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DESCRIPCION
Profarmaco polimérico con un enlazador autoinmolador
Campo

La presente invencién esta dirigida a profarmacos poliméricos que tienen enlaces temporales a grupos amino de
entidades biolégicamente activas tales como péptidos, proteinas, productos naturales o compuestos quimicos
sintéticos.

Antecedentes

Normalmente, los polimeros se usan de forma no covalente, con el compuesto del farmaco formulado de forma
fisicoquimica en una mezcla de disolvente-polimero, o mediante la unién covalente permanente de un reactivo
polimérico a uno de los grupos funcionales del farmaco.

La encapsulacion de farmacos no covalentes se ha aplicado a formulaciones de deposicion para perfiles de liberacion
de accion prolongada. Normalmente, el farmaco se mezcla con material polimérico y se procesa de tal manera que el
farmaco se distribuye por todo el material polimérico a granel. Dichos agregados polimero-proteina pueden tener la
forma de microparticulas que se administran como una suspension inyectable o se formulan como geles que se
administran en una sola inyeccién de bolos. La liberacién del farmaco se produce cuando el polimero se hincha o la
degradacién del polimero permite la difusion del farmaco hacia el exterior. Tales procesos de degradacion pueden ser
autohidroliticos o catalizados por enzimas. Un ejemplo de un medicamento comercializado basado en la administracion
en bolo de un gel de polimero-farmaco es Lupron Depot. Un ejemplo de un medicamento comercializado basado en
microparticulas suspendidas es Nutropin Depot.

Una desventaja de la metodologia no covalente es que, para evitar la liberacién descontrolada y no controlada del
farmaco, la encapsulacion debe ser altamente eficiente al crear un entorno muy saturado estéricamente. La restriccién
de la difusion de una molécula de farmaco soluble en agua no unida requiere fuertes contactos de van der Waals, a
menudo mediados por unidades estructurales hidréfobas. Muchos agentes terapéuticos conformacionalmente
sensibles tales como proteinas o péptidos se vuelven disfuncionales durante el proceso de encapsulacion y/o durante
el almacenamiento posterior. Ademas, tales compuestos farmacolégicos que contienen amino experimentan
facilmente reacciones secundarias con productos de degradacion de polimeros (D.H. Lee et al., J. Contr. Rel., 2003,
92, 291-299). Ademas, la dependencia del mecanismo de liberacion de la biodegradacion puede causar variabilidad
entre pacientes.

Como alternativa, los farmacos pueden conjugarse con polimeros a través de enlaces covalentes permanentes. Esta
metodologia se aplica a diversas clases de moléculas, desde las llamadas moléculas pequefnas, pasando por
productos naturales hasta proteinas mas grandes.

Muchos agentes medicinales de moléculas pequeias, como los alcaloides y los agentes antitumorales, muestran baja
solubilidad en fluidos acuosos. Una forma era solubilizar estos compuestos de moléculas pequefias para conjugarlos
con polimeros hidréfilos. Una variedad de polimeros solubles en agua, como la albumina de suero humano, dextrano,
lectinas, poli(etilenglicol) (PEG), poli(estireno-co-anhidrido maleico), poli(N-hidroxipropilmetacrilamida), poli(divinil
éter-co-anhidrido maleico), acido hialurdnico, se han descrito para este propésito (R. Duncan, Nature Rev. Drug Disc.,
2003, 2, 347-360).

Un reto importante en la terapia del cancer es dirigir selectivamente agentes citotoxicos a células tumorales. Un método
prometedor para acumular agentes anticancerigenos de moléculas pequenas en el tejido tumoral y disminuir los
efectos secundarios indeseables de estos agentes es la unidn de la citotoxina a un portador macromolecular. La
orientacion pasiva de los conjugados de farmacos poliméricos a los tumores se basa en el llamado efecto de
permeabilidad y retencion mejorada (EPR) descrito por Matsumura, Y. y Maeda, H., en Cancer Res., 1986, vol. 6,
paginas 6387-6392. Como resultado, varios conjugados polimero-farmaco han entrado en ensayos clinicos como
agentes anticancerosos.

