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DESCRIPCION

Sistemas de liberacién de farmacos

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a novedosos sistemas de liberacion de farmacos con capacidad de respuesta a
condiciones hipéxicas.

Antecedentes de lainvencion

Un adecuado suministro de oxigeno es esencial para el funcionamiento normal de todos los organismos
multicelulares/las especies de metazoos. La principal fuente de energia para la mayoria de los procesos celulares es
el trifosfato de adenosina (ATP). La fosforilacién oxidativa es el proceso mediante el cual las células generan ATP a
partir del catabolismo de la glucosa y los acidos grasos, y la molécula de oxigeno es el sustrato metabolico para esta

respiracion celular que actiia como el aceptor terminal de electrones.

Una baja concentracion de oxigeno en las células, conocida como hipoxia, puede comprometer la funcién celular y
llevar a la muerte celular y a dafios tisulares. Sin embargo, las moléculas de oxigeno son potencialmente toxicas, ya
que pueden provocar dafios oxidativos a las macromoléculas del interior de la célula. Por tanto, el control de la
homeostasis del oxigeno es esencial para el mantenimiento de la viabilidad celular y, por tanto, la de todo el

organismo.

La tensién de oxigeno fisiol6gica en tejidos humanos sanos varia en funcién del 6rgano, pero generalmente se
encuentra dentro del intervalo de 20-120 mmHg. Las células de tejidos diferentes experimentan tensiones de
oxigeno diferentes. Las células de un tejido experimentan un intervalo de tensiones de oxigeno dependiendo tanto
de la distancia desde la irrigacion sanguinea mas cercana (la distancia de difusién del oxigeno a través del tejido se
estima que es de aproximadamente 150 pm) como del estado de oxigenaciéon de esa irrigacion sanguinea. Por
ejemplo, la presion de O, de la irrigacion sanguinea al higado varia de 95-105 mmHg en la arteria hepatica, 50-65
mmHg en la vena porta, 35-45 mmHg en los sinusoides y 30- 40 mmHg en la vena central. Las diferentes tensiones
de oxigeno que experimenta cada célula en un higado sano se perciben todas como normales. De hecho, el
gradiente de oxigeno a lo largo del sinusoide es el factor regulador que crea la zonacion del funcionamiento
metabdlico en el sinusoide. Los mecanismos sensitivos y adaptativos de deteccién de concentraciones de oxigeno
intracelular y respuesta al cambio son vitales para mantener la homeostasis del oxigeno. La adaptacion a niveles de

oxigeno fluctuantes necesita ser flexible y capaz de responder a cambios sutiles.

La hipoxia se produce cuando las tensiones de oxigeno son < 7 mmHg, normalmente como resultado de una
disminucion de la presion parcial de oxigeno en la sangre (hipoxemia) o una disminucién de la capacidad de la
sangre para transportar el oxigeno (anemia). Las respuestas moleculares a la hipoxia tienen como resultado el
aumento de la expresion de los genes implicados en las adaptaciones a la hipoxia y el fomento de un intervalo de
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respuestas y adaptaciones fisioldgicas que permiten que las células sobrevivan en un ambiente hipéxico. Estos
genes diana juegan papeles criticos en la angiogénesis, el metabolismo, la proliferacién celular y la supervivencia de
las células. El maestro regulador de las adaptaciones a la hipoxia es el factor de transcripcién hipoxia inducible
(HIF). La Fig. 1 es un esquema que muestra que, a medida que disminuyen los niveles de oxigeno que alimenta al
tumor, como consecuencia, aumenta la presencia de factores de crecimiento, ya que el tumor se vuelve hipoxico v,

por consiguiente, aumenta de tamafio.

Dada la adversidad de los cambios metabdlicos que se producen en el interior de los tejidos cuando sufren hipoxia,
hay una oportunidad de desarrollar sistemas inteligentes de liberacién de farmacos que modulen la liberaciéon de
compuestos activos en respuesta al ambiente hipdxico y puedan combatir estos cambios. Ha habido un interés
creciente en los polimeros con capacidad de respuesta a estimulos, especialmente en los campos de la liberaciéon
controlada y autorregulada de farmacos. Los sistemas de liberacién basados en estos polimeros se han desarrollado
para que se asemejen estrechamente a los procesos biolégicos normales del estado patolégico, garantizando una
Optima liberaciéon del farmaco en funcion de la necesidad fisiol6gica. Se han desarrollado arquitecturas poliméricas
gue exhiben un gran cambio en sus comportamientos fisico-quimicos en respuesta a sefiales menores procedentes
del ambiente y se han usado en la fabricacion de materiales potencialmente Utiles para aplicaciones farmacéuticas y
biomédicas. Los sistemas mas avanzados de liberacion de farmacos con capacidad de respuesta a estimulos
también han explorado una nueva estrategia para el disefio de sistemas de liberacion dirigida para tratar

enfermedades complejas como el cancer y tumores relacionados.

La interconversion de tioles y disulfuros es un proceso biolégico importante en lo que respecta a la integridad
conformacional de muchas proteinas. Los polimeros que contienen funcionalidad disulfuro se puede considerar que
tienen capacidad de respuesta a redox y tioles, ya que experimentaran una conversion reversible mediante ambos
mecanismos (véase Meng, F. y col., Reduction-sensitive polymers and bioconjugates for biomedical applications,
Biomaterials, 30, (2009), 2180-2198). El glutation (GSH) es un agente reductor presente de forma natural que se
encuentra en abundancia en la mayoria de las células en una concentracién de 10mM, unas 5000 veces mas alta
que sus niveles extracelulares, y proporciona un mecanismo para desencadenar una respuesta en el interior del
ambiente celular. Asimismo, se sabe que los tumores hipoxicos poseen un ambiente reductor en el que, en
condiciones hipoxicas, el citocromo P450s dependiente del NAD(P)H y otras hemoproteinas median la reduccion de
dos electrones de una amplia gama de sustratos. Esta es la base de algunos farmacos bioreductores, tales como los
gue contienen N-Oxidos de baja toxicidad que se pueden convertir en las correspondientes aminas terciarias que
poseen actividad antitumoral, tales como la banoxantrona (AQ4 — AQ4N conversion under hypoxia, Patterson L.H.,
Cancer Metastasis Rev. 12, (1993), 119-34).

Oupicky ha descrito sistemas de poli-L-lisina que contienen puentes disulfuro que se pueden reducir en el ambiente
intracelular, proporcionando asi un mecanismo para facilitar la liberacion de ADN y aumentando 60 veces la
eficiencia de transfecciéon (Oupicky, D., Design and development strategies of polymer materials for drug and gene

delivery applications, Advanced Drug Delivery Reviews, 60, (2008) 957).

Se han descrito composiciones a base de microesferas con enlaces cruzados disulfuro en las que las microesferas
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estan compuestas por proteinas. Por ejemplo, Mak y col. informan de un método de entrecruzamiento no quimico
usado para producir microparticulas de proteina pura con un enfoque innovador, denominado activacién de
proteinas y autoensamblaje espontaneo (PASS). La fabricacién de microparticulas de proteinas se basa en la idea
de usar los puentes disulfuro internos de las moléculas de proteinas como conectores para ensamblar las moléculas
de proteina en forma de microparticula. El proceso de ensamblaje lo desencadena un reactivo de ditiotreitol (DTT)
activador, que solo esta implicado en la etapa intermedia y no se incorpora a las microparticulas de proteina
resultantes (Mak W.C. y col., Protein particles formed by protein activation and spontaneous self-assembly,
Advanced Functional Materials, 20, (2010), 4139-4144). La solicitud de patente US20070231400 (Quirk, S.)
proporciona microesferas proteinoides compuestas por una mezcla de aminoacidos condensados térmicamente que
estan entrecruzados con un reactivo de entrecruzamiento. Las microesferas proteinoides se pueden usar para
encapsular un material 0 un compuesto y para permitir una liberacién lenta, sostenida o programada del material o

compuesto.

Se han descrito microcapsulas poliméricas biodegradables basadas en la quimica tiol-disulfuro. Zelikiny
col. prepararon poli(acido metacrilico) (PMA) entrecruzado con disulfuros mediante deposicién capa por capa de
PMA tiolado (PMASH) y polivinilpirrolidona (PVP) sobre particulas de silice, seguida de oxidacién de los tioles para
entrecruzar el PMA y eliminacién de la silice y la PVP mediante cambio del pH para alterar la formacién de puentes
de hidrégeno y formar una estructura capsular. (Zelikin, A.N., y col., Disulfide cross-linked polymer capsules: en route

to biodeconstructible systems, Biomacromolecules, 7, (2006), 27-30).

Otros han descrito el desarrollo de sistemas orales de liberacién de microparticulas de tiGmero para la insulina
mediante gelacion ionica (Greimel A., y col., Oral peptide delivery: in vitro evaluation of thiolated alginate/poly(acrylic
acid) microparticles, J. Pharm. Pharmacol., 59, (2007), 1191-8). La matriz microparticulada consistia en poli(acido
acrilico)-cisteina (PAA-Cys) y alginato-cisteina (Alg-Cys) o en los correspondientes polimeros sin modificar (PAA,

Alg). El tamafio medio de particula de todas las formulaciones variaba desde 400 a 600 micras.

De forma similar, se ha informado de un novedoso sistema de liberacion de farmacos microparticulados
mucoadhesivos (Bernkop-Schnurch A., y col. Preparation and in vitro characterization of poly(acrylic acid)-cysteine
microparticles, J. Controlled Release, 18, (2003), 29-38). Las microparticulas se prepararon mediante la técnica de
emulsién-evaporacion del solvente usando un conjugado de poli(acido acrilico)-cisteina con una masa molecular

promedio de 450 kDa y una cantidad de 308 micromoles de grupos tiol por gramo de polimero.

Yan y col. describen el uso de las microcapsulas de PMASH de 3 micras de diametro descritas anteriormente [0008]
para la carga de doxorubicina y la liberacién del farmaco en células del cancer de colon in vitro (Yan, Y., y col.,
Uptake and Intracellular fate of disulfide-bonded polymer hy36drogel capsules for doxorubicin delivery to colorectal
cancer cells, ACS Nano, 4, (2010), 2928-). Sin embargo, en el documento no se presenta ninguna demostracion de

la liberacion del farmaco desencadenada por redox.

