ES 2642150 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 642 150
Eint. a1

CO07D 495/10 (2006.01)
A61K 47/34 (2007.01)
C08G 65/48 (2006.01)
C08G 64/30 (2006.01)
C08G 63/64 (2006.01)
C08J 3/24 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 27.05.2015  PCT/CN2015/079998
Fecha y nimero de publicacién internacional: 03.12.2015 WO15180655

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  27.05.2015 E 15798938 (5)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 23.08.2017  EP 3150611

Tl’tulo: Mondémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres, y método de preparacion del mismo

Prioridad: @ Titular/es:

28.05.2014 CN 201410231697 BRIGHT GENE BIO-MEDICAL TECHNOLOGY CO.,
LTD. (100.0%)

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Building C25 No.218, Xinghu Street Bio-Bay

traduccion de la patente: Suzhou Industrial Park
15.11.2017 Suzhou, Jiangsu 215123, CN

@ Inventor/es:

MENG, FENGHUA;
ZOU, YAN y
ZHONG, ZHIYUAN

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2642 150 T3

DESCRIPCION

Mondémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres, y
método de preparacién del mismo

Campo técnico

La presente descripcion hace referencia a un monémero de carbonato ciclico, y a la preparacion y aplicacion de un
monomero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres.

Antecedentes de la invencion

Los mondmeros de carbonato ciclico tienen propiedades uUnicas. Por ejemplo, pueden sintetizarse de forma sencilla
en forma de productos con un elevado rendimiento y una elevada pureza; y pueden ser iniciados mediante
pequefias moléculas o macromoléculas para obtener un policarbonato bio-degradable. Los polimeros de los
monoémeros de carbonato ciclico tienen un comportamiento extraordinario. Por ejemplo, generalmente tienen
biocompatibilidad favorable, y pueden degradarse in vivo; los productos de degradacion pueden ser absorbidos en el
cuerpo humano, o ser excretados a través de las vias fisiologicas habituales. Al igual que ocurre con los poliésteres
alifaticos, son ampliamente utilizados en diversas areas de la biomedicina, por ejemplo en suturas quirdrgicas,
dispositivos de fijacion ortopédica, materiales de andamiaje (scaffold) para la ingenieria bioldgica de tejidos, soportes
para liberacién controlada de farmacos, etc. Entre estos, los polimeros sintéticos bio-degradables han recibido
mucha atencion, ya que tienen una baja inmunogenicidad, y sus comportamientos, como el comportamiento ante la
degradacion y el rendimiento mecanico, pueden controlarse de forma conveniente. Los polimeros bio-degradables
utilizados habitualmente se obtienen a través de polimerizacion por apertura de anillo de monémeros de carbonato
como el carbonato de trimetileno ciclico (TMC, por sus siglas en inglés), o mondmeros de éster ciclico como glicélido
(GA), lactido (LA), caprolactona (CL), etc. Los polimeros bio-degradables han sido aprobados por la agencia
americana de regulacion de farmacos y alimentos o FDA (del inglés “Food and Drug Administration”).

Problemas técnicos

Sin embargo, los monémeros de carbonato ciclico o éster ciclico en la técnica anterior, por ejemplo TMC, GA, LA,
CL y similares, tienen una estructura simple y carecen de grupos funcionales que puedan ser modificados. Por lo
tanto, la post-modificacion de los polimeros preparados a partir de los mismos es habitualmente dificil, por tanto los
requerimientos médicos son dificilmente satisfechos. Por ejemplo, los soportes de farmacos o los recubrimientos
modificados de la superficie basados en estos polimeros de estos mondmeros de carbonato convencionales, tienen
aspectos débiles serios relacionados con una pobre estabilidad. Mejorar su estabilidad in vivo se ha convertido en un
problema urgente a resolver.

Ademas, en la técnica anterior, durante el proceso de preparacion y/o polimerizacion por apertura de anillo de
monomeros de carbonato ciclico, debido a que hay grupos activos en la estructura, en la mayoria de los casos se
requieren las etapas de proteccion y desproteccion, lo que hace complicado el proceso de preparacion.

Compendio de la descripcion
Solucién al problema

La presente descripcion pretende proporcionar un mondémero de carbonato ciclico que contiene como grupo
funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres.

Para este propdsito, la realizacion de la presente descripcion incluye: un mondémero de carbonato ciclico que
contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres, representado por la siguiente formula:

§

5 0

El método para la preparacion del mencionado monémero de carbonato ciclico incluye las siguientes etapas: en un
disolvente polar, hacer reaccionar dibromoneopentil-glicol con hidrosulfuro sédico monohidrato para obtener el
Compuesto A; a continuaciéon, oxidar el Compuesto A en aire para obtener el Compuesto B; finalmente, en
atmosfera de nitrégeno y en disolventes a base de éter ciclico, hacer reaccionar el Compuesto B con cloroformiato
de etilo para obtener el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres.

En la realizacion mencionada, la relacion molar de dibromoneopentil-glicol con respecto a hidrosulfuro sédico
monohidrato es de (2,5~10): 1; y la relaciéon molar del Compuesto B con respecto al cloroformiato de etilo es de 1
(2~4).
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En una realizaciéon preferida, el método para la preparacién del monémero de carbonato ciclico mencionado que
contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres comprende:

(1) Disolver hidrosulfuro sédico monohidrato en un disolvente polar; lentamente afiadir dibromoneopentil-glicol gota a
gota con un embudo de adicion compensador de presion; mantener la temperatura de reaccion a 50 °C durante 48
horas para obtener el Compuesto A:

dicho Compuesto A esta representado por la siguiente férmula:

HS OH

HS OH ;

(2) oxidar el Compuesto A en aire para obtener el Compuesto B, dicho compuesto B esta representado por la
siguiente formula:

S OH

S OH

(3) En atmosfera de nitrogeno, disolver el Compuesto B y el cloroformiato de etilo en un disolvente a base de éter
ciclico, a continuacion anadir lentamente trietilamina gota a gota con un embudo de adicién compensador de
presion; controlar la temperatura de reaccion con un bafio de agua helada durante 4 horas para obtener un
monoémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres,
donde dicho monémero de carbonato ciclico esta representado por la siguiente formula:

5 0

En una realizacion preferida, dicho disolvente polar es N,N-dimetilformida (DMF); dicho disolvente a base de éter es
tetrahidrofurano.