La modificacion covalente de las moléculas biologicas con poli(etilenglicol) ha sido ampliamente estudiada desde fines
de los afios setenta. Las llamadas proteinas PEGiladas han demostrado una eficacia terapéutica mejorada al aumentar
la solubilidad, reducir la inmunogenicidad y aumentar la vida media de la circulacién in vivo debido a la reduccion de
la eliminacién renal y la protedlisis por enzimas (véase, por ejemplo, Caliceti P., Veronse F.M., Adv. Drug. Deliv. Rev.
2003, 55, 1261-1277).

Sin embargo, muchos agentes medicinales como INFalpha2, saquinavir o somatostatina son inactivos o0 muestran una
actividad biol6gica disminuida cuando un polimero se conjuga covalentemente con la molécula del farmaco (T. Peleg-
Shulman et al., J. Med. Chem., 2004, 47, 4897-4904).

Con el fin de evitar las deficiencias impuestas por las mezclas de polimeros no covalentes o la uniéon covalente
permanente, puede ser preferible emplear una metodologia profarmaco para la conjugacién quimica del farmaco al
vehiculo polimérico. En tales profarmacos poliméricos, las unidades estructurales biol6gicamente activas estan unidas
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tipicamente a la unidad estructural portador polimérica mediante un enlace temporal formado entre la unidad
estructural portadora y un grupo hidroxi, amino o carboxi de la molécula de farmaco (tal como se muestra en la Figura

1).

Los profarmacos son agentes terapéuticos que son casi inactivos per se, pero se transforman de manera predecible
en metabolitos activos (véase B. Testa, J.M: Mayer en Hydrolysis in Drug and Prodrug Metabolism, Wiley-VCH, 2003,
pagina 4). La metodologia del profarmaco portador se puede aplicar de tal manera que el agente medicinal se libere
in vivo del polimero para recuperar su actividad biolégica. La actividad bioldgica reducida del profarmaco en
comparacioén con el farmaco liberado es ventajosa si se desea una liberacion lenta o controlada del farmaco. En este
caso, se puede administrar una cantidad relativamente grande de profarmaco sin efectos secundarios concomitantes
y el riesgo de sobredosis. La liberacion del farmaco ocurre con el tiempo, lo que reduce la necesidad de una
administracion repetida y frecuente del farmaco.

La activacion del profarmaco puede producirse por escision enzimatica o no enzimatica del enlace temporal entre el
vehiculo y la molécula de farmaco, o una combinacién secuencial de ambos, es decir, una etapa enzimatica seguida
de un reordenamiento no enzimatico. En un entorno in vitro libre de enzimas, como una solucién reguladora acuosa,
un enlace temporal como un éster o una amida puede sufrir hidrélisis, pero la rata correspondiente de hidrélisis puede
ser demasiado lenta y no es terapéuticamente Util. En un ambiente in vivo, las esterasas o las amidas estan tipicamente
presentes y pueden causar una aceleracion catalitica significativa de la cinética de la hidrélisis desde dos hasta varios
6rdenes de magnitud (véase, por ejemplo, R.B. Greenwald et al. J. Med. Chem. 1999, 42(18), 3857-3867).

Definiciones basadas en IUPAC
(como se indica en http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/medchem/ (consultado el 8 de marzo de 2004).
Profarmaco

Un profarmaco es cualquier compuesto que experimenta biotransformacién antes de mostrar sus efectos
farmacoldgicos. Por lo tanto, los profarmacos pueden verse como medicamentos que contienen grupos protectores
no toxicos especializados que se usan de manera transitoria para alterar o eliminar propiedades indeseables en la
molécula original.