En el documento EP1007101A2 se desvela que las microesferas de polimero pueden ser (tiles en el tratamiento de

la embolizacién. La embolizacién implica la introduccion de agentes embdlicos en las arterias que alimentan un

4
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tumor para dejarlo sin sus nutrientes y su oxigeno. Se han desarrollado perlas de elucién de farmacos que, ademas
de la isquemia inducida por el dispositivo, administran localmente una dosis concomitante de un farmaco
guimioterapéutico al tumor de forma sostenida, reduciendo la exposicion sistémica y maximizando los niveles de
farmaco en el tumor (véase, por ejemplo, el documento WO 04/071495). Hay pruebas procedentes de modelos
preclinicos de tumor de que la embolizacion por si sola puede inducir hipoxia en el tumor, el cual a su vez puede
iniciar varias rutas prosupervivencia mediante la activacion del factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), llevando a un
fenotipo mas maligno con una mayor resistencia al farmaco y respuestas proangiogénicas (Liang, B., y col.,
Correlation of hypoxia-inducible factor 1 alpha with angiogenesis in liver tumors after transcatheter arterial
embolisation in an animal model, CVIR, 33, (2010) 806-812). Adicionalmente, en la técnica anterior se incluye
también el documento WO 01/68720 Al que desvela composiciones embdlicas que comprenden macromondémeros
que forman hidrogeles utiles en la embolizacion. Esta técnica anterior ha fracasado a la hora de desvelar el uso de
microparticulas o microesferas de hidrogel que contienen grupos disulfuro para la liberaciéon controlada de farmacos

en ambientes hipoxicos.

Resumen de lainvencién

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporcionan microparticulas que comprenden un cuerpo de
gel, donde el cuerpo de gel comprende un polimero sintético y un farmaco, donde las microparticulas tienen un
diametro promedio en el intervalo de 40 a 1500 um, donde el polimero esta entrecruzado mediante grupos que

comprenden enlaces disulfuro y esta en forma de hidrogel.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporcionan microparticulas para uso en un método de
tratamiento mediante embolizacién, donde las microparticulas comprenden un polimero y un farmaco, donde el
polimero estad entrecruzado mediante grupos que comprenden enlaces disulfuro y el farmaco se libera en el

tratamiento.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencién, se proporcionan microparticulas que tienen un diametro promedio
en el intervalo de 40-1200 um que comprenden un polimero y un farmaco, donde el polimero esta entrecruzado

mediante grupos que comprenden enlaces disulfuro y el polimero es un polimero de alcohol vinilico.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencién, se proporcionan microparticulas que tienen un didmetro
promedio en el intervalo de 40-1200 um que comprenden un polimero y un farmaco cargado catiénicamente, donde
el polimero esta entrecruzado mediante grupos que comprenden enlaces disulfuro, donde cada grupo de
entrecruzamiento comprende 2 grupos cargados anidnicamente dispuestos simétricamente con respecto a la unidad

disulfuro, donde dichos grupos cargados anidnicamente estan asociados electrostaticamente con el farmaco.

De acuerdo con un quinto aspecto de la invencién, se proporcionan microparticulas que tienen un diametro promedio
en el intervalo de 40-1200 um que comprenden un polimero y un farmaco, donde el polimero esta entrecruzado

mediante grupos que comprenden enlaces disulfuro, para uso en un método de tratamiento de un tumor.
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La presente invencion proporciona un novedoso sistema de liberacion de farmacos util en la quimioemboloterapia de
tumores sélidos. El sistema estd compuesto por microparticulas de polimero que contienen enlaces cruzados
disulfuro en su estructura. La velocidad de liberaciéon del farmaco desde las microparticulas se altera cuando el
tumor se vuelve hipdxico, lo que lleva a un aumento de la liberacién del farmaco a medida que los enlaces cruzados
5 disulfuro se escinden en el interior del ambiente reductor del tumor. La presente invencién se puede usar para el
tratamiento local de tumores mediante administracion intratumoral directa o liberacion en la vasculatura tumoral a

través de una via intraarterial.

Descripcion detallada de la invencién

10
La presente invencion se refiere a una clase de polimeros con capacidad de respuesta que son sensibles al
ambiente redox o a la presencia de tioles, es decir, con capacidad de respuesta a redox/tioles. Los polimeros estan
entrecruzados covalentemente mediante enlaces disulfuro, aunque también pueden estar presentes otros enlaces
cruzados. El esquema siguiente muestra la respuesta a redox y tioles.
15
Respuesta a tioles
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Respuesta a redox
A continuacion, se muestran las estructuras quimicas de algunos de los entrecruzadores que contienen disulfuro
mas comunes.
20

NHp*Cf

ditiobis(succinimidilpropionato) (DSP) dimetil-3,3"-ditiobispropionilmidato-2HCI
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Habitualmente, el agente de entrecruzamiento tiene la férmula general:

5 A-(CH2)n-S-S-(CH2)n-A'

donde Ay A' se seleccionan independientemente de grupos que pueden formar una unién covalente con el polimero;
ny n' son ndmeros enteros que varian desde 1 hasta 10 y, preferentemente, se encuentran en el intervalo 2-4. Mas
preferentemente, tanto n como n' son 2.

10
Los grupos -(CH2)n- ¥ -(CH2)n pueden estar sustituidos por otros grupos que, por ejemplo, se puedan asociar
electrostaticamente con el farmaco. Son preferibles las interacciones idnicas. Los sustituyentes especialmente

preferidos son los grupos carboxilo que pueden formar uniones iénicas con un farmaco catiénico.

15 Los grupos A y A’ pueden ser grupos susceptibles a un ataque nucleofilico del polimero. Habitualmente, los grupos
susceptibles a un ataque nucleofilico comprenden un grupo -C(=O)LG, donde LG es el grupo saliente y sale en la
reaccion con el polimero. Alternativamente, el grupo experimenta polimerizacién con el polimero. Para hacer esto,

puede comprender, por ejemplo, un grupo etilénicamente insaturado.
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Preferentemente, el agente de entrecruzamiento es simétrico con respecto a la unidad disulfuro. Un agente de

entrecruzamiento especialmente preferido tiene la formula:

COOH

A //S

COOH
donde los grupos Ay A' son los que se han mencionado antes.

Habitualmente, el entrecruzador se incorpora al polimero mediante reaccion del agente de entrecruzamiento con

grupos etilénicamente insaturados colgantes del polimero.

Entre los polimeros Utiles en esta invencién se incluyen los polimeros acrilicos, los polimeros de alcohol vinilico y los
polimeros de acrilato. Preferentemente, el polimero es un copolimero, por ejemplo, de la familia acrilica, tal como las
poliacrilamidas y sus derivados, los poliacrilatos y sus derivados, asi como los compuestos polialilicos y polivinilicos.

El polimero puede ser sintético, es decir, de origen no natural (tal como una proteina).

Las microparticulas pueden tener cualquier forma. Es probable que el diametro de las microparticulas adopte una
denominada “distribucién normal”, con muy pocas particulas de diametros extremos y la mayoria de diametros
promedio. Preferentemente, las microparticulas de la invencion son microesferas. En esta invencion, las
microesferas son perlas esféricas, o sustancialmente esféricas, formadas a partir de un polimero. Sustancialmente
esféricas significa que cerca de aproximadamente el 95 %, dentro de un intervalo de aproximadamente el 80 % a
aproximadamente el 100 %, de las mediciones de esfericidad de una poblacién de microesferas estan centradas. La
poblacién puede incluir algunas microesferas individuales que tienen una medicién de esfericidad mas baja, pero la
medicién de esfericidad de la poblacion en su conjunto se mantiene alta. Las mediciones de esfericidad de las
microesferas se pueden hacer a gran escala usando el sistema de analisis de particulas Beckman-Coulter(TM)
RapidVUE(R) (Hialieah, Fla.).

Generalmente, las microparticulas se forman a partir de una matriz polimérica que es sustancialmente continua en
todo el cuerpo de la microparticula, es decir, un cuerpo de gel, es decir, no hay espacio interior como el que se

encuentra en el cuerpo de una microcapsula.

Preferentemente, las microparticulas se forman a partir de una matriz de polimero insoluble en agua e hinchable en
agua. Hay un agente terapéutico (farmaco) absorbido en la matriz. Preferentemente, el polimero tiene una carga

anionica global a un pH en el intervalo de 6 a 8. Habitualmente, cuando las microparticulas se hinchan en agua
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hasta el equilibrio, tienen tamafios de particula (diametros promedio) en el intervalo de 40-1500 um, preferentemente
de 40-1200 pm, de 40-1000 pm, aun mas preferentemente de 40-500 pm o de 40-300 pum. Preferentemente, al
menos el 50 % de las particulas estan en el intervalo, méas preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente
al menos el 90 % y aun mas preferentemente al menos el 95 %. Preferentemente, la distribucidon del tamafio de

particula es monomodal.

El diametro promedio de las microparticulas se puede determinar mediante métodos tales como la separacion en
lecho fluidizado y el tamizado, también denominado filtrado. Es especialmente util el tamizado a través de series de
tamices apropiados para la recuperacién de muestras que contengan microparticulas de los tamafios deseados. A
continuacién, se puede determinar el didmetro promedio mediante técnicas tales como la obtencién de imagenes por
microscopia 6ptica usando un ocular reticulado. De este modo, se puede determinar el diametro promedio de una
microparticula, por ejemplo, mediante la aplicacién del diametro circular equivalente. Para las microesferas que son

sustancialmente esféricas, el diametro promedio hace referencia al diametro real de la microesfera.

Preferentemente, las microparticulas son biodegradables. La biodegradacion es la descomposicion quimica de los
materiales por accién de organismos vivos que conlleva cambios en las propiedades fisicas. Una microparticula es
biodegradable si, en presencia de un ambiente reductor, los enlaces disulfuro del interior de las microparticulas se
escinden para dar sus grupos tiol y, a continuaciéon, se escinden posteriormente, por ejemplo, para formar

aminoacidos que estan solubilizados y causan la degradacion de la microparticula.