En una realizacion preferida, el Compuesto A se disuelve en primer lugar en un disolvente a base de éter, a
continuacion se oxida en aire para obtener el Compuesto B; de ese modo se incrementa la tasa de oxidacion del
Compuesto A. El disolvente a base de éter puede ser tetrahidrofurano, 1,4-dioxano. Para simplificar el proceso de
reaccion y simplificar la condicion de reaccion, el disolvente para disolver el Compuesto A en la etapa (2) es
compatible con el disolvente para disolver el Compuesto B en la etapa (3).

En una realizacion preferida, se realiza un tratamiento de purificacion después de completar la etapa (1) y la etapa
(3); en detalle:

(1) Purificacion del Compuesto A: cuando la reaccion se completa, la mezcla resultante se somete a destilacion bajo
presién reducida para separar el disolvente, y el residuo obtenido se diluye con agua destilada, a continuacion se
extrae con acetato de etilo; finalmente, la fase organica se evapora con un evaporador rotatorio, y se obtiene el
Compuesto A de color amarillo y viscoso;

(2) Purificacion del monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros
con dos azufres: se realiza la filtracion después de que la reaccion se completa; el filirado se concentra con un
evaporador rotatorio, a continuaciéon es recristalizado con éter etilico para obtener un cristal amarillo, que es el
monoémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres.

La mencionada destilacion bajo presion reducida, extraccion, evaporacion con evaporador rotatorio, concentracion
con evaporador rotatorio y recristalizacion, pertenece todo a la técnica anterior. Los expertos en la técnica pueden
seleccionar el método segun su deseo. En la presente descripcion, se prefiere que cuando se lleve a cabo la
purificacién del Compuesto A, se realice cuatro veces la extraccion con acetato de etilo; cuando se lleva a cabo la
purificacién del carbonato ciclico, la recristalizacion con éter etilico se realiza 3~5 veces.
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El proceso mencionado anteriormente para la preparacién del monémero de carbonato ciclico que contiene como
grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres, se ilustra de la siguiente forma:

NaSH H,0 /\

El mencionado monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con
dos azufres puede someterse a polimerizacién por apertura de anillo para obtener un policarbonato donde la cadena
lateral contiene un anillo de cinco miembros con dos azufres. Debido a que el grupo anular de cinco miembros con
dos azufres no afecta a la polimerizacion por apertura de anillo, no se requieren los procesos de proteccion y
desproteccion. Por ejemplo, en diclorometano, utilizando polietilenglicol como iniciador y utilizando
bis[bis(trimetilsilillamida] de zinc como catalizador, el monémero de carbonato ciclico mencionado forma un polimero
de bloque mediante polimerizacién por apertura de anillo, donde la férmula de reacciéon se muestra a continuacion:

0

O)]\O polimerizacion por
0 H apertura de anillo O H
m m

N— ¢ S—s

el monémero de carbonato ciclico anterior puede ademas tener una copolimerizacién por apertura de anillo con otros
monomeros de carbonato ciclico y éster ciclico, para preparar copolimeros aleatorios y de bloques; dichos otros
carbonatos ciclicos incluyen carbonato de trimetileno ciclico (TMC), dichos otros monémeros de éster cicliico
incluyen caprolactona (e-CL), lactido (LA) o glicolido (GA).

El carbonato funcional con cadena lateral que contiene un anillo de cinco miembros con dos azufres, puede formar
una reticulacion quimica estable bajo catalisis por una cantidad catalitica de un reductor como ditiotreitol o glutation,
pero puede des-reticularse rapidamente en el entorno reductor intracelular. Por lo tanto, el carbonato funcional con
una cadena lateral que contiene un anillo de cinco miembros con dos azufres tiene un valor practico excelente, por
ejemplo, puede ser utilizado para la preparacion de soportes de farmacos que son estables en la circulacion, que
pueden liberar rapidamente los farmacos en las células diana.

Efectos ventajosos de la tecnologia

Debido a la practica de la mencionada realizacion, la presente descripcion tiene las siguientes ventajas sobre la
técnica anterior:

1. La presente descripcion describe por primera vez un monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo
funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres, que puede ser preparado convenientemente con una alta
eficacia, con tan solo dos recipientes (tres etapas), sin los procesos de proteccion y desproteccion de la técnica
anterior.

2. La presente descripcion describe un monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo
de cinco miembros con dos azufres, con el que puede obtenerse un policarbonato funcional con una cadena lateral
que contiene un anillo de cinco miembros con dos azufres mediante polimerizacién por apertura de anillo, donde los
procesos de proteccion y desproteccion de la técnica anterior no se requieren, ya que el grupo anular de cinco
miembros con dos azufres no afecta la polimerizacion por apertura de anillo del monémero de carbonato ciclico.

3. La preparaciéon del monémero de carbonato ciclico descrito en la presente descripcion es sencilla. A través de la
conveniente polimerizacién por apertura de anillo de los monémeros de carbonato ciclico, se obtiene un polimero de
carbonato caracterizado por su sensibilidad a la reticulacion reducida y reversible; el polimero podria ademas ser
autoensamblante, utilizandose de este modo en sistemas de liberacion controlada de farmacos, ingenieria de tejidos
y chips biolégicos, mostrando un valor ventajoso para su aplicacion en el area de los biomateriales.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un espectro de una RMN del monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un
anillo de cinco miembros con dos azufres en el Ejemplo 1.

La Figura 2 es un espectro de masa del monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo
de cinco miembros con dos azufres en el Ejemplo 1.

La Figura 3 es un espectro de absorcion ultravioleta del monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo
funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres en el Ejemplo 1.

La Figura 4 es un espectro de RMN del copolimero de bloques PEG5k-b-PCDC2.8k en el Ejemplo 3.
La Figura 5 es un espectro de RMN del copolimero de bloques PEG5k-P(CDC2.5k-co-CL3.9k) en el Ejemplo 4.