Profarmaco ligado a portador (profarmaco portador)

Un profarmaco ligado a un portador es un profarmaco que contiene un enlace temporal de una sustancia activa dada
con un grupo portador transitorio que produce propiedades fisicoquimicas o farmacocinéticas mejoradas y que puede
eliminarse facilmente in vivo, generalmente por una escisién hidrolitica. Esto se muestra graficamente en la Figura 1.

Profarmaco en cascada

Un profarmaco en cascada es un profarmaco portador para el cual la escision del grupo portador se hace efectiva solo
después de desenmascarar un grupo activador.

Profarmaco polimérico en cascada

Un profarmaco polimérico en cascada es un profarmaco portador que contiene un enlace temporal de una sustancia
activa dada con un grupo portador polimérico transitorio para el cual la escision del portador se hace efectiva solo
después de desenmascarar un grupo activador.

Profarmaco bioprecursor

Un profarmaco bioprecursor es un profarmaco que no implica el enlace a un grupo portador, sino que resulta de una
modificacién molecular del principio activo en si. Esta modificacion genera un nuevo compuesto, que se puede
transformar metabdlica o quimicamente, y el compuesto resultante es el principio activo.

Biotransformacion
La biotransformacion es la conversion quimica de sustancias por organismos vivos o preparaciones de enzimas.

Los profarmacos se clasifican en dos clases, bioprecursores y profarmacos ligados a portadores. Los bioprecursores
no contienen un grupo portador y se activan mediante la creacion metabdlica de un grupo funcional. En profarmacos
ligados a portadores, la sustancia activa esta enlazada a una unidad estructural portadora por un enlace temporal.
Esta invencién se refiere a profarmacos poliméricos unidos a portadores o profarmacos macromoleculares, en los que
el propio portador es una macromolécula tal como una proteina portadora o polisacarido o polietilenglicol.
Especificamente, la invencién se refiere a profarmacos unidos a un vehiculo polimérico para los cuales esta division
entre el polimero y el fAirmaco se realiza en dos etapas de acuerdo con un mecanismo en cascada.

La escision de un profarmaco portador genera una entidad molecular (farmaco) de bioactividad incrementada y al
menos un producto secundario, el portador. Este producto secundario puede ser biolégicamente inerte (por ejemplo,
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PEG) o puede tener propiedades de direccionamiento (por ejemplo, anticuerpos). Después de la escision, la entidad
bioactiva revelara al menos un grupo funcional previamente conjugado y, por lo tanto, protegido, y la presencia de este
grupo contribuye tipicamente a la bioactividad del farmaco.

Para implementar una estrategia de profarmaco, se emplea al menos un cierto grupo funcional en la molécula de
farmaco para la unién del polimero portador. Los grupos funcionales preferidos son grupos hidroxilo o amino. En
consecuencia, tanto la quimica de unién como las condiciones de hidrdélisis varian mucho entre estas dos
funcionalidades.

En un mecanismo simple de un solo paso, el enlace temporal del profarmaco se caracteriza por una labilidad intrinseca
o dependencia de la enzima. La susceptibilidad de este enlace a la hidrélisis en un ambiente acuoso con o sin catalisis
enzimatica controla la cinética de escision entre el vehiculo polimérico y el farmaco. Numerosos profarmacos
macromoleculares se describen en la literatura donde el enlace temporal es un enlace éster labil. En estos casos, el
grupo funcional proporcionado por la entidad bioactiva es un grupo hidroxilo o un acido carboxilico (por ejemplo, Y.
Luo, MR Ziebell, GD Prestwich, "A Hyaluronic Acid-Taxol Antitumor Bioconjugate Targeted to Cancer
Cells",Biomacromolecules 2000, 1, 208-218, J Cheng et al, Synthesis of Linear, betaCyclodextrin Based Polymers and
Their Camptothecin Conjugates, Bioconjugate Chem. 2003, 14, 1007-1017, R. Bhatt et al, Synthesis and in Vivo
Antitumor Activity of Poly(L-glutamic acid) Conjugates of 20(S)-Campthothecin,J. Med. Chem. 2003, 46, 190-193; R.B.
Greenwald, A. Pendri, C.D. Conover, H. Zhao, Y.H. Choe, A. Martinez, K. Shum, S. Guan, J. Med. Chem., 1999, 42,
3657-3667; B. Testa, J.M: Mayer in Hydrolysis in Drug and Prodrug Metabolism, Wiley-VCH, 2003, Capitulo 8).