Los tumores en un estado de hipoxia proporcionan un ambiente muy reductor, que se puede usar como una diana
para los sistemas inteligentes de liberacion de farmacos. En un ejemplo especifico, en presencia del ambiente
reductor, los enlaces disulfuro del interior de las microparticulas de BALC se escinden para dar sus grupos tiol. La
BALC reducida se escinde para dar su componente de partida, el aminoacido L-cisteina, pero queda retenida en el
interior de la microparticula por la estructura del copolimero, por lo tanto, el sistema de liberacion retiene su funcion
de embolizaciéon permanente. Sin embargo, a medida que la concentracién de BALC aumenta y la del polimero
disminuye dentro de la microparticula, mas BALC polimeriza consigo misma. Cuando las microparticulas se exponen
a los agentes biolégicos que se encuentran en los tumores hipdxicos, a niveles altos de entrecruzamiento, la BALC
se escindira otra vez para formar aminoacidos, pero puede estar fijada a una o mas moléculas adicionales de L-
cisteina en forma de oligdmeros. Los oligdmeros de aminoacidos se pueden solubilizar una vez que se desconectan

de la estructura del copolimero, llevando a la degradacion de la microparticula.

Preferentemente, el polimero de la invencién es hinchable en agua pero insoluble en agua. Por lo tanto, en
presencia de liquido acuoso, el polimero formara un hidrogel. El polimero estd entrecruzado covalentemente,
aunque puede ser apropiado para el polimero que esté entrecruzado iGnicamente, al menos en parte. El polimero se
puede formar mediante polimerizacién de mondmeros etilénicamente insaturados en presencia de mondmeros de
entrecruzamiento difuncionales o de funcionalidad mas alta, monémeros etilénicamente insaturados que incluyen un
monomero anidnico. Se pueden usar copolimeros de metacrilato de hidroxietilo, acido acrilico y monémero de
entrecruzamiento, tales como el dimetacrilato de etilenglicol o la metilenbisacrilamida, tal y como se usa para las

lentes de contacto a base de etafilcon A. Ademas de los agentes de entrecruzamiento que comprenden un enlace
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disulfuro, los cuales pueden participar en reacciones de polimerizacién, pueden estar presentes estos monémeros

de entrecruzamiento.

Otro tipo de polimero que se puede usar para formar la matriz hinchable en agua e insoluble en agua es el alcohol
polivinilico entrecruzado usando agentes de entrecruzamiento de tipo aldehido tales como el glutaraldehido. Para
tales productos, el alcohol polivinilico se debe volver aniénico, por ejemplo, mediante aporte de grupos aniénicos
colgantes mediante reaccion de un grupo funcional acido que contenga un mondémero con los grupos hidroxilo.
Ejemplos de reactivos adecuados son los diacidos, por ejemplo, los acidos dicarboxilicos.

La invencion resulta de especial valor cuando la matriz polimérica estd formada por un macrémero de alcohol
polivinilico, que tiene mas de un grupo etilénicamente insaturado colgante por molécula, mediante copolimerizacion
con monomeros etilénicamente insaturados que comprendan un monémero acido. El macromero de PVA se puede
formar, por ejemplo, aportando un polimero de PVA, de un peso molecular adecuado, tal como en el rango de 1000
a 500 000 D, preferentemente de 10 000 a 100 000 D, con grupos acrilicos o vinilicos colgantes. Los grupos acrilicos
colgantes se pueden aportar, por ejemplo, mediante reaccion del acido acrilico o metacrilico con PVA para formar
enlaces éster a través de alguno de los grupos hidroxilo. Métodos de fijacién de grupos vinilicos capaces de
polimerizar para dar un alcohol polivinilico se describen en, por ejemplo, el documento US4978713Yy,
preferentemente, en los documentos US5508317y 5583163. Por tanto, el macromero preferido comprende una
cadena principal de alcohol polivinilico a la que se conecta, a través de un enlace acetal ciclico, un resto
(alqu)acrilaminoalquilo. El Ejemplo 1 del documento WO2004/071495 describe la sintesis de un ejemplo de tal
macrémero, conocido por el nombre de nelfilcon B, que es util en esta invencién. Preferentemente, los macrémeros

de PVA tienen aproximadamente de 2 a 20 grupos etilénicos colgantes por molécula, por ejemplo de 5 a 10.

Cuando los macrémeros de PVA copolimerizan con mondmeros etilénicamente insaturados que incluyen un
monomero acido, los monémeros acidos preferidos vienen dados por la formula general | del documento WO
04/071495.

Un tipo de monomero especialmente preferido es un &cido (alqu)acrilamidoalcanosulfénico, tal como el acido 2-

acrilamido-2-metil-1-propanosulfonico (AMPS).

En el mondmero etilénicamente insaturado puede haber incluido un monémero diluyente, por ejemplo, un monémero
no iénico. Tal monémero puede ser Util para controlar el pK, de los grupos acidos, para controlar la hidrofilicidad o
hidrofobicidad del producto, para aportar regiones hidrofébicas al polimero o, simplemente, para actuar como
diluyente inerte. Ejemplos de mondmeros diluyentes no iénicos son, por ejemplo, los (alqu)acrilatos y las
(alqu)acrilamidas, especialmente compuestos tales que tengan grupos alquilo con 1 a 12 atomos de carbono, los
alquil(alqu)acrilatos y -(alqu)acrilamidas hidroxi y dihidroxi sustituidos, las lactamas vinilicas, el estireno y otros
monomeros aromaticos.

El mondémero etilénicamente insaturado también puede incluir un mondémero zwitteridnico, por ejemplo para
aumentar la hidrofilicidad, lubricidad, biocompatibilidad y/o hemocompatibilidad de las particulas. Monémeros
zwitteridnicos adecuados se describen en nuestras publicaciones anteriores WO-A-9207885, W0O-A-9416748, WO-

A-9416749 y WO-A-9520407. Preferentemente, un mondmero zwitteriénico es la 2-(metacriloiloxietilfosforilcolina)
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(MPC).

En la matriz polimérica, la concentracion de anién se encuentra preferentemente en el intervalo de 0,1 a 10 meq g'l,

preferentemente al menos 1,0 meq g'l.

Cuando el macromero de PVA copolimeriza con otros mondmeros etilénicamente insaturados, la proporcion en peso
de macrémero de PVA a otro monémero se encuentra preferentemente en el intervalo de 50:1 a 1.5, mas
preferentemente en el rango de 20:1 a 1:2. En el monémero etilénicamente insaturado, el monémero aniénico esta
presente preferentemente en una cantidad en el intervalo del 10 al 100 % molar, preferentemente al menos el 25 %

molar.

Preferentemente, el polimero hinchable en agua e insoluble en agua tiene un contenido de agua en equilibrio,

medido mediante analisis gravimétrico, del 40 al 99 % en peso, preferentemente del 75 al 95 %.

El polimero se puede transformar en particulas de varias formas. Por ejemplo, el polimero entrecruzado se puede
fabricar como un material a granel, por ejemplo en forma de una lamina o un bloque, y, a continuacion, se puede
conminuir posteriormente hasta el tamafio deseado. Alternativamente, el polimero entrecruzado se puede formar
como tal en forma particulada, por ejemplo mediante polimerizaciéon de gotas de monémero en una fase dispersa de
un vehiculo inmiscible continuo. Se conocen ejemplos de polimerizaciones agua en aceite para producir particulas
que tengan el tamafo deseado cuando hinchen. Por ejemplo, el documento US4224427 describe procedimientos de
formacion de perlas esféricas uniformes de hasta 5 mm de didmetro mediante dispersion de mondémeros
hidrosolubles en una fase solvente continua, en presencia de agentes de suspension. Pueden estar presentes
estabilizantes y tensioactivos para permitir controlar el tamafio de las particulas de la fase dispersa. Después de la
polimerizacién, las microparticulas entrecruzadas se recuperan mediante medios conocidos, se lavan v,
opcionalmente, se esterilizan. Preferentemente, las particulas, por ejemplo, microparticulas, se hinchan en un liquido

acuoso y se clasifican en funcién de su tamafio.

El agente de entrecruzamiento que comprende un enlace disulfuro se incorpora en el polimero tal y como se ilustra
en los ejemplos. Habitualmente, cuando se usa polimerizacion por suspension inversa, el agente se incorpora en la
fase acuosa. Si el agente de entrecruzamiento comprende grupos etilénicamente insaturados, puede participar en
una reaccion de polimerizacion con el polimero. Preferentemente, la formulacion de microparticulas contiene del 0,5-

100 % en peso, mas habitualmente del 0,5-80 % en peso del entrecruzador.

Cualquier farmaco que se pueda incorporar a las microparticulas de la invencion puede encontrar utilidad en esta
invencion. El farmaco se puede, por ejemplo, seleccionar de entre el grupo que consiste en farmacos antitumorales,
farmacos antiangiogénesis, farmacos antifungicos, farmacos antivirales, farmacos antiinflamatorios, farmacos
antibacterianos, farmacos antihistaminicos, farmacos antineoplasicos, enzimas y agente antialergénicos. Los
farmacos preferidos son los farmacos antineoplasicos y tienen propiedades quimioterapéuticas. Estos se pueden

usar en terapia antitumoral.
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El farmaco puede ser un agente citotdxico. Un agente citotoxico es uno que es toxico directamente para las células,
impidiendo su reproduccion o crecimiento. Agentes citotoxicos adecuados son, por ejemplo, los compuestos de
antraciclina tales como la doxorubicina y otros compuestos desvelados en el documento WO04071495, los
derivados de la camptotecina, tal y como se describe en el documento WO2006027567, los taxanos, los
antimetabolitos neoplasicos a base de platino tales como el 5-FU, el FUDR, la mercaptopurina, la capecitabina, otros
antibidticos citotéxicos tales como la actinomicina D y los alcaloides de la vinca, entre los que se incluyen la
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina. Entre los ejemplos también se incluyen la citarabina, la gemcitabina,
la ciclofosfamida, la fludaribina,el clorambucilo, el busulfan, la mitoxantrona, los retinoides, la anagrelida, etc. Los
compuestos de camptotecina tales como el topotecan y el irinotecan son particularmente preferidos porque estan

cargados.

Entre otros farmacos utiles se incluyen los platinos (cisplatino, oxaliplatino, carboplatino), los taxanos (paclitaxel,

docetaxel) y la bleomicina.

Una clase de compuestos citotoxicos o citostaticos que se pueden usar comprende la rapamicina y los analogos a la
rapamicina que se dirigen a la mTOR. Entre tales compuestos se incluyen el sirolimus, temsirolimus, everolimus,
tacrolimus, pimecrolimus, zotarolimus, biolimus, y AP23573. Se puede usar como analogo de la rapamicina
cualquiera de los compuestos abarcados dentro del alcance de los analogos de la rapamicina descritos en el

documento WO-A-2003022807, el contenido del cual se incorpora en el presente documento por referencia.

