Esto corresponde a un nimero promedio de D por
producto conjugado polimérico multibrazo que oscila entre aproximadamente 3,60 y 4,0.

En otra realizacion mas, para una composicion de producto conjugado de polimero multibrazo, p.ej., cuando el
numero de brazos poliméricos oscila entre aproximadamente 3 y aproximadamente 8, la mayoria (p.ej., mas de 50%,
pero mas preferiblemente mas de 60%, aun mas preferiblemente mas de 70%, aun mas preferiblemente mas de
80%, y lo mas preferiblemente mas de 90%) de especies presentes en la composiciéon son aquellas que tienen un
numero idealizado de moléculas de farmaco unidas al nucleo polimérico ("q") o aquellas que tienen una combinacion
de moléculas de farmaco ("q") y ("g-1") unidas al nucleo polimérico.

De acuerdo con lo anterior, la sal hidrohaluro (y las composiciones que la contienen) pueden comprender una o mas
de las siguientes estructuras, ademas de la estructura completamente cargada de farmaco (p.ej., que tiene una
molécula de irinotecan modificada con glicina unida covalentemente a cada uno de los cuatro brazos de polimero):
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Para un extremo de brazo polimérico dado mostrado anteriormente que tiene un acido carboxilico (y por lo tanto no
esta unido covalentemente a un agente activo, p.ej., irinotecan), otros terminales posibles que se extienden desde el
brazo del PEG-CM de 4 brazos ("CM" = -CH2C(O)-) incluyen -OH, -OCHs,

o

—0—N,

“NH-CH,-C(O)- OH, NH - CH2-C(O)- OCHs,

O HN—
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Por ejemplo, se proporciona en la presente memoria de acuerdo con la invencién una composicion que comprende

una pluralidad de productos conjugados de pentaeritritolil-tetrapolietilenglicol-carboximetilo de 4 brazos, en donde al

menos 90% de los productos conjugados en la composicion (i) tienen una estructura abarcada por la formula:
C-[CH2-O-(CH2CH20),-CH2-C(O)-TERM]4,

en donde n, en cada caso, es un numero entero que tiene un valor de 5 a aproximadamente 150, y TERM, en cada
caso, se selecciona del grupo que consiste en -OH, -OCHgs,

Q

—0—N

NH-CH,-C(0)-OH, -NH-CH-C(O)-OCHs,

Q HNT

y -NH-CH2-C(O)-O-Irino ("GLY-Irino"), en donde Irino es un residuo de irinotecan; y

(ii) para cada Term en al menos 90% de los productos conjugados de cuatro brazos en la composicion, al

menos 90% de los mismos son -NH-CH»>-C(O)-O-Irino, vy (iii) de los al menos 90% de radicales -NH-CH2C(O)-

O-Irinotecan en la composicion, al menos 90 por ciento en moles de los atomos de nitrégeno alcalinos de

irinotecan estan protonados en forma de hidrohaluro tal como la sal hidrocloruro. Preferiblemente, de los al

menos 90% de radicales -NH-CH(O)-O-Irinotecan en la composicién, al menos 91 por ciento en moles, o al
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menos 92 por ciento en moles, o al menos 93 por ciento en moles, o al menos 94 por ciento en moles o al
menos 95 por ciento en moles o mas de 95 por ciento en moles de los atomos de nitrégeno alcalinos del
irinotecan estan protonados en forma de hidrohaluro, en donde el contenido de hidrohaluros se puede
determinar mediante cromatografia i6nica.

Las composiciones de producto conjugado polimérico multibrazo proporcionadas en la presente memoria estan
destinadas a abarcar todas y cada una de las formas estereoisoméricas de los productos conjugados comprendidos
en tales composiciones. En una realizacion particular del producto conjugado, la estereoquimica en el C-20 del
irinotecan, cuando esta en forma conjugada tal como en las composiciones de PEG-Gly-Irino de 4 brazos,
permanece intacta, es decir, el C-20 conserva su configuracion (S) cuando esta en su forma conjugada. Véase,
p.ej., el Ejemplo 4.