La Figura 6 es un grafico que muestra la toxicidad de las nanoparticulas reticuladas del polimero PEG5k-b-
PCDC2.8k en células Raw264.7 y MCF-7 en el Ejemplo 6.

La Figura 7 es un grafico que muestra el resultado de la liberacién in vitro de las nanoparticulas reticuladas del
polimero PEG5k-b-PCDC2.8k que porta doxorubicina, en el Ejemplo 7.

La Figura 8 es un grafico que muestra la toxicidad de las nanoparticulas reticuladas del polimero PEG5k-b-
PCDC2.8k que porta la doxorubicina en células Raw264.7, en el Ejemplo 7.

La Figura 9 es un grafico que muestra la circulacién en sangre in vivo de las nanoparticulas reticuladas del polimero
PEG5k-b-PCDC2.8k cargado con doxorubicina en ratones, en el Ejemplo 8.

La Figura 10 es un grafico que muestra la distribucion bioldgica de las nanoparticulas reticuladas del polimero
PEG5k-b-PCDC2.8k cargado con doxorubicina para los ratones con presencia de melanoma en el Ejemplo 9.

La Figura 11 es un grafico curvilineo que muestra que las nanoparticulas reticuladas del polimero PEG5k-b-
PCDC2.8k cargado con doxorubicina inhiben el crecimiento tumoral en ratones con presencia de melanoma, en el
Ejemplo 10.

La Figura 12 es un grafico curvilineo que muestra el cambio de peso corporal de los ratones en el Ejemplo 10.
La Figura 13 es un grafico curvilineo que muestra la supervivencia de los ratones en el Ejemplo 10.
Descripcion de las realizaciones

La presente descripcion se describira en mas detalle en referencia a los ejemplos y dibujos.

Ejemplo 1: Sintesis de un monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres (CDC).

0
oH OH OH OH OH OH O /[k
Jow 7
NaSH H,0 o AN
— —
Br Br SH - SH s S
. §——S5

1. Se disolvié hidrosulfuro sédico monohidrato (28,25g, 381,7 mmol) en 400 ml de N,N-dimetilformida (DMF), se
calentdé a 50 °C hasta que se disolvid completamente, y se afiadié al mismo dibromoneopentil-glicol (20 g, 76,4
mmol) gota a gota. La reaccién se dejo continuar durante 48 h. La mezcla de reaccion se destilé bajo presion
reducida para separar el disolvente DMF, y a continuaciéon se diluyd con 200 ml de agua destilada, y se extrajo
cuatro veces con 250 ml de acetato de etilo. Finalmente, la fase organica se evapord con un evaporador rotatorio, y
se obtuvo un Compuesto A de color amarillo y viscoso con un rendimiento del 70%.

2. El Compuesto A disuelto en 400 ml de tetrahidrofurano (THF) se coloco al aire durante 24h. Los grupos sulfhidrilo
intramoleculares se oxidaron en enlaces de azufre-azufre, y de este modo se obtuvo el Compuesto B, con un
rendimiento de >98%.
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3. Bajo proteccion de nitrégeno, se disolvié el Compuesto B (11,7 g, 70,5 mmol) en THF seco (150 ml), se agitd
hasta que se disolvio completamente, y a continuacion se enfrié a 0 °C. Se afiadié cloroformiato de etilo (15,65 ml,
119,8 mmol). A continuacion se afiadié gota a gota EtsN (22,83 ml, 120,0 mmol). Después de finalizar la adicion, el
sistema se dejo reaccionar adicionalmente en un bafio de agua helada durante 4h. Cuando se completd la reaccion,
el EtsN-HCI producido se separé mediante filtracion. El filtrado se concentré con un evaporador rotatorio. Finalmente,
se realizo |a recristalizacion varias veces utilizando éter etilico, para obtener un cristal de color amarillo, es decir, el
monoémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres
(CDC), con un rendimiento del 64%.

La Figura 1 es un espectro de RMN del producto CDC anterior, "H RMN (400 MHz, CDCls): & 3.14 (s, 4H), 4.51 (s,
4H). Analisis elemental: C: 41,8 %, H: 4,20%, O: 24,3% (En teoria: C: 41,67%, H: 4,17%, O: 25%, S: 33,3%).
Analisis de espectrometria de masa del monémero CDC: MS: 192,5 (peso molecular tedrico: 192), véase la Figura 2.
La Figura 3 muestra los espectros ultravioleta de las soluciones del producto monémero CDC mencionado, en
tetrahidrofurano con diversas concentraciones. El anillo de cinco miembros con azufre-azufre en el mondémero tiene
absorcion a 330 nm, mientras que la intensidad de absorciéon aumenta junto con el aumento de la concentracion de
monoémero.

Ejemplo 2: Sintesis de un monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres (CDC)

1. Se disolvié hidrosulfuro sédico monohidrato (28,25g, 381,7 mmol) en 400 ml de dimetil sulféxido (DMSO), se
calent6 a 40 °C hasta que se disolvid completamente, y se afiadioé dibromoneopentil-glicol (20 g, 76,4 mmol) gota a
gota. La reaccion se dejé continuar durante 48 h. La mezcla de reaccién se destilé bajo presion reducida para
separar el disolvente DMSO, y a continuacion se diluyé con 200 ml de agua destilada, y se extrajo cuatro veces con
250 ml de acetato de etilo. Finalmente, la fase organica se evapord con un evaporador rotatorio, y se obtuvo un
Compuesto A de color amarillo y viscoso con un rendimiento del 42%.

2. El Compuesto A disuelto en 400 ml de 4-dioxano se colocd al aire durante 24h. Los grupos sulfhidrilo
intramoleculares se oxidaron en enlaces de azufre-azufre, y de este modo se obtuvo el Compuesto B, con un
rendimiento de >98%.