Entre otros farmacos adecuados se incluyen los inhibidores multiquinasa tales como, pero no limitados a, sorafenib,
sunitinib, bosutinib, brivanib, axitinib, bortezomib, imantinib, canertinib, dasatinib, dovitinib, gefitinib, lapatinib,

lestaurtinib, masitinib, mubritinib, nilotinib, pazopanib, saracatinib, tacocitinib, tozasertib, vandetanib y vatalanib.

Entre otros farmacos adecuados se incluyen el etinostat, la enzastaurina e inhibidores de la PARP tales como el

olaparib.

Alternativamente, el farmaco puede ser un inhibidor de la COX. Los inhibidores de la COX, por ejemplo, los AINE,
podrian actuar como agentes antiinflamatorios y analgésicos, dirigiéndose a la inflamacién y el dolor asociados al
procedimiento de quimioembolizacién. Un ejemplo es el ibuprofeno.

Preferentemente, el activo terapéutico (farmaco) usado en la presente invencion es un compuesto de antraciclina,
que comprende un grupo antraquinona al que se fija un aminoazulcar. Se cree que el grupo amino del azlcar se
asocia con cualquiera de los grupos anionicos de la matriz polimérica para permitir niveles altos de carga y la

liberacién controlada después de la administracion.

Los farmacos preferidos son las antraciclinas, por ejemplo, la doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, idarubicina y

la antracenediona mitoxantrona.

En la invencion, generalmente, el farmaco esta fijado de forma no covalente a la matriz polimérica.
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El farmaco puede ser i6nico o no ionico. Cuando el farmaco es catidnico, es preferible que el entrecruzador tenga

grupos aniénicos que puedan ayudar a unir el farmaco.

Preferentemente, hay dos grupos anionicos y estos se distribuyen simétricamente respecto al enlace disulfuro. A
este respecto, se prefiere especialmente el agente de entrecruzamiento bisacrilamida-L-cistina. Los dos grupos se
unen a la molécula catiénica del farmaco. Sin estar limitados por la teoria, se cree que cuando el enlace disulfuro se
escinde en un ambiente hipdxico, los dos grupos anionicos se ven forzados a separarse, lo que facilita la liberacion

del farmaco.

Cuando el polimero es cationico, el farmaco es preferentemente aniénico y esta asociado electrostaticamente con el

polimero.

También es posible que el polimero o el farmaco no estén cargados.

El activo terapéutico (farmaco) se puede incorporar a la matriz polimérica mediante una variedad de técnicas. En un
método, el activo terapéutico se puede mezclar con un precursor del polimero, por ejemplo, una mezcla de
monomero 0 macrémero o un polimero entrecruzable y una mezcla de entrecruzamiento, antes de la polimerizacion
o el entrecruzamiento. Alternativamente, el activo se puede cargar en el polimero después de haber sido
entrecruzado. Por ejemplo, el polimero sélido particulado puede estar hinchado en una solucidon del activo
terapéutico, preferentemente en agua. Opcionalmente, se puede eliminar posteriormente el agente no absorbido y/o
evaporar el solvente. Se puede pulverizar una solucién del activo, en un solvente organico tal como un alcohol, o,
mas preferentemente, en agua, sobre un lecho mavil de particulas, en el que el farmaco se absorbe en el cuerpo de
las particulas a la vez que se elimina el solvente. M&s convenientemente,hemos encontrado que es posible
simplemente poner en contacto las particulas hinchadas suspendidas en un vehiculo liquido continuo, tal como el
agua, con una solucién de farmaco, durante un periodo de tiempo prolongado, en el que el farmaco se absorbe en el
cuerpo de las particulas. Se cree que es analogo a un proceso de tipo intercambio catiénico. El vehiculo de
hinchamiento se puede retirar posteriormente o, convenientemente, puede quedar retenido en las particulas como

parte del producto para su uso posterior como agente embadlico.

A continuacion, se separan las microparticulas del vehiculo de hinchamiento, se filtran y se secan. Se dan detalles

de procedimientos adecuados en el documento WO 04/071495.

La composicién que se administra a un paciente, que tiene un tumor sélido, por ejemplo un carcinoma hepatocelular,
con necesidad de emboloterpaia es una suspension acuosa de particulas hinchadas que contienen el farmaco
absorbido. Con frecuencia, es deseable que la suspension esté mezclada con un agente de diagnéstico por imagen,
tal como un agente radiopaco convencional, antes de su liberacion, tal y como se usa para composiciones embdlicas
de tipo gel. Por ejemplo, antes de la administracion, se puede mezclar una suspensién acuosa de particulas
hinchadas que contienen el farmaco absorbido con un agente radiopaco liquido usado convencionalmente con
agentes embdlicos, por ejemplo, lipiodol, en cantidades en el intervalo de 2:1 a 1:2, preferentemente
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aproximadamente 1:1 en volumen.

Se dan detalles adicionales de esto en el documento WO 04/071495.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 es un esquema que muestra que, a medida que disminuyen los niveles del oxigeno que alimenta al
tumor, como consecuencia, aumenta la presencia de factores de crecimiento, ya que el tumor se vuelve hipéxico vy,
por consiguiente, aumenta de tamafio.

La Figura 2A muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA solo.

La Figura 2B muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 1,7 % de BAC.
La Figura 3 muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 4 % de BAC.

La Figura 4 muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 8 % de BAC.

La Figura 5 muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 2 % de BALC.

La Figura 6 muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 4 % de BALC.

La Figura 7 muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 8 % de BALC.

La Figura 8 muestra la distribucion del tamafio de las microesferas de macrémero de PVA con un 15 % de BALC.

La Figura 9 muestra el porcentaje de microesferas de BALC entrecruzadas frente a la carga de doxorubicina.

La Figura 10 muestra un imagen de microesferas cargadas después del lavado de la doxorubicina.

La Figura 11 muestra un barrido del efecto del DTT sobre la doxorubicina a lo largo del tiempo.

La Figura 12A muestra un perfil de elucion de la doxorubicina desde microesferas de BALC al 31 %.

La Figura 12B muestra el porcentaje de liberacion de un perfil de elucién: BALC reducida frente a BALC no reducida.
La Figura 13 muestra la diferencia porcentual de microesferas de BALC reducidas y no reducidas.

La Figura 14A muestra una imagen de microscopia 6ptica de microparticulas de BALC al 100%.

La Figura 14B muestra una imagen de microparticulas de BALC al 100 % decantando en agua.

La Figura 15 muestra el tamafio de las microesferas de BALC al 45 % antes y después de la reduccion.

La Figura 16 muestra un perfil de elucion del irinotecan desde microesferas de BALC al 31 % (N=3).

La Figura 17 muestra microesferas de BALC cargadas con rapamicina.

La Figura 18 muestra microesferas de BALC cargadas con diclofenaco.

La Figura 19 muestra la elucion de doxorubicina desde microparticulas de BALC-HEMA.

La Figura 20A muestra microparticulas de BALC-HEMA cargadas con farmaco antes de la elucion.

La Figura 20B muestra microparticulas de BALC-HEMA durante la elucion en un ambiente normal.

La Figura 20C muestra microparticulas de BALC-HEMA durante la elucién en un ambiente reductor.

La Figura 21 muestra la elucion de doxorubicina desde microparticulas de BALC-AA.

La Figura 22 A muestra microparticulas de BALC-acido acrilico cargadas con farmaco antes de la elucién.

La Figura 22 B muestra microparticulas de BALC-acido acrilico durante la elucién en un ambiente normal.

La Figura 22 C muestra microparticulas de BALC-acido acrilico durante la elucién en un ambiente reductor.

EJEMPLOS
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Ejemplo 1. Descripcion en lineas generales del método de sintesis del entrecruzador por puentes

disulfuro N,N'-bis acriloil-(L)-cistina (BALC)
Se preparo6 el entrecruzador por puentes disulfuro denominado BALC (férmula quimica: C12H1606N2S2) usando un
5 ejemplo modificado presentado en el documento "New poly(amido amine)s containing disulfide linkages in their main

chain." (2005). Journal of polymer science Part A: polymer chemistry. Vol 43, Issue 7. Pages 1404-1416.

El procedimiento incluyé la amidacion y diacrilacién de diclorhidrato de cistina (esquema 1).

NH, 0
HO =
0 NH,
.2HCI
Ma® "0 O

HO._ 0O
y 0
| 5
5 N
h
0
0% ™0H

- Esquema 1: sintesis de bisacriloil-L-cistina

En un matraz de 500 mL de 3 bocas, que estaba equipado con un agitador superior a través de la salida media, se
disolvieron 12,1 g de diclorhidrato de cistina y 15 mg de radicales libres 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilo,
(TEMPO) en 50 mL de agua. El matraz se coloc6 en un bafio maria, la mezcla se enfrid hasta 0-5 °C con hielo y se
15 observé la temperatura con un termometro de vidrio. Se ajust6 el agitador superior a 150 rpm y se mantuvo la

temperatura a 0-5 °C durante toda la adicion de los materiales.
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Se colocaron dos embudos de adicién, uno a cada lado del agitador. Uno de los embudos de adicidn contenia una
combinacion de 10 mL de diclorometano y cloruro de acriloilo 10 M. El otro embudo de adicion contenia NaOH 6 M.
En primer lugar, se afiadi6 NaOH 6 M, gota a gota, hasta que el pH cayé a 8-10 y se mantuvo ese pH durante toda
la adicion, en la cual se acumularon aproximadamente 50 mL de NaOH. Una vez que el pH era correcto, se afiadio
manualmente la solucién de cloruro de acriloilo, gota a gota, durante un periodo de 1 hora y 30 minutos. Una vez
gue termind la adicion, se dejé agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas mas. Una vez que se

completo la agitacion, se ajusté el pH a 1-2.

La mezcla se congel6 toda la noche y, a continuacion, se liofiliz6. Una vez que la liofilizacién habia terminado, se
afiadio acetona al polvo blanco y se filtr6 todo el NaCl. Se eliminé toda la acetona, se sec6 la muestra y, a
continuacién, se afiadié metanol. Una vez afiadido el metanol, se someti6é la soluciébn a evaporacién rotativa vy,

finalmente, en este método, se obtuvo una gran cantidad de polvo blanco.
En este procedimiento se obtuvieron 10,15 g de entrecruzador, con un rendimiento del 58 %.