Una estructura multibrazo preferida es un PEG de pentaeritritolilo de 4 brazos modificado con carboximetilo que
tiene un conector de glicina intermedio entre la porcion de polimero en cada brazo y el agente activo (porcién de
polimero y conector mostrada anteriormente), donde el agente activo es 7-etil-10-hidroxi-camptotecina. De nuevo, en
la presente memoria se incluyen realizaciones en las que el polimero multibrazo esta (i) completamente cargado, asi
como tiene (ii) tres moléculas de 7-etil-10-hidroxi-camptotecina unidas covalentemente al mismo, (iii) dos moléculas
de 7-etil-10-hidroxi-camptotecina unidas covalentemente al mismo, y (iv) una molécula de 7-etil-10-hidroxi-
camptotecina unida covalentemente al nicleo polimérico de cuatro brazos. Las cargas tipicas de farmaco son las
descritas previamente.

Otra estructura de producto conjugado multibrazo representativa es un dimero de glicerol (3,3'-oxidipropano-1,2-diol)
PEG de 4 brazos modificado con carboximetilo que tiene moléculas de 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-38) unidas
covalentemente al nucleo polimérico. Las realizaciones en las que el nucleo de polimero multibrazo esta
completamente cargado con farmaco (es decir, que tiene cuatro moléculas de 7-etil-10-hidroxi-camptotecina unidas
covalentemente al mismo), o no estd completamente cargado (es decir, tiene uno, dos o tres moléculas de 7-etil-10-
hidroxi-camptotecina unidas covalentemente al mismo) se incluyen en la presente memoria. El producto conjugado
que tiene farmaco (es decir, 7-etil-10-hidroxi-camptotecina) unido covalentemente a cada brazo polimérico se
muestra a continuacion.

o
S
o Q ©
[o (8}
o g nj/\
O

: 5

O

HO

En otra realizacion ilustrativa mas, el producto conjugado es una estructura multibrazo que comprende un dimero de
glicerol (3,3'-oxidipropano-1,2-diol) PEG de 4 brazos modificado con carboximetilo que tiene moléculas de irinotecan
unidas covalentemente al ndcleo polimérico. Las realizaciones en las que el nucleo polimérico multibrazo esta
completamente cargado con farmaco (es decir, que tiene cuatro moléculas de irinotecan unidas covalentemente a la
misma), 0 es menos que completamente cargado (es decir, que tiene una, dos o tres moléculas de irinotecan unidas
covalentemente) se incluyen en esta descripcion.

Parametros de las sales hidrohaluro

Las presentes composiciones son sales hidrohaluro, tipicamente sales hidrocloruro. Es decir, se proporcionan
productos conjugados como los descritos anteriormente en una composicion de manera que al menos 90% de los
atomos de nitrdgeno alcalinos en el producto conjugado (asi como en la composiciéon en masa) estan presentes en
forma protonada (es decir, en forma de la sal hidrohaluro). Las composiciones de sales hidrohaluro se preparan de
forma estable y reproducible.
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Una sal hidrohaluro como se proporciona en la presente memoria se caracteriza en términos de sus propiedades a
granel o macropropiedades. Es decir, los atomos de nitrégeno alcalinos (es decir, los grupos amino) en el producto
conjugado existen en forma casi totalmente protonada. Aunque las presentes composiciones se caracterizan
basandose en propiedades de volumen, diferentes especies moleculares individuales estan tipicamente contenidas
dentro de la composicion en masa. Tomando como ejemplo el producto conjugado de polimero de 4 brazos descrito
en el Ejemplo 6, el hidrocloruro de PEG-Gly-Irino-20K de 4 brazos, el producto salino contiene cualquiera de una
serie de especies moleculares individuales, aunque al menos 90% en total estan protonadas en forma de sal
hidrohaluro. Una especie molecular es aquella en la que cada brazo polimérico contiene una molécula de irinotecan
que esta en forma neutra, es decir, su grupo amino no esta protonado. Véase la estructura | a continuacion. Otra
especie molecular es aquella en la que cada brazo polimérico contiene una molécula de irinotecan en forma
protonada. Véase la estructura IV a continuacion. Otra especie molecular adicional es aquella en la que tres de los
brazos poliméricos contienen una molécula de irinotecan que esta en forma protonada y un brazo polimérico
contiene una molécula de irinotecan en forma neutra (estructura Ill). En otra especie molecular, dos de los cuatro
brazos poliméricos contienen una molécula de irinotecan en forma neutra (es decir, su grupo amino no esta
protonado), y dos de los cuatro brazos poliméricos contienen una molécula de irinotecan que esta en forma
protonada (estructura Il).