3. Bajo proteccion de nitrégeno, se disolvié el Compuesto B (11,7 g, 70,5 mmol) en 1,4-dioxano seco (150 ml), se
agito hasta que se disolvié completamente, y a continuacion se enfrié a 0 °C. Se afiadio cloroformiato de etilo (15,65
ml, 119,8 mmol). A continuacién se afiadio gota a gota EtsN (22,83 ml, 120,0 mmol). Después de finalizar la adicion,
el sistema se dejo reaccionar adicionalmente en un bafio de agua helada durante 4h. Cuando se completé la
reaccion, el EtsN-HCI producido se separé mediante filtracion. El filtrado se concentré con un evaporador rotatorio.
Finalmente, se realizé la recristalizacion varias veces utilizando éter etilico, para obtener un cristal de color amarillo,
es decir, el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos
azufres (CDC), con un rendimiento del 32%.

Ejemplo 3 Sintesis de un polimero dibloque PEG5k-b-PCDC2.8k

O

OJL 0 polimerizacion por
o H apertura de anillo O
- + O) .
N ofm ?ﬁ\

S—s 8T8

En la férmula, m=114, n=14,6.

En entorno de nitrégeno, se afadieron 0,3 g (1,56 mmol) de como grupo funcional un anillo de cinco miembros con
dos azufres (CDC) y 2 ml de diclorometano en un reactor sellado. A continuacién, se afiadieron 0,5 g (0,1 mmol) de
polietilenglicol con un peso molecular de 5.000, y una soluciéon de 1 ml del catalizador bis[bis(trimetilsilil)amida] de
zinc en diclorometano (0,1 mol/L). A continuacion, el reactor se sell6 herméticamente y se extrajo de la caja seca, y
se introdujo en un bafio de aceite a 40 °C. La reaccion se dejo continuar durante 1 dia, y se termind con acido
acético glacial, y se precipité en éter etilico helado. Finalmente, después de la filtraciéon y secado al vacio, se obtuvo
el producto polimero de carbonato ciclico PEG5k-b-PCDC2.8k.

La Figura 4 es un espectro de RMN del polimero de carbonato ciclico mencionado: 'H RMN (400 MHz, CDCls): 3.08
(s, -CCHy), 3.30 (m, -OCHpg), 4.05 (s, -CH,OCOCHCH_-), 4.07 (s, -OCH,CCHz0-), 4.31 (m, -CCHy).
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Ejemplo 4 Sintesis del polimero dibloque PEG5k-P(CDC2.5k-co-CL3.9k)

0 O Polimerizacion por
M()}, apertura de anillo (/\/
%o J{r‘k

En la formula m=114, x=21,9, y=13,0, n=34,9.

En entorno de nitrégeno, se disolvieron 0,28 g (1,46 mmol) de un monémero CDC y 0,4 g (3,51 mmol) de
caprolactona (e-CL) en 3 ml de diclorometano, y se afiadieron a un reactor sellado. A continuacion, se afadieron 0,5
g (0,1 mmol) de polietilenglicol con un peso molecular de 5.000, y una solucién de 1 ml del catalizador
bis[bis(trimetilsilil)amida] de zinc en diclorometano (0,1 mol/L). A continuacion, el reactor se sell6 herméticamente, se
extrajo de la caja seca, y se introdujo en un bafio de aceite a 40 °C. La reaccion se dejoé continuar durante 1 dia, y se
termind con acido acético glacial, y se precipitd en éter etilico helado. Finalmente, después de la filtracion y secado
al vacio, se obtuvo el producto polimero de carbonato ciclico PEG5k-P(CDC2.5k-co-CL3.9k).

La Figura 5 es un espectro de RMN del mencionado polimero: 'H RMN (400 MHz,CDCls): 1.40 (m,-
COCH,CH2CH,CH2CH2-), 1.65 (m, -COCH,CH,CH,CH,CH>-), 2.30 (t,-COCH,CH,CH,CH,CH>-), 3.08 (s, -CCHy),
3.30 (m,-OCHg), 4.03 (t,-COCH2CH,CH,CH>CH,0-), 4.05 (s,-CH,OCOCHCH>-), 4.07 (s, -OCH,CCH,0-), 4.31 (m, -
CCHy); peso molecular determinado por GPC: 14,0 kDa, distribucién del peso molecular: 1,56.

Ejemplo 5: Preparacion de nanoparticulas micelares del polimero PEG5k-b-PCDC2.8k

Las nanoparticulas micelares del polimero se prepararon mediante didlisis. El polimero PEG5k-b-PCDC2.8k se
disolvio en N,N-dimetilformida (2 mg/ml), a continuacion se tomaron 200 pl de la solucién y se afiadieron gota a gota
a 800 pl de una solucién tampon de fosfatos (10 mM, pH 7,4, PB), y se introdujo en una bolsa de didlisis; la dialisis
se realiz6 durante la noche, mientras que el fluido se reemplazé en cinco ocasiones. El medio para la didlisis fue un
PB (tampoén de fosfatos) (10 nM, pH 7,4). Las nanoparticulas del polimero finalmente obtenidas tuvieron una
concentracion de 0,2 mg/ml.

Ejemplo 6: reticulacion, des-reticulacion y citotoxicidad de las nanoparticulas del polimero PEG5k-b-PCDC2.8k

La reticulacion de las nanoparticulas se realiz6 con adicion de una cantidad catalitica de ditiotreitol (DTT). Se
introdujo nitrégeno en la solucién acuosa de las nanoparticulas del polimero durante 10 min para extraer el aire tanto
como fuera posible. A continuacion, se afiadio 10 pl de ditiotreitol (DTT) disuelto en dd-H,O (0,007 mg, 4,67x 107
mmol, nimero molar de los grupos funcionales de acido lipoico: 10%) a la solucion de nanoparticulas (1 ml, 0,25
mg/ml, 3, 21x10° mmol) en un reactor sellado. La mezcla se sello, se agitd a temperatura ambiente y se dejo
reaccionar durante 1 dia. El tamafio medido de las particulas fue de 150 nm, lo que fue un 15% menos que el
tamafio de las particulas no reticuladas. Después 100 veces de dilucion, no hubo casi cambio alguno en la
distribucién del tamafio de particula de las nanoparticulas reticuladas. Las nanoparticulas resultaron estables en
condiciones fisiolégicas. Por lo tanto, puede observarse que la reticulacion con dos azufres puede mejorar la
estabilidad de las nanoparticulas hasta un grado considerable.