Se llevé a cabo un andlisis de la estructura de la BALC usando RMN *H, gue mostro picos de protén a 6,3 ppm para

H2, 6,24 ppm para H3, 5,8 ppm para H1, 4,7 ppm para H5, 3,3 ppm para H6 y 3,0 ppm para H7.

Se llevé a cabo un andlisis de la estructura de la BALC usando RMN *°H, que mostr6 picos de carbono a 175 ppm

para C6, 168 ppm para C3, 129 ppm para C2, 128 ppm para C1, 53 ppm para C4 y 39 ppm para C5.

Se llevé a cabo un andlisis de la estructura de la BALC usando espectroscopia de masas con ionizacion por

electronebulizacidn, el cual confirm6 el peso molecular de 348.
Ejemplo 2: Sintesis de microesferas entrecruzadas con N,N'-bis(acriloil)cistamina (BAC)

Las microesferas de la invencidon se fabricaron mediante polimerizacion por suspension inversa en un vaso

encamisado de 2 litros con un agitador superior.

La fase organica estaba compuesta por 600 g de acetato de n-butilo y 11,5 g de acetato-butirato de celulosa. Se

purgé el vaso con nitrogeno y se utilizé una velocidad de agitacién de aproximadamente 400 rpm.

La fase acuosa consistid en un macromero de Nelfilcon B, un macrémero polimerizable del ampliamente usado
polimero de PVA hidrosoluble, que se modifica con N-acriloilaminoacetaldehido. Es este macromero de PVA
funcionalizado, que esta fuertemente entrecruzado con un entrecruzador por puentes disulfuro, el que produce una
microesfera que contiene enlaces cruzados disulfuro reducibles. El contenido de agua de la fase acuosa se complet6
hasta 130 g.

El agente de entrecruzamiento por puentes disulfuro de este ejemplo se adquiridé en Sigma Aldrich Inc. La cantidad
de entrecruzador se predeterminé mediante calculo de un porcentaje en base al contenido en peso seco de la fase

16



10

15

20

25

ES 2 645286 T3

acuosa. Se produjeron series de microesferas entrecruzadas al 1,7 %, 4 %y 8 %.

En el caso de la bis(acriloil)cistamina, debido a su naturaleza hidrofébica, el entrecruzador se disolvié en la cantidad
de agua que se iba a afadir para formar la fase acuosa. El entrecruzador se disolvi6 mediante calentamiento,
asegurandose de no superar el punto de fusion del entrecruzador. A continuacién, se permitié que enfriara el agua y

se disolvié la solucién en el macrémero.

La incorporacion del entrecruzador al macrémero de PVA se realizé usando un iniciador térmico. Después de 2
horas, la sintesis de las perlas con capacidad de respuesta a estimulos se habia completado y se retiraron del vaso
mediante un procedimiento de limpieza con acetato de etilo y acetona. El tamafio de las microesferas se pudo

calibrar hasta un tamafio deseado mediante alteracion de la velocidad del agitador.
Después de retirarlas del vaso, se lavaron las perlas y se limpiaron para eliminar cualquier posible residuo de
acetona. Después de hidratarlas, se secaron las microesferas usando un horno y se ftrituraron. Se us@ analisis

elemental para confirmar la incorporacién del entrecruzador en base al contenido de azufre.

Andlisis elemental de microesferas solo a base de macrémero de PVA (sin entrecruzador)

ELEMENTO C H N S
% tedrico 53,64 9,04 1,53 0
% encontrado 1 52,17 9,04 0,30 <0,10
% encontrado 2 52,36 9,03 0,29 <0,10

Microesferas de BAC al 1,7 %

ELEMENTO C H N S

% tedrico 53,74 9,03 1,69 0,42
% encontrado 1 53,22 9,10 0,51 0,85
% encontrado 2 53,15 9,15 0,51 0,92

Microesferas de BAC al 4 %

ELEMENTO C H N S

% tedrico 53,87 9,02 1,92 0,99
% encontrado 1 53,24 8,84 0,83 1,35
% encontrado 2 53,13 8,93 0,84 1,42

Microesferas de BAC al 8 %
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ELEMENTO C H N S

% tedrico 54,10 8,99 2,3 1,98
% encontrado 1 52,54 8,86 1,37 2,32
% encontrado 2 52,62 8,99 1,42 2,33

Ejemplo 3: Sintesis de microesferas entrecruzadas con N,N'-bis(acriloil)-(L)-cistina

Se fabricaron microesferas de la invencion mediante polimerizacién por suspension inversa, de practicamente la

misma forma que en el Ejemplo 2.

En este ejemplo se sintetizd la BALC de forma interna. El entrecruzador era hidrofilico y muy soluble en agua, a
diferencia de la BAC; por lo tanto, en la sintesis de microesferas de BALC no se necesitdé calentamiento para
disolver el entrecruzador en agua. Debido a la naturaleza hidrofilica del entrecruzador, se pudo aumentar
drasticamente el porcentaje de incorporacion a las microesferas desde el 0 % hasta esencialmente el 100 % de

microesferas de BALC entrecruzadas.

Después de fabricar las microesferas del Ejemplo 3, se lavaron y limpiaron tal y como se describe en el Ejemplo 2.
De nuevo, para confirmar la incorporacién del entrecruzador por puentes disulfuro en la microesfera, se llevo a cabo
andlisis elemental de las diferentes formulaciones de microesferas de BALC. Sin embargo, en lugar de secar las

microesferas en un horno vy triturarlas, lo cual se realizé con las microesferas de BAC, se emple6 un liofilizador en su

lugar.

Andlisis elemental de microesferas solo a base de macrémero de PVA - sin entrecruzador

ELEMENTO C H N S
% tedrico 53,6 9,04 1,53 0
% encontrado 1 52,52 9,26 0,60 <0,10
% encontrado 2 52,83 9,42 0,61 <0,10

Microesferas de BALC al 4 %

ELEMENTO C H N S

% tedrico 53,1 8,8 1,7 0,9
% encontrado 1 51,99 8,48 1,16 1,36
% encontrado 2 51,90 8,68 1,14 1,29

25 Microesferas de BALC al 15 %

ELEMENTO C H N S
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% tedérico 51,8 8,4 2,4 2,7
% encontrado 1 50,67 8,38 2,04 2,82
% encontrado 2 50,50 8,33 2,17 2,74

Microesferas de BALC al 31 %

ELEMENTO C H N S

% tedérico 49,8 7,8 3,5 5,6
% encontrado 1 48,66 7,81 3,14 5,31
% encontrado 2 48,36 7,73 3,13 5,35

5 Ejemplo 4: Reduccién y dimensionamiento de microesferas de BAC.

Después de la sintesis de las microesferas de BAC, se llevaron a cabo estudios adicionales de caracterizacion

enfocados al tamafio de las microesferas y su potencial para expandir en un ambiente reductor.

10 Debido a la incorporaciéon de enlaces disulfuro cruzados en toda la estructura de la microesfera, en un ambiente
reductor, los enlaces disulfuro se deberian escindir llevando a un aumento del didmetro de la microesfera. En teoria,

este aumento de diametro deberia llevar a una embolizacién mucho mas eficiente del vaso diana.

Las nuevas microesferas deberian actuar como un embdlico permanente y no deberian degradarse en la reduccion
15 del entrecruzador por puentes disulfuro. Las microesferas son mantenidas en su lugar por la cadena principal de
PVA.

Las microesferas se redujeron usando un ejemplo modificado presentado en el documento "Redox-Cleavable star
cationic PDMAEMA by arm-first approach of ATRP as a nonviral vector for gene delivery," (2010) Biomaterials,
20 Volume 3, Pages 559-569

De cada formulacién de microesfera, se colocé 1 mL de microesferas en un vial de 10 mL con 1 mL de agua

destilada.

25 A continuacién, se transfirieron las microesferas a un plato de vidrio para su dimensionamiento manual bajo un

microscopio 6ptico.

A continuacion, se transfirieron las mismas microesferas de vuelta al vial de vidrio y se afiadieron 1,5 mL de
NaBH4 al 4 % a las perlas para escindir los puentes disulfuro.

30
A continuacion, se dejaron las perlas en un bafio maria a 37 °C durante 1 hora.

Después de transcurrida 1 hora, se retiraron los viales del bafio maria y se realizd un procedimiento constante de
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lavado con agua destilada hasta que se eliminé todo el NaBH .

Una vez que se habia lavado todo el agente reductor, las microesferas se volvieron a colocar en platos de vidrio y se

volvieron a analizar al microscopio éptico usando el mismo método que antes.

Una vez que se dimensionaron todas las microesferas, se recogieron los datos en dos grupos de perlas, antes de la
reduccion y después de la reduccién (Figuras 2A-4). Las microesferas de macrémero de solo PVA se usaron como

grupo de control en el que no se esperaba cambio de tamafio alguno.
Ejemplo 5: Reduccién y dimensionamiento de microesferas de BALC

La reduccion y el dimensionamiento de las microesferas de BALC se llevd a cabo usando exactamente el mismo

método que el usado para las microesferas de BAC. Los resultados se muestran en las Figuras 5-8.
Ejemplo 6: Maxima capacidad de carga de farmaco de microesferas de BALC con doxorubicina

Debido al uso del entrecruzador por puentes disulfuro BALC, hay dos grupos acido carboxilico fijados al monémero.
A pH neutro, los grupos carboxilicos se desprotonan dejando grupos carboxilato cargados negativamente que se

unen a farmacos cargados positivamente.

Se llevaron a cabo experimentos para confirmar la capacidad de union y la maxima capacidad de unién de farmaco

a las microesferas de BALC.

Debido a los dos grupos carboxilato, se asumié una capacidad de unién teérica en base a una relacién 2:1 de

farmaco a monémero.

Se colocd 1 mL de microesferas de cada formulacién de microesferas de BALC en respectivos viales de vidrio de 10

mL. También se coloco 1 mL de microesferas de solo PVA en un vial de vidrio para ser usado como control.

En base a la capacidad de unién tedrica, se afadié un exceso de clorhidrato de doxorubicina a cada vial con un

valor constante de 60 mg.mL'l por vial.
A continuacion, se dejaron a cargar las microesferas durante la noche, con agitacidon constante sobre un agitador.