I IV

® indica protonada

@ indica no protonado o neuatro

Como se demuestra en el Ejemplo 1, ciertos productos conjugados de profarmaco y polimero pueden obtenerse en
forma de sales acidas mixtas de acido clorhidrico y acido trifluoroacético. En el Ejemplo 1, se introduce acido
clorhidrico mediante el uso de una forma de sal de acido de la molécula de agente activo para formar el producto
conjugado de polimero resultante, mientras que el acido trifluoroacético se introduce en la mezcla de reaccién en
una etapa de desproteccion. Después de la union covalente del agente activo (o agente activo modificado como se
ilustra en el Ejemplo 1) al reactivo polimérico soluble en agua, y tratamiento con alcali, incluso en casos en los que
se llevan a cabo etapas de purificacion adicionales, el producto conjugado resultante se obtiene en forma de una sal
de acido mixta.

Los productos conjugados de la sal de acido mixta contienen generalmente proporciones y intervalos definidos de
cada componente (es decir, base libre, sal de acido inorganico, sal de acido organico). Se observo una correlacion
positiva entre el aumento de la estabilidad frente a la hidrélisis y el aumento del porcentaje en moles de sal en el
producto conjugado final. Basandose en las pendientes de los gréaficos, se puede determinar que a medida que
aumenta el contenido de base libre, la estabilidad del producto disminuye.

La FIG. 2 llustra ademas que la estabilidad (o resistencia) frente a la degradaciéon hidrolitica es mayor para
productos conjugados que poseen un mayor grado de grupos amina protonados (es decir, sal de acido). Por
ejemplo, se observé que el producto conjugado que contenia 14 por ciento en moles 0 mas de base libre era
notablemente menos estable frente a la hidrélisis que el correspondiente producto rico en sales acidas.

Adicionalmente, como se ilustra en la FIG. 3, el producto rico en la sal hidrocloruro parece ser algo mas susceptible
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a la escision de la cadena principal de poli(etilenglicol) bajo condiciones de estrés acelerado que la forma de sal
mixta que contiene una cantidad medible de base libre, aunque el tamponamiento en la composicién final puede ser
eficaz para mejorar esta caracteristica o tendencia.

Estos resultados colectivos indican las ventajas inesperadas de una sal hidrohaluro de un producto conjugado de
poli(etilenglicol)-agente activo (tal como PEG-Gly-Irino-20K de 4 brazos) sobre la base libre sola.

Sales hidrohaluro - Métodos de formacién

Al formar y caracterizar la sal de acido mixta, se idedé un método para sintetizar una sal hidrohaluro completa, es
decir, una que tenia al menos 90% de atomos de nitrégeno alcalinos de irinotecan protonados en forma de sal
hidrohaluro como se proporciona con detalle en el Ejemplo 6. Una sal de acido de un producto conjugado de
polimero soluble en agua se puede preparar a partir de materiales de partida comercialmente disponibles en vista de
las pautas presentadas en la presente memoria, junto con lo que se conoce en la técnica de sintesis quimica.