Especialmente para biomacromoléculas terapéuticas, pero también para ciertos farmacos de molécula pequena,
puede ser deseable vincular el portador macromolecular a grupos amino de la entidad bioactiva (es decir, grupos
amino de N-terminal o lisina amino de proteinas). Este sera el caso si el enmascaramiento de la bioactividad del
medicamento requiere la conjugacion de un cierto grupo amino de la entidad bioactiva, por ejemplo, un grupo amino
ubicado en un centro activo o una regién o epitopo involucrado en la unién del receptor. Ademas, durante la
preparacion del profarmaco, los grupos amino pueden dirigirse de manera mas quimioselectiva y servir como un mejor
manejo para conjugar el vehiculo y el farmaco debido a su mayor nucleofilicidad en comparacién con los grupos
hidroxilicos o fendlicos. Esto es particularmente cierto para proteinas que pueden contener una gran variedad de
funcionalidades reactivas diferentes, donde las reacciones de conjugacion no selectivas conducen a mezclas de
productos no deseados que requieren una caracterizacion o purificacion extensas y pueden disminuir el rendimiento
de la reaccion y la eficacia terapéutica del producto.

Los enlaces amida, asi como los carbamatos alifaticos, son mucho mas estables a la hidrélisis que los enlaces éster,
y la rata de aumento seria demasiado lenta para la utilidad terapéutica en un profarmaco ligado a un vehiculo. Por lo
tanto, es ventajoso afadir componentes quimicos estructurales tales como grupos vecinos para ejercer control sobre
la escision del enlace amida del profarmaco. Dichas estructuras quimicas adicionales que controlan la escisién que
no son proporcionadas por la entidad portadora ni por el medicamento se denominan enlazadores. Los enlazadores
de profarmacos pueden tener un fuerte efecto en la velocidad de hidrélisis de un enlace temporal dado. La variacion
de la naturaleza quimica de estos enlazadores permite disefar las propiedades del enlazador en gran medida.

Por ejemplo, los enlazadores de profarmacos pueden disefiarse para la selectividad enzimatica. El requisito previo
para la dependencia enzimatica es que la estructura del enlazador muestre un motivo estructural que sea reconocido
como un sustrato por una enzima endogena correspondiente (Figura 2).

La aceleracion catalizada por enzimas de la escision del profarmaco es una caracteristica deseable para aplicaciones
de seleccion de 6rganos o celulares. La liberacion dirigida de la entidad bioactiva se efectua, si una enzima, que corta
selectivamente el enlace esta especificamente presente en el 6rgano o tipo de célula elegido para el tratamiento.

Una propiedad tipica de un enlace temporal dependiente de enzimas es su estabilidad con respecto a la hidrélisis. El
enlace temporal en si no sufrird autohidrdlisis a una velocidad que liberaria el farmaco en tal medida que se pudiera
inducir un efecto terapéutico en un régimen de dosificacion normal. Es solo en presencia de la enzima, que el ataque
de la enzima en el enlace provoca una aceleracion significativa de la escision y, concomitantemente, un aumento de
la concentracion de farmaco libre.

Se han publicado varios ejemplos para la activacion de profarmacos de unidades estructurales biolégicamente activas
que contienen amina por enzimas especificas para la liberacion dirigida. En estos casos, la escisiéon se produce en un
proceso de un solo paso que es catalizado por la enzima. G. Cavallaro et al., Bioconjugate Chem. 2001, 12, 143-151
describen la liberacién enzimatica de un agente antitumoral por la proteasa plasmina. La citarabina se acopla a través
de la secuencia tripeptidica D-Val-Leu-Lys al polimero alfa, beta-poli(N-hidroxietil)-DL-aspartamida (PHEA). La
liberacion enzimatica de citarabina se efectla por la proteasa plasmina, cuya concentracion es relativamente alta en
varios tipos de masa tumoral.