A continuacion, se detuvo el agitador y se retir6 todo el farmaco restante de los viales usando una pipeta de vidrio y
se coloc6 en un vial independiente para su analisis. Entonces, las microesferas tenian 10 mL de agua destilada
afadida y se dejaron sometidas a agitacion. Posteriormente, se retiraron los 10 mL de agua contaminada con
farmaco y se colocaron en un vial, para su analisis, y se volvieron a afiadir 10 mL de agua destilada fresca a las

microesferas.
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Este proceso, conocido como lavado de la doxorubicina, se realizé6 multiples veces hasta que fue evidente que las
microesferas no estaban liberando méas farmaco y que el agua habia perdido el obvio color rojo del farmaco

doxorubicina.

A continuacion, se analizaron las muestras de farmaco recogidas del lavado de la doxorubicina usando
espectroscopia UV-Vis para determinar la cantidad exacta de farmaco retirada de los viales, la cual a su vez revela

la capacidad de unién de las microesferas de BALC.

Se us6 una solucion estandar de concentracion de doxorubicina conocida para confirmar la cantidad exacta de
doxorubicina afiadida a los viales y se usaron los mismos estandares para determinar la cantidad exacta de farmaco
retirado de los viales. El valor de la ultima fue restado de la cantidad inicial de farmaco afiadido para determinar la

cantidad de farmaco unido a las microesferas de BALC (Figura 9).

Tabla 1: Cantidades de doxorubicina cargadas

% de microesferas de BALC entrecruzadas mg.mL ™ tedricos mg.mL™" reales
0 0 2,1
2 2,5 5,44
4 5,2 8,57
8 10,4 11,25
15 19,5 14,69

Las microesferas de control no absorbieron activamente farmaco alguno; sin embargo, la doxorubicina tifi6 las perlas

y los objetos de vidrio. (Véase la Figura 10)
Después del analisis de los resultados de carga, para aumentar alin mas la cantidad de farmaco cargado, se llevo a
cabo un experimento de carga n=4 usando una formulacion con un contenido de BALC mas elevado (microesferas

de BALC al 31 %).

De nuevo, el mismo método que se usO para determinar la capacidad de carga de las otras formulaciones de

microesferas de BALC, se us6 para determinar la capacidad de carga de las microesferas de BALC al 31 %.

Tabla 2: Microesferas de BALC cargadas con doxorubicina

Reproduccién de BALC al 31 % Doxorubicina cargada (mg.mL™)
1 34,2
2 39,7
3 41,6
4 37,8

Maxima capacidad de carga media de las microesferas de BALC al 31 % = 38,3 mg.mL'1
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Ejemplo 7: Elucién del farmaco desde microesferas de BALC

Después de cargar las microesferas de BALC de acuerdo con el Ejemplo 6, se determind la cinética de liberacion del

farmaco de las perlas.

La hipotesis nula presentada antes del ensayo fue que en un ambiente hipoxico (reductor), el disulfuro experimenta
una escision rapida, con una escala temporal de minutos a horas, en la que la degradacién quimica de respuesta
rapida lleva a una mejora significativa de la liberacién del farmaco desde las microesferas en comparacién con

aquellas en un ambiente no reductor.

El experimento in vitro se presentdé para reproducir la posible acciéon de las microesferas de BALC cargadas con

farmaco en un ambiente de hipoxia in vivo.

En primer lugar, se llenaron seis viales de vidrio de 10 mL con 1 mL de microesferas de BALC al 31 % sin cargar. A
continuacion, se cargaron estas microesferas hasta su maxima capacidad de carga, con una media de 38,3 mg.mL’l,
y se cargaron usando el método del Ejemplo 6. Una vez que se habia lavado toda la doxorubicina, se mantuvieron

las microesferas en sus viales independientes en agua destilada hasta el inicio de la elucion.

A continuacién, se tomaron seis jarras marrones de 220 mL y se llenaron con 200 mL de solucién salina tamponada
con fosfato (PBSS). Estas jarras se colocaron en un plato agitador magnético con un agitador magnético en cada

jarra.

El ditiotreitol (DTT) es un agente reductor de puentes disulfuro suave y se usa para mantener los grupos disulfuro en
su estado reducido de tiol. Este fue el agente reductor seleccionado, ya que los barridos por espectroscopia UV-Vis
mostraron que el DTT no altera la estructura de la doxorubicina con el tiempo. Se afiadié una alta concentracion de
DTT a la doxorubicina y se realiz6 un barrido a intervalos de tiempo de 1 hora usando un espectrofotometro UV-Vis.
Después de 17 horas de exposiciéon al DTT, habia muy poco cambio en la absorbancia de la doxorubicina desde el

principio hasta el final (Figura 11).

Para producir un ambiente reductor para las microesferas de BALC, se afiadio DTT 50-60 mM a tres de las jarras
marrones. El DTT se calculé para que estuviera en un exceso 10 molar con respecto al entrecruzador por puentes
disulfuro. Las tres jarras marrones restantes se dejaron como PBS y actuaron como control, mostrando la elucién de

las microesferas de BALC en un ambiente no reductor.

A las 0 horas, se usaron 5 mL del medio de elucion para retirar las microesferas de BALC de los viales y se

afadieron a las jarras marrones. En este momento, empez6 la elucion.

Durante la liberacion, a ciertos intervalos de tiempo, se tomaron muestras de 5 mL del medio de elucién que
contenia doxorubicina procedente de las microesferas de BALC para su analisis mediante espectroscopia UV-Vis.
Inmediatamente después de la retirada del medio de elucién de la jarra, se afiadieron 5 mL de medio de elucion de
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PBS fresco a las tres jarras marrones que contenian el ambiente no reductor. También se afiadieron 5 mL de PBS
con DTT a las tres jarras marrones que contenian el ambiente reductor. Esto ayudo a preservar el ambiente reductor

y a mantener los tioles en estado reducido.

Se calculd la cantidad exacta de farmaco liberado desde las perlas en los dos ambientes usando soluciones

estandar de concentracion de doxorubicina conocida. Los resultados se muestran en las Figuras 12A 'y 12B.

Después de la elucion n=3 usando DTT, se usé un enfoque modelo-independiente usando un factor de

similitud para determinar si las eluciones eran significativamente diferentes.

Las ecuaciones para determinar si la elucion es significativamente diferente 0 no se encuentran en el
documento Guidance for Industry Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms. Entre los
diversos métodos investigados para la comparacion de perfiles de disolucion, f, es el mas sencillo. Moore y Flanner
propusieron un enfoque matematico modelo-independiente para comparar el perfil de disolucién usando dos
factores, f1 y f2 (2).

f“ = {[El=1n|Rt = Ttl]f[zt=1n Rt]}.'100
f = 50.l0g{[1+(1/n)Zen (Re — Te’T>°.100}

donde Ry T: son los porcentajes acumulativos disueltos, en cada uno de los n intervalos de tiempo, del producto de
referencia y el producto de ensayo, respectivamente. El factor f1 es proporcional a la diferencia media entre los dos
perfiles, donde como el factor f, es inversamente proporcional a la diferencia cuadratica media entre los dos perfiles,
con énfasis en la mayor diferencia entre todos los intervalos de tiempo. El factor f, mide la cercania entre los dos
perfiles. Debido a la naturaleza de la medicion, f; se describié como factor de diferencia y f, como factor de similitud
(2). En comparaciones de perfiles de disolucién, especialmente para garantizar la similitud de comportamiento del
producto, el interés regulador se centra en conocer cémo de similares son las curvas y en tener una medida que sea
mas sensible a diferencias grandes en cualquier intervalo de tiempo concreto. Por este motivo, la comparacion de

f2 ha sido la prioridad de las directrices de la agencia.

Las directrices establecen que para curvas que se consideren similares, los valores de f1 deberian ser préximos a 0
y los valores de f, deberian ser proximos a 100. Generalmente, los valores de f1 de hasta 15 (0-15) y los valores de
f2 superiores a 50 (50-100) garantizan similitud o equivalencia de las dos curvas y, por tanto, del resultado de los

productos de ensayo (poscambio) y de referencia (precambio).

Si los valores de f; no estan por debajo de 15 y los valores de f; no estan por encima de 50, entonces, se puede

aceptar que la elucion es significativamente diferente.
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Tabla 3: Datos de similaridad de elucién

Comparacion del eluido total Comparacion del porcentaje eluido
promedio promedio
> F 94,2 81,0
50 | 2
< F 37,21 36,69
15 1

El ensayo de disolucion muestra que aunque f, es superior a 50, f1 no es inferior a 15 y, por lo tanto, las dos

eluciones son significativamente diferentes.

Se llevé a cabo el mismo experimento de elucion del farmaco usando 2-mercaptoetanol como agente reductor en
lugar de DTT, y se llev6 a cabo con cada formulacion de microesferas de BALC. De nuevo, los resultados mostraron
que habia una diferencia de elucion entre las microesferas de BALC que estaban reducidas y las que no estaban
reducidas. Se seleccion6 un intervalo de tiempo de 360 minutos para comparar la diferencia porcentual entre las
eluciones con cada formulacién de BALC, para ver el porcentaje eluido a partir de cada formulacién comparado con

los demas (Figura 13).

De nuevo, los resultados muestran una diferencia porcentual considerable entre la elucién reducida y sin reducir, lo
que corrobora los resultados anteriores. La grafica también indica una posible tendencia de la cinética de disolucién

a la carga de méas doxorubicina.

Las microesferas se pueden separan del vehiculo de hinchamiento, filtrar y secar. Se dan detalles de procedimientos
adecuados en el documento WO 04/071495.

La composicion que se administra a un paciente, que tiene un tumor sélido, por ejemplo un carcinoma hepatocelular,
con necesidad de emboloterpaia es una suspension acuosa de particulas hinchadas que contienen el farmaco
absorbido. Con frecuencia, es deseable que la suspension esté mezclada con un agente de diagnostico por imagen,
tal como un agente radiopaco convencional, antes de su liberacion, tal y como se usa para composiciones embdlicas
de tipo gel. Por ejemplo, inmediatamente antes de la administracion, se puede mezclar una suspension acuosa de
particulas hinchadas que contienen el farmaco absorbido con un agente radiopaco liquido usado convencionalmente
con agentes embdlicos, por ejemplo, lipiodol, en cantidades en el intervalo de 2:1 a 1:2, preferentemente

aproximadamente 1:1 en volumen.

Se dan detalles adicionales de esto en el documento WO 04/071495.