Los reactivos poliméricos solubles en agua lineales, ramificados y multibrazo se encuentran disponibles a partir de
una serie de fuentes comerciales como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, los reactivos PEG, tal como
un polimero PEG reactivo multibrazo se pueden preparar sintéticamente como se describe en la presente memoria.
Véase, p.ej., el Ejemplo 7 de la presente memoria.

La sal de acido se puede formar utilizando técnicas de acoplamiento quimico conocidas para la unién covalente de
polimeros activados, tales como un PEG activado, a un agente bioldgicamente activo (véase, p.ej.,
POLY(ETHYLENE GLYCOL) CHEMISTRY AND BIOLOGICAL APPLICATIONS, American Chemical Society,
Washington, DC (1997); y Publicaciones de Patente de los Estados Unidos Nums. 2009/0074704 y 2006/0239960).
La seleccion de grupos funcionales, conectores, grupos protectores y similares adecuados para conseguir una sal de
acido mixta de acuerdo con la invencion, dependera, en parte, de los grupos funcionales del agente activo y del
material de partida polimérico y serd evidente para un experto en la técnica, basdndose en el contenido de la
presente descripcion. En vista de ciertas caracteristicas de la sal de acido, el método comprende proporcionar un
agente activo que contiene amina (u otro nitrégeno alcalino) en forma de una sal de adicion de acido inorganico y
una etapa de tratamiento con acido inorganico. La referencia a un "agente activo" en el contexto del método sintético
pretende abarcar un agente activo opcionalmente modificado para que posea un conector unido covalentemente al
mismo, para facilitar la unién al polimero soluble en agua.

Generalmente, el método comprende las etapas de (i) desproteger una sal de acido inorganico (hidrohalogenado) de
un agente activo que contiene amina (u otro nitrégeno alcalino) en forma protegida (p.ej., hidrohaluro de glicina-
irinotecan en forma protegida) por tratamiento con un exceso molar de acido hidrohalogenado para eliminar de este
modo el grupo protector para formar una sal de acido desprotegida tal como hidrohaluro de glicina-irinotecan, (ii)
acoplar la sal de acido inorganico desprotegida de la etapa (i) con un reactivo polimérico soluble en agua tal como
pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-succinimida de 4 brazos (o un éster activado quimicamente equivalente o
similar), en presencia de una base para formar un producto conjugado de polimero-agente activo tal como
hidrohaluro de pentaeritritolil-polietilenglicol-carboximetil-glicina de 4 brazos (también denominado sal hidrohaluro de
pentaeritritolil-(acetato de PEG-1-metilen-2-oxo-vinilamino) ligado a irinotecan de 4 brazos, y (iii) recuperar el
producto conjugado de polimero-agente activo, sal hidrohaluro de pentaeritritolil- polietilenglicol-carboximetil-glicina-
irinotecan de 4 brazos, por precipitacion.

La composicién de producto conjugado de polimero-agente reactivo resultante se caracteriza por tener al menos
90% en moles de los grupos amino alcalinos del agente activo del producto conjugado, p.ej., grupos amino alcalinos
de irinotecan, protonados en forma de sal hidrohaluro. Generalmente, el porcentaje en moles de grupos hidrohaluro
en el producto se determina mediante cromatografia iénica.

Al pasar ahora a una de las clases preferidas de agentes activos, las camptotecinas, puesto que el grupo 20-
hidroxilo de los compuestos dentro de la familia de la camptotecina esta estéricamente impedido, es dificil conseguir
una reaccion de conjugacion de una sola etapa con rendimientos significativos. Como resultado, un método preferido
consiste en hacer reaccionar el grupo 20-hidroxilo del material de partida bioactivo, p.ej., hidrocloruro de irinotecan,
con un conector o radical espaciador corto que porta un grupo funcional adecuado para la reaccién con un polimero
soluble en agua. Semejante enfoque es aplicable a muchas moléculas pequefas, particularmente aquellas que
tienen un sitio de unién covalente que es inaccesible a un polimero reactivo entrante. Los conectores preferidos para
la reaccion con un grupo hidroxilo