Otros ejemplos de profarmacos antitumorales poliméricos activados por enzimas especificas como la beta lactamasa
(R. Satchi-Fainaro et al., Bioconjugate Chem. 2003, 14, 797-804) y cisteina proteasas como la catepsina B (R. Duncan
et al. J. Contr. Release 2001, 74, 135-146) han sido descritos. Wiwattanapatapee et al. (2003) esbozan un profarmaco
dendrimero para el suministro colénico de acido 5-aminosalicilico. La molécula de farmaco se conjuga mediante un
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enlace azo al dendrimero PAMAM de la "generacién 3". El &cido 5-aminosalicilico se libera en el colon por una enzima
bacteriana llamada azo reductasa (W. R. Wiwattanapatapee, L. Lomlim, K. Saramunee, J. Controlled Release, 2003,
88: 1-9).

A.J. Garman et al. (A.J. Garman, S.B. Kalindjan, FEBS Lett. 1987, 223(2), 361-365 1987) usa PEG5000-anhidrido
maleico para la modificacion reversible de grupos amino en el activador del plasminégeno de tipo tisular y la
uroquinasa. La regeneracién de la enzima funcional a partir del conjugado PEG-uPA después de la incubacion a pH
7.4 de regulador por escision del enlace de &cido maléxico sigue una cinética de primer orden con una vida media de
6.1 h. La escision del profarmaco no se investigé en presencia de enzimas, y se puede esperar, como se explico
anteriormente, que las proteasas presentes en el entorno in vivo contribuiran significativamente a la escision del enlace
amida temporal. Una desventaja adicional de este enlace es la falta de estabilidad del conjugado a valores de pH mas
bajos. Esto limita la aplicabilidad del enlazador a los agentes activos que son estables a valores de pH basicos, ya
que la purificacion del conjugado polimérico del agente activo se debe realizar en condiciones basicas para prevenir
la escision prematura del profarmaco.

Los mecanismos de cascada han demostrado ser particularmente Utiles en la liberacion controlada de farmacos que
contienen funcionalidades de grupos amino debido a que las caracteristicas de divisién del enlazador pueden
optimizarse con mayor flexibilidad que en los profarmacos simples de un solo paso.

La divisidon en cascada esta habilitada por compuestos enlazadores que se componen de una combinacién estructural
de un grupo de enmascaramiento y un grupo activador. El grupo de enmascaramiento se une al grupo de activacion
por medio de un primer enlace temporal, como un éster o un carbamato. El grupo activador esta unido a un grupo
amino de la molécula de farmaco a través de un segundo enlace temporal, por ejemplo, un carbamato. La estabilidad
o susceptibilidad a la hidrolisis del segundo enlace temporal depende de la presencia o ausencia del grupo de
enmascaramiento. En presencia del grupo de enmascaramiento, el segundo enlace temporal es altamente estable y
es poco probable que libere el farmaco con una cinética terapéuticamente Gtil. En ausencia del grupo de
enmascaramiento, este enlace se vuelve altamente Iabil, causando una rapida escision y liberacién del farmaco.

La escision del primer enlace temporal es el paso limitante de la velocidad en el mecanismo en cascada. Este primer
paso puede inducir un reordenamiento molecular del grupo activador, como una eliminacién de 1,6. El reordenamiento
hace que el segundo enlace temporal sea mucho mas labil que se induce su escisién. Idealmente, la rata de escision
del primer enlace temporal es idéntica a la rata de liberacion deseada para la molécula de farmaco en un escenario
terapéutico dado. Ademas, es deseable que la escision del segundo enlace temporal sea instantdnea después de que
se haya inducido su labilidad por la escisién del primer enlace temporal.