Ejemplo 8: Sintesis de microparticulas de BALC con porcentajes de entrecruzamiento altos

La BALC es muy reactiva debido a sus grupos acrilato y, aunque es soluble en agua, a medida que la concentracion
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de BALC aumenta, su adicién al agua se puede ver comprometida si se afiade demasiado rapidamente. Se ha
observado que la BALC puede gelificar cuando se afiaden cantidades grandes al agua. En este momento, se asume
que la BALC ha polimerizado y ya no es soluble en agua. Por lo tanto, la BALC se debe afiadir en cantidades muy
pequefias al volumen predeterminado de agua. Solo se puede afiadir mas BALC a la solucién una vez que se ha
disuelto completamente la BALC. Una vez disuelta completamente, la BALC se dispersa en el macromero de PVA 'y
se coloca en una mezcladora de rodillos durante 10 minutos. Para incorporar correctamente la BALC, es necesario
reducir la cantidad de iniciador térmico afiadida a la reaccion, segin lo indicado en anteriores formulaciones de
BALC méas bajas. Reduciendo la cantidad de iniciador térmico en la etapa de sintesis hasta un décimo de su valor

original es posible aumentar con éxito la cantidad de BALC en el interior de las microesferas.

Usando la técnica existente, y un mayor tiempo de reaccion debido a la cantidad mas baja de iniciador, se han
producido perlas de BALC del 0,5-100 %. Debido a la insolubilidad de la BALC en la fase organica, es posible
producir estas microesferas con una pérdida minima de producto, ya que el entrecruzador no se parte en la fase
organica a medida que polimeriza. Practicamente toda la BALC introducida en el sistema se incorpora a las perlas.
El analisis elemental que se muestra a continuacion se encuentra dentro del +10 % de la formulacién teérica, que es

tipica de sistemas poliméricos e ilustra la sintesis con éxito de una microesfera de BALC al 45 %.

Tabla 4: Andlisis elemental de microesferas de BALC al 45 %

ELEMENTO C H N S
% tedrico 48,4 7,2 3,7 8,1
% encontrado 1 45,83 7,30 3,62 7,96
% encontrado 2 45,65 7,19 3,67 7,97

Se llevé a cabo un ejemplo adicional retirando todo el macrémero de PVA de la mezcla de reaccion, produciendo
una microesfera unida Gnicamente mediante BALC. La Figura 14A muestra una imagen de microscopia Optica de
microparticulas de BALC al 100%: La Figura 14B muestra una imagen de perlas de BALC al 100 % decantando en
agua Estas microparticulas son mas dificiles de comprimir que las formulaciones anteriores que contenian PVA, pero
la formulacién es mas friable, aunque aun capaz de cargar el farmaco cargado mediante intercambio iénico.

Ejemplo 9: Reducciéon y dimensionamiento de microesferas de BALC al 45 %

A pesar de que el analisis elemental del ejemplo 8 indicaba que la BALC se habia incorporado con éxito a la
estructura de la perla, se buscaron mas pruebas para apoyar esta suposicion y, también, para determinar si el
entrecruzador habia permanecido intacto en el interior de la estructura de la perla. Esto se llevé a cabo usando un

método visual con el uso de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico.

El DTNB (reactivo de Ellman) es un producto quimico que se puede usar para cuantificar la cantidad de grupos tiol
en una muestra. En este caso, se us0 para calificar la presencia de los grupos disulfuro en el interior de la estructura
de las microparticulas. Cuando las microparticulas no estan en estado reducido, los grupos disulfuro no deberian

reaccionar con el reactivo de Ellman, pero cuando las microparticulas estan reducidas, los grupos tiol escindiran el
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puente disulfuro del DTNB para dar 2-nitro-5-tiobenzoato (NTB'), el cual se ioniza en agua, a pH neutro y alcalino,
para dar el dianién NTB?. El mecanismo de escision del DTNB a su dianién NTB* mediante el grupo tiol presente en

las microparticulas se puede ver a continuacién (esquema 2).

SH
R
+ (0]
OH O (0]
o OH OH
0 N’L i + ?
- —_— +
N 0o N N,
HO S S. o o-
/ S HS
O_, + R

El NTB® produce un color amarillo que se puede usar para confirmar la incorporacion de la BALC. Por lo tanto, el
DTNB se afiadi6 a las microparticulas que no estaban reducidas para ver si se observaba un cambio de color. Como
no se observo cambio de color, esto implicaria que el BALC estaba en su forma disulfuro o que no se habia
incorporado la BALC. Por consiguiente, se tomd otro lote de la misma formulacion de perla y se redujo con NaBH,.
Después de la reduccion, al agente reductor se lavé minuciosamente, asegurandose de que no quedaba nada en las
microparticulas, ya que el agente reductor puede provocar un resultado falso por reduccion directa del DTNB. Una
vez retirado, se afiadio el DTNB a las microparticulas reducidas. Se observo un cambio de color inmediato a amarillo
para todas las formulaciones. El cambio de color que solo se produce después de la reduccion demuestra que la
BALC se ha incorporado a la microparticula en su forma disulfuro. Esto muestra que las microparticulas tienen
potencial para responder al ambiente de un tumor hipdxico. Esta respuesta de las formulaciones anteriores a un
ambiente reductor se presenta en forma de un aumento de didmetro. Se ensayaron las formulaciones con grado de

entrecruzamiento mas elevado para determinar si tenian una alteracion similar de sus propiedades fisicas.

Se midié6 1 mL de microesferas de BALC al 45 % bajo un microscopio 6ptico. A continuacion, se colocaron las
microesferas en un vial con 1 mL de NaBH4 al 4 %. Se incubd la muestra en un bafio maria durante 1 hora a 37 °C.

Se retir6 el agente reductor tal y como se ha descrito anteriormente y se volvieron a dimensionar las perlas.

Los resultados que se ven en la Fig. 15 demuestran que las formulaciones de microesferas de BALC con mayor
grado de entrecruzamiento se comportan exactamente de la misma forma que las formulaciones con menor grado
de entrecruzamiento anteriores. Los resultados del dimensionamiento indican que las perlas podian responder a un
ambiente hipdéxico. Todas las formulaciones anteriores con menor grado de entrecruzamiento tenian un aumento
medio de 200 pm, pero las microesferas de BALC al 45 % tuvieron un aumento medio de 300 um. Esto representa
una tendencia potencial a que, a medida que aumenta la cantidad de BALC en una formulacién, también lo hace el
diametro de las microesferas, ya que se rompen mas enlaces cruzados y aumenta la hinchabilidad de las

microparticulas.

Ejemplo 10: Biodegradabilidad de las microparticulas de BALC
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Se sintetizaron microparticulas de BALC con la intencién de usarlas como un embdlico, ocluyendo el vaso diana y
dejando al tumor sin suministro de nutrientes. Se cree que, a medida que aumenta el nimero de enlaces cruzados
disulfuro en una formulacién, junto con una disminucion del contenido de macromero de PVA, entonces, en algin
momento, la formulaciéon se puede biodegradar/reabsorber, ya que la red polimérica se rompe en fragmentos mas
pequefios tras la reduccion de los enlaces cruzados. Se llevaron a cabo analisis de formulaciones de BALC desde el
0-45 % mediante colocacion de 1 mL en 200 mL de PBS con un agente reductor inducido por DTT y agitacion
constante de las perlas con un agitador magnético. El experimento se realizé durante mas de 72 horas y, en ese
momento, se examind visualmente la integridad estructural de las microesferas. La mayoria de las perlas de cada
formulacién parecian intactas en ese momento, excepto un pequefio nimero de microesferas de la formulacion de
BALC al 45 %, que parecian haberse partido. Una microparticula de BALC al 100 % puede ser completamente
biodegradable. Puesto que la BALC es el Unico componente de esta microparticula, cuando se reduce podria
escindirse a su aminoacido cisteina. A tales pesos moleculares bajos, la perla deberia desintegrarse y ser absorbida

por el cuerpo.
Ejemplo 11: Carga y elucién de clorhidrato de irinotecan

Se cargd 1 mL de microesferas de BALC al 31 % con 38 mg.mL'lde clorhidrato de irinotecan. Al igual que antes, se
colocaron las microesferas cargadas en 200 mL de PBS y se coloc6 otro 1 mL en PBS con un ambiente reductor
proporcionado por el DTT. Se siguié el mismo método que para las eluciones de doxorubicina del ejemplo 7. Los
resultados se pueden ver en la Fig.16. Los resultados confirman que, en presencia de un ambiente reductor, los

puentes disulfuro se escindiran llevando a un aumento de la velocidad de liberacion del irinotecan.
Ejemplo 12: Carga de farmacos cargados no catibnicamente

Hay muchos otros farmacos que pueden ofrecer beneficios clinicos en el tratamiento del cancer mediante
embolizacion; sin embargo, estos farmacos puede que no posean un grupo cargado positivamente y, por lo tanto, no
se cargaran en estas perlas cargadas anidonicamente mediante un mecanismo de intercambio iénico. Se llevo a cabo

un estudio con el fin de cargar rapamicina en la formulacion de microesferas de BALC usando un método alternativo.

Se lavaron las microesferas de BALC en dimetilsulféxido (DMSO) con una alicuota de 1 mL de microesferas de
BALC lavada 5 veces con 1 mL de DMSO. El DMSO provoca que las microesferas hinchen, pero la BALC de la
formulaciéon no se escinde. Una vez que habian hinchado, se afiadié una solucién de 60 mg.mL’1 de rapamicina,
disuelta en DMSO, a un volumen de 1 mL de perlas. Se permiti6 que el farmaco difundiera al interior de la
microesfera y, después de 10 minutos, se drené el exceso de solucion y se lavd el sedimento de perla con agua
desionizada. Las perlas de BALC tomaban un aspecto blanco a medida que el farmaco precipitaba en el interior de
la perla. Las perlas estaban cargadas con 10 mg.mL'1 y el farmaco quedé retenido dentro de la perla en el agua,
pero cuando se colocé en una elucion de PBS, el farmaco se liberdé de las microesferas. La Figura 17 muestra

microesferas de BALC cargadas con rapamicina.

También se han cargado las microesferas de BALC con otros farmacos cargados no catibnicamente, tales como la
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dexametasona y el diclofenaco usando un procedimiento similar al descrito para la rapamicina. La Figura 18 muestra

microesferas de BALC cargadas con diclofenaco.
Ejemplo 13: Sintesis de microparticulas de BALC usando comondmeros distintos del macromero de PVA

También se ha usado la BALC para crear microparticulas de copolimero con el uso de monémeros alternativos. Las
microparticulas se fabricaron usando métodos analogos al descrito para las formulaciones de macrémero de PVA +
BALC, con el PVA sustituido, en un estudio, por metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) (21 g de HEMA + 2,5 g de
BALC) y, en otro estudio, usando acido acrilico (AA) (21g de AA + 2,5 g de BALC). En ambos ejemplos, se pudieron
aislar los productos particulados o similares a perlas.