El enlace azufre-azufre puede romperse facilmente bajo la accidon de reductores tales como el glutation (GSH). Bajo
condiciones de proteccion con nitrégeno y a 37 °C, las nanoparticulas reticuladas se gasificaron con nitrégeno
durante 10 min, a continuacion se afiadié GSH hasta que su concentracion final en la soluciéon de nanoparticulas del
poliméro alcanzé 10mM. El tamafio de particula de las nanoparticulas reticuladas se rompié con el trascurso del
tiempo, lo que indica que el anillo con dos azufres en el polimero se romperia en presencia de grandes cantidades
de sustancias reductoras. Existe también una elevada concentracion de la sustancia reductora GSH en el
citoplasma. Por lo tanto, los soportes de nano-farmacos preparados son estables en la circulacion, pero pueden
disociarse rapidamente y liberar el farmaco una vez que son adquiridos por las células a través de la endocitosis.

La citotoxicidad de las nanoparticulas micelares reticuladas se sometié a ensayo con el método del MTT. Las células
utilizadas fueron células MCF-7 (células de cancer de mama humano) y células Raw 264.7 (macrofagos de ratén).
Las células MCF-7 o Raw 264.7 se sembraron en placas de 96 pocillos a razén de 1 x 10* células/ml, 100 I por
cada pocillo. Las células se cultivaron hasta que estuvieron adheridas a los recipientes de cultivo, a continuaciéon
para el grupo experimental, se afiadieron los medios que contenian nanoparticulas del polimero en diversas
concentraciones. Ademas, se asignaron los pocillos de ensayo en blanco libres de células y de ensayo en blanco
libres de medio. Se proporcionaron pocillos en paralelo por cuadruplicado. Después de 24 h de incubacion en la
incubadora, se sacaron las placas de 96 pocillos, y se afiadié 10 yl de MTT (5,0 mg/ml). Después de otras 4 h de
incubacion, se afadié 150 yl de DMSO en cada pocillo para disolver el cristal formado. Se determiné el valor de
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absorcion (A) a 492 nm con un lector de placas. Se realizé un ajuste de cero con los pocillos de ensayo en blanco
libres de medio. Se calculé la tasa de supervivencia celular.

Tasa de supervivencia celular (%)= _%—;x 100%

En la formula, Ar es la absorcion a 490 nm del grupo experimental, y Ac es la absorciéon a 492 nm del grupo de
ensayo en blanco de control. Las concentraciones del polimero fueron 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 mg/ml respectivamente.
La Figura 6 muestra el resultado de citotoxicidad de las nanoparticulas. Puede observarse a partir de la Figura 6
que, cuando la concentracion de las nanoparticulas del polimero aumenté de 0,1 mg/ml a 0,5 mg/ml, la tasa de
supervivencia de las células Raw 264.7 y las células MCF-7 fue aun mayor que el 85%, lo que indica que las
nanoparticulas del polimero PEG5k-b-PCDC2.8k tienen una biocompatibilidad favorable.

Ejemplo 7: transporte del farmaco, liberacion in vitro y citotoxicidad de las nanoparticulas micelares reticuladas de
PEG5k-b-PCDC2.8k

El farmaco utilizado fue la doxorubicina. Debido a que el farmaco anticancerigeno doxorubicina es una sustancia
sensible a la fluorescencia, el procedimiento al completo se protegié de la luz. En primer lugar, la sal de clorhidrato
de doxorubicina se retiré mediante el siguiente procedimiento: se disolvié 1,2 mg (0,002 mmol) de doxorubicina en
225 pl de DMSO, a continuacioén se afiadié 0,58 ml de trietilamina (m = 0,419 mg, 0,004 mmol) y se agit6é durante 12
h. El sobrenadante se aspir6. La concentracion de la solucién de doxorubicina en DMSO fue de 5,0 mg/ml. Las
nanoparticulas del nano-polimero PEG5k-b-PCDC2.8k se disolvieron en N,N-dimetilformida (DMF). La solucion de
doxorubicina en DMSO vy la solucién de las nanoparticulas del polimero PEG5k-b-PCDC2.8k en DMF se mezclaron
cuidadosamente a una relacién predeterminada del farmaco con respecto a la masa del polimero. Bajo agitacion, se
afiadio lentamente dd-H»O (15 s/d), cuyo volumen era de cuatro veces la mezcla. Cuando la adicion gota a gota se
completd, la mezcla se sometié a didlisis con agua destilada.

La reticulacion de las nanoparticulas micelares cargadas con el farmaco también se realizé de acuerdo al método de
reticulacion descrito en el Ejemplo 5. La solucién de las nanoparticulas del polimero (100 pl) cargadas con
doxorubicina y reticuladas se sometid a liofilizacién, y a continuacion se disolvié en 3,0 ml de DMSO, y se midi6 por
espectrofotometro fluorescente. Se calculé la tasa de encapsulacion en referencia a la curva estandar de
doxorubicina.

Se calcul6 el contenido de carga del farmaco (DLC) y la eficacia de carga del farmaco (DLE) de acuerdo con la
siguiente formula

Contenido de carga del farmaco (% en peso)=(peso del farmaco / peso del polimero)x100%
Eficacia de carga del farmaco (%) = (peso del farmaco cargado / peso total del farmaco alimentado) x 100%

La tabla 1 muestra el resultado del calculo anterior. Puede observarse que las nanoparticulas del polimero PEG5k-b-
PCDC2.8k tienen un efecto de encapsulacion altamente eficaz sobre el farmaco anticancerigeno de pequefa
molécula doxorubicina.