Existe una variedad de ejemplos para profarmacos portadores en cascada en los que la funcionalidad del grupo de
enmascaramiento es realizada por el propio polimero portador como se muestra esquematicamente en la Figura 3. En
los sistemas que se describen a continuacion, el grupo de enmascaramiento no es solo parte del portador, sino que
también se ha disefiado para la dependencia de enzimas (Figura 4). Solo en presencia de una enzima correspondiente
es la velocidad de escisién del primer enlace temporal suficientemente acelerada para uso terapéutico.

R. B. Greenwald, A. Pendri, C.D. Conover, H. Zhao, Y.H. Choe, A. Martinez, K. Shum, S. Guan, J. Med. Chem., 1999,
42, 3657-3667 y la Solicitud de Patente PCT WO-A-99/30727 describen una metodologia para sintetizar profarmacos
de poli(etilenglicol) de compuestos de moléculas pequefias que contienen amino basados en la eliminacién de 1,4- o
1,6-bencilo. En este enfoque, el poli(etilenglicol) como vehiculo polimérico se une al grupo bencilo por medio de un
primer enlace temporal, como un enlace éster, carbonato, carbamato o amida. El grupo bencilo sirve como grupo
activador, y el polimero PEG también tiene la funcién del grupo de enmascaramiento en este mecanismo de escision
en cascada. El grupo amino de la molécula de farmaco esta unido a través de un segundo enlace temporal, que
contiene un grupo carbamato, a la unidad estructural bencilo. La liberacion de PEG de la molécula de farmaco se inicia
mediante la escision enzimatica del primer enlace temporal seguida de una eliminacion rapida de 1,4- o 1,6-bencilo,
iniciando la escisién del segundo enlace temporal.

El mismo sistema enlazador también se usa para conjugados de poli(etilenglicol) liberables de proteinas (S. Lee, R.
B. Greenwald et al., Bioconj. Chem. 2001, 12(2), 163-169). La lisozima se usa como proteina modelo porque pierde
su actividad cuando la PEGilacion tiene lugar en el grupo épsilon-amino de los residuos de lisina. Se conjugaron
diversas cantidades de enlazador de PEG con la proteina. La regeneracion de la proteina nativa a partir de los
conjugados de PEG se produce por escisién enzimatica en plasma de rata o en regulador no fisiol6gico de pH alto.

Greenwald et al., publicd en 2000 un sistema de administracion de farmacos de poli(etilenglicol) de profarmacos que
contienen amino basados en la lactonizacion con bloqueo de trimetilo (R.B. Greenwald et al. J. Med. Chem. 2000,
43(3), 457-487; Solicitud de Patente PCT No. WO-A-02/089789). En este sistema de profarmacos, el acido o-
hidroxifenil-dimetilpropiénico sustituido esta unido a PEG por un grupo éster, carbonato o carbamato como primer
enlace temporal y a grupos amino de moléculas de farmaco por medio de un enlace amida como segundo enlace
temporal. El paso determinante de la velocidad en la liberacion del farmaco es la escision enzimatica del primer enlace.
Este paso es seguido por la rapida escision de la amida por la lactonizacién, liberando un producto secundario de
lactona aromatica potencialmente tdxico.
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Sistemas de profarmacos similares fueron descritos por F.M.H. DeGroot et al. (WO02083180 y WO04043493A1) y D.
Shabat et al. (WO04019993A1). El documento WO02083180 describe un sistema de profarmacos con enlaces
alargados y multiples basados en 1,(4+2n) eliminacion. Las unidades estructurales de enmascaramiento en estos
ejemplos se disefaron especificamente para la escisién enzimatica. Este enfoque se extendi6 al sistema de
profarmacos dendriticos donde un evento de activacion enzimatica desencadeno la liberacién de mas de una molécula
de farmaco (documento W0O04043493A1). El documento WO04019993A1 describe un sistema de profarmaco similar
basado en un dendrimero autoinmolativo que libera muchas unidades estructurales de farmaco en un Unico evento de
activacion enzimatica. Estos sistemas se caracterizan por la ausencia de un portador polimérico. En cambio, la
oligomerizacion de los componentes del enlazador del profarmaco proporciona un alto peso molecular del profarmaco,
y la escision del profarmaco genera residuos del enlazador y el farmaco libre, pero no se libera ninguna entidad
polimérica.