Ejemplo 14: Cargay elucion de doxorubicina desde una formulacién de BALC-HEMA

Se colocé una formulacién de BALC-HEMA en una solucién de baja concentraciéon de doxorubicina para investigar si
las microparticulas serian capaces de cargar un farmaco cargado positivamente. 1 mL de BALC-HEMA carg6 8,8
mg.mL'l de doxorubicina. A continuacion, las microparticulas cargadas se usaron para estudiar el perfil de liberacion
de las microparticulas. Se aplicé el mismo método usado para las formulaciones de BALC-PVA del ejemplo 7. Los

resultados se pueden ver en la Fig.19.

De nuevo, el perfil de liberacion muestra un aumento de la liberacion en un ambiente reductor, tal y como se
esperaba. Sin embargo, la liberacién fue 2,6 veces superior que en el ambiente no reductor. Se tomaron imagenes
de las microparticulas antes de la elucién (Fig. 20A), durante la eluciéon en un ambiente normal (Fig. 20B) y durante

la elucién en un ambiente reductor (Fig. 20C). Las fig. 20B y 20C se tomaron a las 6 horas.

La Fig. 20 muestra claramente que las particulas permanecen completamente intactas en el ambiente norméxico; sin
embargo, las particulas cargadas con farmaco se han degradado completamente en el ambiente reductor liberando
toda la carga util. Esto demuestra que las formulaciones del copolimero de BALC con componentes de menor peso

molecular se pueden degradar mas rapidamente en un ambiente reductor.
Ejemplo 15: Carga y elucién de doxorubicina desde una formulacién de BALC-AA

Se realizd el mismo experimento que el del ejemplo 14 con la formulacion de BALC-acido acrilico. 1 mL de

microparticulas cargaron los 11,6 mg.mL'1 de doxorubicina afiadidos. El perfil de elucién se puede ver en la Fig. 21.

En las primeras 6 horas, solo se observé un ligero aumento de la liberacién en un ambiente reductor, y parece que
esta formulacién tiene una liberacion muy lenta. Esto podria ser debido a los sitios de unidn extra afiadidos por el
acido acrilico y esto se muestra mediante las perlas en un ambiente reductor completamente normal. Sin embargo,
en el intervalo de 24 horas del perfil de elucién, hay de nuevo un aumento exponencial de la liberacion del farmaco
en el ambiente reductor. Las observaciones visuales mostraron nuevamente que habia claras diferencias de aspecto
de las microparticulas en los diferentes ambientes. Se tomaron imagenes de las perlas antes de la elucién (Fig.
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22 A), durante la elucién en un ambiente normal (Fig. 22 B) y durante la eluciéon en un ambiente reductor (Fig. 22C).

Las fig. 22 B y 22C se tomaron a las 45 horas.

De nuevo, las perlas permanecieron intactas en un ambiente no reductor, pero nuevamente, las microparticulas se
habian degradado en un ambiente reductor llevando a un aumento de la liberacion. De nuevo, esto demuestra que
las microparticulas con copolimeros con BALC se pueden degradar en un ambiente reductor liberando toda la carga

atil.

Ejemplo 16: Biocompatibilidad de microparticulas de BALC no cargadas con farmaco con células del higado

humano

Se llevd a cabo un experimento para investigar si las microparticulas provocarian la muerte celular mediante
extraccién de los materiales fuera de la microparticula y, por lo tanto, demostracién de que no son compatibles con
el cuerpo. Se realizd un cultivo de la linea celular HEP G2 y se sembr6 en una placa de 24 pocillos, con 20 000
células/pocillo, con 1 mL de medio de cultivo celular MEM (n=6). Una vez sembrado, se afadieron 10 de las
microesferas de BALC al 45 % a cada pocillo y se dejaron a incubar durante un periodo de 24-72 horas. El
experimento mostro que las células sobrevivian y se replicaban durante el periodo de incubacion en presencia de las
microesferas no cargadas con farmaco. Esto muestra que las microesferas son biocompatibles y no tienen efecto

citotoxico.
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REIVINDICACIONES

1. Microparticulas embdlicas para uso en un método de tratamiento mediante embolizacién donde el
farmaco del tratamiento se libera en un ambiente hipéxico, las microparticulas comprenden un cuerpo de gel, donde
el cuerpo de gel comprende un polimero sintético y un farmaco, donde las microparticulas tienen un diametro
promedio en el intervalo de 40 a 1500 pm, donde el polimero esta entrecruzado mediante grupos que comprenden
enlaces disulfuro y esta en forma de un hidrogel, donde cada grupo de entrecruzamiento comprende dos grupos
cargados catiénicamente o anidnicamente a pH fisiol6gico, dispuestos simétricamente a cada lado del enlace
disulfuro, donde los dos grupos cargados catibnicamente o anidnicamente estan asociados electrostaticamente con

el farmaco.

2. Microparticulas embolicas para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el polimero esta

entrecruzado mediante un entrecruzador derivado de un agente de entrecruzamiento que tiene la férmula

A-(CH2)N-S-S-(CH)n"-A'

donde Ay A' se seleccionan independientemente de grupos que pueden formar una unién covalente con el polimero;
ny n' son nimeros enteros que varian desde 1 hasta 10; y donde
los grupos -(CH2)n- and -(CH2)n' estan opcionalmente sustituidos por grupos que son capaces de asociarse

electrostaticamente con un farmaco catiénico o aniénico.

3. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, donde en el método de
tratamiento mediante embolizacién, las microparticulas estan expuestas a un ambiente hipéxico, en el que los

enlaces disulfuro estan escindidos, facilitando la liberacion del farmaco.

4, Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

donde el método de tratamiento mediante embolizacién es el tratamiento de un tumor.

5. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores
donde el farmaco se selecciona de entre el grupo que consiste en farmacos antitumorales, farmacos
antiangiogénesis, farmacos antifingicos, farmacos antivirales, farmacos antiinflamatorios, farmacos antibacterianos,
farmacos antihistaminicos, farmacos antineoplasicos, enzimas y farmacos antialergénicos y, preferentemente, es un

compuesto de antraciclina o camptotecina.

6. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

donde las microparticulas son microesferas.

7. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

donde el polimero es un polimero de base acrilica.
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8. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el

polimero es un polimero de alcohol vinilico.

9. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que

tienen un diametro promedio en el intervalo de 40-300 pm.

10. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde el polimero es anidnico y el farmaco es cationico y esta asociado electrostaticamente con el polimero.

11. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con la reivindicacion 10, donde los grupos que
entrecruzan el polimero contribuyen a la carga anidnica sobre el polimero.

12. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde el polimero se forma a partir de un macrémero de PVA.

13. Microparticulas embdlicas para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

donde las microparticulas son biodegradables.

14. Composicion farmacéutica que comprende microparticulas embdlicas de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones anteriores.

15. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 14 que comprende ademas un vehiculo liquido
farmacéuticamente aceptable, que comprende preferentemente solucién salina fisiolégica y/o un agente de contraste
visible mediante dispositivos de diagnostico por imagen, por ejemplo rayos X.

16. Uso de microparticulas embdlicas como las definidas en cualquiera de las reivindicaciones anteriores
en la fabricacién de una composicién embdlica para uso en un método de tratamiento mediante embolizacién donde

el farmaco se libera desde la microparticula.

17. Uso de acuerdo con la reivindicacion 16 donde el método de tratamiento es de un tumor,

preferentemente donde el farmaco se libera desde la microparticula en un ambiente hipéxico.
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Figura 1
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Figura 2A

Solo macrémero de PVA: reducido frente a no reducido (N=200)
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PVA + BAC al 4 %: reducido frente a no reducido (N=200)
30 4
25 4
g 20 4
3 . ~=a PVA + BAC al 4 % reduccion
c 154
g —0—PVA + BAC al 4 % prereduccién
o 10 4
w
5 4
0+ ,
0 1500

Intervalo (um)

33



ES 2 645286 T3

Figura 4

PVA + BAC al 8 %: reducido frente a no reducido (N=200)
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Figura 5

PVA + BALC al 2 %: reducido frente a no reducido (N=200)
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Figura 6

PVA + BALC al 4 %: reducido frente a no reducido (N=200)
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Figura 7
PVA + BALC al 8 %: reducido frente a no reducido (N=200)
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Figura 9

Porcentaje de microesferas de BALC entrecruzadas frente a
carga de doxorubicina
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Figura 10: Imagen de perlas cargadas tras lavado de la doxorubicina. De
izquierda aderecha: microesferas de BALC al 0 %, 2 %, 4 %, 8 % y 15 %
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Figura 11
Barrido del efecto del DTT sobre la doxorubicina
a lo largo del tiempo
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Figura 12A: perfil de eluciéon de la doxorubicina a partir de microesferas
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Figura 12B: porcentaje de liberacion de un perfil de elucién: BALC
reducida frente a no reducida

Porcentaje de liberacion de doxorubicina desde BALC al 31 %:
reducida frente a no reducida
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Figura 14A: imagen al microscopio 6ptico de microparticulas de BALC
al 100 %

A

*

1600 pm

Figura 14B: imagen de microparticulas de BALC al 100 %
decantando en agua
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Figura 15: tamano de las microesferas de BALC antes y después de la

reduccion
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Figura 16: perfil de elucion del irinotecan desde microesferas de BALC al 31 % (N=3)
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Figura 17: microesferas de BALC cargadas con rapamicina

Figura 18: microesferas de BALC cargadas con diclofenaco

Figura 19: elucién de doxorubicina desde una microparticula
de BALC-HEMA
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Figura 20A: microparticulas de BALC-HEMA cargadas con farmaco antes
de la elucion

Figura 20B: microparticulas de BALC-HEMA durante elucién en un
ambiente normal

Figura 20C: microparticulas de BALC-HEMA durante elucién en un ambiente
reductor
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Figura 21: elucién de la doxorubicina desde BALC-AA
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Figura 22A: microparticulas de BALC-acido acrilico cargadas con
farmaco antes de la elucion

Figura 22B: microparticulas de BALC-acido acrilico durante la elucién en
un ambiente normal

Figura 22C: microparticulas de BALC-acido acrilico durante la elucion
en un ambiente reductor
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