Tabla 1 Resultado del contenido de carga del farmaco y eficacia de carga del farmaco en las nanoparticulas
micelares reticuladas cargadas con doxorubicina

Relacion de Contenido Eficacia - Distribucion
Polimero alimentacién delcarga del de carga del Tamario del Tamario de
(% en peso) farmaco farmaco (nm) particula
(% en peso) (%)
5 4,0 83,3 150,3 0,17
PEG5k-b-PCDC2.8k 10 7.4 80,0 162,1 0,22
15 9,1 68,2 173,2 0,19

El experimento de liberacién de doxorubicina se realizé en un agitador termostatico a 37 °C bajo agitacion a 200
rpm. La comparacion de la liberacion del farmaco se realizd con dos grupos paralelos, cada grupo con muestras
duplicadas. Grupo 1: se liberaron nanoparticulas del polimero reticulado cargado con doxorubicina en PB (10 mM,
pH 7,4) que simuld el entorno reductor intracelular mediante la adicion de glutation 10 mM (GSH); Grupo 2: la
liberacion de nanoparticulas del polimero cargado con doxorubicina reticulado en PB (10 mM, pH 7,4); la
concentracion de las nanoparticulas del polimero cargado con el farmaco fue de 25 mg/l; se tomaron 0,5 ml de la
solucion y se introdujeron en una bolsa de dialisis (MWCO: 12.000-14.000) para su liberacion, se afiadieron a cada
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tubo los correspondientes disolventes para dialisis (25 ml). En el intervalo de tiempo pre-determinado, se extrajo 5,0
ml del medio al exterior de la bolsa de dialisis para el ensayo, mientras los tubos se complementaron con 5,0 ml del
medio correspondiente. La concentracién del farmaco en la soluciéon se determiné con un espectrofotometro de
fluorescencia EDINBURGH FLS920. La Figura 7 muestra la relacion entre la tasa de liberacion acumulada de
doxorubicina y el tiempo. Puede observarse a partir de la figura que, después de afadir la sustancia reductora
glutation (GSH) que simula las células cancerigenas, la liberacion fue significativamente mas rapida que en
condiciones en las que el componente GSH no fue afiadido. Ello sugiere que en presencia de la sustancia reductora
GSH 10mM, las nanoparticulas reticuladas cargadas con el farmaco son capaces de liberar dicho farmaco de forma
efectiva.

Se realiz6 el ensayo de citotoxicidad de las nanoparticulas reticuladas de PEG5k-b-PCDC2.8k cargadas con DOX
en células Raw264.7 y MCF-7 con el método del MTT. Se utilizaron como control nanopamculas no reticuladas
portadoras del farmaco y los farmacos libres. Como ejemplo, se sembraron células Raw264.7 (1x10* células/ml) en
placas de 96 pocillos, a razén de 100 pl por pocillo. Las células se cultivaron hasta que quedaron adheridas a los
recipientes de cultivo. A continuacion, para los grupos experimentales, se afiadieron respectivamente las soluciones
que contenian nanoparticulas reticuladas cargadas con doxorubicina a razén de 0,01, 0,1, 1, 5, 10, 50 y 100 pg/ml,
la solucion de nanoparticulas no reticuladas y cargadas con doxorubicina, y un medio fresco que contenia
doxorubicina libre. Ademas, se proporcionaron pocillos de control libres de células y pocillos de ensayo en blanco
libres de medio. Los pocillos se proporcionaron por cuadruplicado. Después de 48h de incubacion en la incubadora,
se extrajeron las placas de 96 pocillos, a continuacion se afadié a las mismas 10 pyl de MTT (5,0 mg/ml). Después
de otras 4 h de incubacién, se afiadié 150 ul de DMSO en cada pocillo para disolver el cristal formado. El valor de
absorcioén (A) a 492 nm se determind con un lector de placas. Se realizd un ajuste de cero con los pocillos de ensayo
en blanco libres de medio. Se calcul6 la tasa de supervivencia celular. En referencia a la Figura 8, puede observarse
a partir del resultado del experimento que, la concentracion media letal de las nanoparticulas reticuladas cargadas
con doxorubicina en células Raw264.7 es 4,89 ug/ml. Por lo tanto, las nanoparticulas reticuladas de PEG5k-b-
PCDC2.8k portadoras de DOX pueden liberar farmacos en las células de forma efectiva y destruir las células
cancerigenas.

Ejemplo 8: Determinacion de la circulacion en sangre in vivo de nanoparticulas reticuladas de PEG5k-b-PCDC2.8k
cargadas con un farmaco en ratones.

Se utilizaron en el experimento ratones C57BL/6 negros con un peso corporal de aproximadamente 18~20 g, de 4~6
semanas de edad (The Experimental Animal Center, The Shanghai Institutes for Biological Sciences of the Chinese
Academy of Sciences). Los ratones se pesaron, y se agruparon de forma equitativa en base a su peso corporal. Se
inyectaron en los ratones nanoparticulas portadoras de farmaco y farmacos libres a través de las venas de la cola,
donde la dosis de DOX fue de 10mg/kg. Se recogieron muestras de sangre (aproximadamente 10 pl) en los puntos
de tiempo de 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 h. El peso exacto de la sangre se determind a través de un método de
pesada por diferencia, a continuacion se afiadieron 100 ul de Triton (concentracion: 1 %) y 500 pyl de DMF (que
contenia DTT 20mM, HCI 1 M). La muestra se sometid a extraccion, seguido de centrifugacion (20.000 rpm, 20 min).
A continuacion, se recogio el sobrenadante, y se determind la cantidad de DOX en cada punto de tiempo mediante
fluorescencia.

La Figura 9 es un grafico que muestra la circulacion en sangre in vivo de nanoparticulas reticuladas cargadas con
doxorubicina del polimero PEG5k-b-PCDC2.8k en ratones. El eje horizontal representa el punto de tiempo, mientras
que el eje vertical presenta la cantidad de DOX por gramo de sangre en funcion de la cantidad total de DOX
inyectada (ID%/g). Puede observarse a partir del grafico que la DOX libre tiene un tiempo en circulacion corto; la
DOX puede determinarse apenas después de 2h. Sin embargo las nanoparticulas reticuladas portadoras del
farmaco aun tienen 4 1D %/g después de 24 h. Por tanto, puede calcularse que la vida media de las nanoparticulas
reticuladas portadoras de farmaco en ratones es de 4,67 horas, mientras que la vida media de la DOX libre es
Unicamente de 0,21 horas. Por lo tanto, las nanoparticulas reticuladas portadoras del farmaco son estables en los
ratones, y tienen un tiempo de circulacién relativamente prolongado.

Ejemplo 21: distribucion bioldgica de las nanoparticulas reticuladas de PEG5k-b-PCDC2.8k portadoras de farmaco
para ratones con presencia de melanoma.

Se utilizaron ratones C57BL/6 negros con jun peso corporal de aproximadamente 18~20 g, de 4~6 semanas de edad
en el experimento; se inyectaron 1x10° células de melanoma B16 por via subcutanea. Después de dos semanas,
cuando el tamafio de los tumores era 100~200 mm?, se inyectaron nanoparticulas cargadas con farmaco y DOX libre
en los ratones a través de las venas de la cola (la dosis de DOX fue 10 mg/kg). Después de 6, 12 y 24 horas, se
realizo la eutanasia a los ratones. Se extrajo, se lavé y se peso el tumor, y tejido del corazon, higado, bazo, pulmoén
y rifion. A continuacion, se afiadié 500 pl de Triton al 1%, las muestras se trituraron con un homogeneizador, se
extrajeron después de afiadir 900 pyl de DMF (que contenian DTT 20mM, HCI 1M). Después de la centrifugacion
(20.000 rpm, 20 min), se recogi6é el sobrenadante, y se determin6 la cantidad de DOX en cada punto de tiempo
mediante fluorescencia.

La Figura 10 es un grafico que muestra el resultado de la distribucion bioldgica de las nanoparticulas reticuladas del
polimero PEG5k-b-PCDC2.8k cargadas con doxorubicina para los ratones con presencia de melanoma. El eje



10

15

20

25

30

35

40

ES 2642 150 T3

horizontal representa el tejido de érganos, mientras que el eje vertical representa la cantidad de DOX por gramo de
tumor o tejido contra la cantidad total de DOX inyectada (ID%/g). Las cantidades acumuladas de nanoparticulas
portadoras de farmaco en el tumor a las 6, 12 'y 24 h son 3,12, 2,93, 2,52 ID%/g respectivamente, lo que es 3~12
veces mayor que aquellas de DOX libre (1,05, 0,52 y 0,29 ID%/g, respectivamente). Esto indica que mediante el
efecto del EPR, las nanoparticulas reticuladas cargadas con farmaco se acumulan mas en los sitios del tumor, y
pueden sostenerse durante un periodo de tiempo mas prolongado.

Ejemplo 22: el experimento de tratar ratones con presencia de melanoma con nanoparticulas reticuladas de PEG5k-
b-PCDC2.8k cargadas con farmaco.

Se utilizaron en el experimento ratones C57BL/6 negros con un peso corporal de aproximadamente 18~20 g, de 4~6
semanas de edad. Los ratones se pesaron y se agruparon de forma equitativa en base a su peso corporal, a
continuacion se inyectaron 1x10° células de melanoma B16 por via subcutanea. Después de una semana, cuando el
tamafio de los tumores era de 30~50 mm®, se inyectaron nanoparticulas cargadas con farmaco y DOX libre en los
ratones a través de las venas de la cola en el dia 0, 2, 4, 6, y 8, en el que la cantidad de DOX en las nanoparticulas
portadoras de farmaco fue de 10, 20, 30 mg/kg, mientras que la dosis de DOX libre fue de 10 mg/kg. Desde el dia 0
al 15, se peso cada dia el peso corporal de los ratones en cada grupo. El tamafio del tumor se midi6 de forma
precisa con la escala de Vernier, donde el método para calcular el volumen de los tumores fue: V=(LxWxH)/2,
(donde L correspondia a la longitud del tumor, W correspondia al ancho del tumor, y H correspondia al grosor del
tumor). Se observo la supervivencia de los ratones de forma continuada hasta el dia 46.

La Figura 11 es un grafico curvilineo que muestra que las nanoparticulas reticuladas del polimero PEG5k-b-
PCDC2.8k cargadas con doxorubicina inhiben el crecimiento tumoral en ratones con presencia de melanoma; la
Figura 12 es un grafico curvilineo que muestra el cambio de peso corporal de los ratones; la Figura 13 es un grafico
curvilineo que muestra la supervivencia de los ratones. A partir de las figuras puede observarse que, a la
concentracion de DOX de 30 mg/kg, después de un tratamiento de 16 dias con nanoparticulas portadoras de DOX,
los tumores resultaron claramente inhibidos. Sin embargo, aunque el DOX puede también inhibir la expansion
tumoral, tuvo graves efectos secundarios toxicos en los ratones. Incluso aunque la concentracion de DOX en las
nanoparticulas cargadas con farmaco alcance 30 mg/kg, el peso corporal de los ratones casi no se modifico, lo que
indica que las nanoparticulas cargadas con farmaco no tuvieron efectos secundarios en los ratones. Mientras tanto,
el peso corporal de los ratones en el grupo con DOX disminuy6 un 23% en 7 dias, lo que indica que el DOX tuvo
graves efectos secundarios en los ratones. A la concentraciéon de DOX de 30 mg/kg, y en el grupo en que los
ratones fueron tratados con nanoparticulas portadoras de DOX durante 46 dias, todos los ratones sobrevivieron,
mientras que todos los ratones tratados con DOX murieron en el dia 10 del tratamiento; ademas, en el grupo de
control donde se administré6 PBS, todos los ratones murieron en el dia 35. Por lo tanto, las nanoparticulas cargadas
con farmaco pueden inhibir el crecimiento tumoral de forma efectiva, y no tienen ningun efecto téxico en los ratones;
ademas, pueden prolongar la vida de los ratones portadores de tumor.

Los resultados anteriores indican que el polimero preparado a partir del monémero de la presente descripcion tiene
una biocompatibilidad favorable. Cuando se utiliza como un soporte de farmaco, puede aumentar el tiempo de
circulacioén in vivo de los farmacos anti-cancerigenos, aumentan la relacion de acumulacion del farmaco en el sitio
del tumor, y evitan que el farmaco dafie los tejidos normales. Puede destruir de forma efectiva las células tumorales,
mientras que tiene un efecto minimo sobre las células normales.
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REIVINDICACIONES

1. Un mondmero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos
azufres, en donde el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros
con dos azufres tiene la siguiente estructura quimica:

S &}

S 8]

2. Un método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 1, en donde el método comprende las siguientes etapas: hacer
reaccionar dibromoneopentil-glicol con hidrosulfuro sédico monohidrato en un disolvente polar para obtener el
Compuesto A; a continuacion oxidar el Compuesto A en aire para obtener el Compuesto B; finalmente, en atmdsfera
de nitrégeno y en un disolvente a base de éter ciclico, hacer reaccionar el Compuesto B con cloroformiato de etilo
para obtener el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con
dos azufres.

3. El método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 2, en donde la relacién molar de dibromoneopentil-glicol con
respecto a hidrosulfuro sédico monohidrato es de (2,5~10):1; y la relacion molar del Compuesto B con respecto al
cloroformiato de etilo es de 1:(2~4).

4. El método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 2, en donde para preparar el Compuesto A, la temperatura de
extraccion es de 50 °C, y el tiempo de reaccion es de 48 h; para preparar el Compuesto B, el tiempo para la
oxidacion del Compuesto A es de 24 h; para preparar el monémero de carbonato ciclico, la temperatura de reaccién
se mantiene con un bafio de agua helada, y el tiempo de reaccion es de 4 h.

5. El método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 2, en donde el disolvente polar es N,N-dimetilformida (DMF); y el
disolvente a base de éter ciclico es tetrahidrofurano o 1,4-dioxano.

6. El método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 2, en donde el Compuesto A se disuelve en primer lugar en un
disolvente a base de éter, y a continuacion se oxida en aire para obtener el Compuesto B.

7. El método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 6, en donde el disolvente a base de éter es tetrahidrofurano o 1,4-
dioxano.

8. El método para preparar el monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco
miembros con dos azufres segun la reivindicacion 2, en donde el método ademas comprende un tratamiento de
purificacion como el siguiente:

(1) purificacion del Compuesto A: cuando se completa la reaccion, la mezcla de reaccion se somete a destilacion
bajo presion reducida para separar el disolvente, a continuacion se diluye con agua destilada, y se extrae con
acetato de etilo; finalmente, la fase organica se evapora con un evaporador rotatorio, y se obtiene el Compuesto A
de color amarillo y viscoso;

(2) purificacion del monémero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros
con dos azufres: se realiza la filtracion después de que la reaccidon se completa; el filtrado se concentra con un
evaporador rotatorio, y a continuacion se recristaliza con éter etilico para obtener un cristal amarillo, que es el
monomero de carbonato ciclico que contiene como grupo funcional un anillo de cinco miembros con dos azufres.

11



ES 2642 150 T3

Py
a b
a
b b
s s
H}O
CI?CI_-; i
i 1 T™S
y 2 ii
sk b ¥ ¥ T T p—
B 7 5 3 2 1 0
. ppm
Figura 1
358, 19?:5
3
3 L de.s
! :':“'5 p o 2ms 2% 385.% .
2.0 2.0 2500 3006 3860 406 46a.
Figura 2
E’I i -—--O,S]ngfml’
I’S - sadarine 5 mgfml"
: = s 0 mpml

e 20 mgimLL

Absorcion
£
O

U’s_f? 1
0,3
] -~
00 BPREZSSSS —
300 330 360 390 420 430

Longitud de 6nda

Figura 3

12



ES 2642 150 T3

b < < i
a /0 o r/\.
am d d
DLy
3 G
o d
i
]
— J “-—fj:"-...._
'l' T ¥ T
3 5 4 3
Figura 4
b‘ ¢ o e £ o
v 4’ wﬂ)[%,w&()ﬁ\_o g O,)}/
b om d i ’ i h¥w
L)
§ e
€DCly TMS
b .
'd
g
b,
A WA B
f T Y T T
g 6 4 2 ppm. 1]
Figura 5.
=73 células MCF-7
140+ E:::S células Raw264.7

Tasa de supervivencia celular (%)

Figura 6

13

0,5
Concentracion micelar (mg/ml)




Cantidad de
incorporacién de doxorubicina (iD%/g)

Tasa de supervivencia celular (%)

Tasa de liberacion acumulada (%)

ES 2642 150 T3

=o pH 7.4
100 « N
X o= pH 7.4 +10MMT GSH -
4
A .....,......-._.....;:..'..—..-..i'

E e

-
{’ 13 T T ¥ T = T ¥ ¥
] s io i3 28 5
Tiempo (h)
Figura 7
‘ ~e— PEG-4-PCDC
120 4 A - w- DOXlibre
HGO -
&0 -
(0 4
404 Formacion  1C 55 (ugimly =
1 PEG.»-PCDC 3,89 = >
20 - " -
- DOX libre 0,67 ¥
T .
1E-3 001 Ol 1 10
Concentracion de Doxorubicina (pg/mL)
Figura 8
35 4
3 e PEG-8-PCDC
18 . « = « DOXlibre

7

%‘\I

—

b & pee &
G X T ¥ T " ¥ Y e |
Q 5 14 I35 20 25
Tiempo (h)
Figura 9



ES 2642 150 T3

6h

{1 DOX libre,

=3 PEG--PCDC, 6h

12h

# DOX libre,

2

v

I2h

873 PEG-5-PCDC,

24.h

&=3 DOXlibre,

S PRG-b-PCDC, 24N

s ik i

Figura 10

] m:wm, (A
: ,.w mﬁ

1 L B 1 T T | o o
A S o S = T -/ Bt S & S\ S
— — L] | aned

(87941 1) euroignioxop op ugiorI0diodU] 3P pepRuE)

R

ke
30 me'ky

1Omyg

£
PCDC, 20 medks

(-4

-e PEG

PEG-5-PCDC.

~w » DOX libre -1Ct
-4 PBS

gk

A ) ..'

2 8 R

230 4

?S.. J Jowny [3p OAlf3) ouewe |

Tiempo (d)

Figura 11

15



ES 2642 150 T3

b

130+

ol k] T -

q. .
< e = o
= m & B &

(24) |es0di02 osad ap oiquie)

120 -

Tiempo (d)

Figura 12

- -k

J-‘..l-..li#l-.f.-l. =
H

(%) e1ouaAiniadns ap eang

Tiempo (d)

Figura 13

16



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