La desventaja en los sistemas de profarmacos mencionados anteriormente descritos por Greenwald, DeGroot and
Shabat es la liberacion de productos secundarios de moléculas pequeinas aromaticas potencialmente téxicas, como
los metiuros de quinona, después de la escisién del enlace temporal. Las entidades potencialmente téxicas se liberan
en una estequiometria 1:1 con el medicamento y pueden asumir altas concentraciones in vivo. Este factor de riesgo
es aun mayor si se emplean estructuras dendriticas autoinmolables basadas en oligémeros del grupo activador y se
liberan mas productos secundarios aromaticos que moléculas de farmaco.

Mas recientemente, R. B. Greenwald et al. (Greenwald et al. J. Med. Chem. 2004, 47, 726-734) describieron un sistema
de profarmaco PEG basado en el enlazador de amida de bis-(N-2-hidroxietil)glicina (amina de bicina). En este sistema,
dos moléculas de PEG estan conectadas a una molécula de bicina acoplada a un grupo amino de la molécula de
farmaco. Los dos primeros pasos en la activaciéon de profarmacos es la escision enzimatica de ambas moléculas de
PEG. Se describen diferentes enlaces entre PEG y bicina que dan como resultado diferentes cinéticas de activacion
de profarmacos. La principal desventaja de este sistema es la lenta rata de hidrélisis de la amina de bicina conjugada
con la molécula del farmaco (t1/2 = 3 h en regulador fosfato), lo que resulta en la liberacion de un producto intermedio
profarmaco modificado con bicina que puede mostrar diferentes propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas.
en comparacién con la molécula de farmaco original.

Los profarmacos en cascada con grupos de enmascaramiento que forman parte del polimero portador estan limitados
en el control de la cinética de liberacion del farmaco. Dado que la divisién del grupo de enmascaramiento es el paso
limitante de la velocidad en el mecanismo en cascada, su estructura molecular gobierna la cinética. Si el polimero
portador es idéntico al grupo de enmascaramiento, la flexibilidad estructural esta restringida a las caracteristicas de
los polimeros. Alternativamente, si el polimero requiere una modificaciéon estructural para cumplir los requisitos de
escision controlada, la sintesis de las estructuras correspondientes puede ser mas dificil. Ademas, la incorporacién de
las caracteristicas del grupo de enmascaramiento en un polimero puede cambiar su perfil de seguridad.

Por lo tanto, se prefiere separar estructuralmente el grupo de enmascaramiento y el portador. Esto se puede lograr
empleando un enlace permanente entre el polimero transportador y el grupo activador. Este enlace estable no participa
en el mecanismo de escision en cascada. Si el portador no sirve como grupo de enmascaramiento y el grupo activador
se acopla al portador por medio de un enlace estable, se evita la liberacion de productos secundarios potencialmente
téxicos, como el grupo activador. La unién estable del grupo activador y el polimero también suprime la liberacién de
intermediarios de farmacos con farmacologia indefinida.

Se han desarrollado sistemas para la administracién dirigida de agentes terapéuticos haciendo que el grupo de
enmascaramiento dependa de la enzima. Solo en presencia de una enzima correspondiente es la velocidad de
escision del primer enlace temporal que conecta el grupo de enmascaramiento con el grupo activador lo
suficientemente acelerado para uso terapéutico.

Antczak et al. (Bioorg Med Chem 9 (2001) 2843-48) describe un reactivo que forma la base de un sistema de
profarmaco en cascada macromolecular para moléculas de farmaco que contienen amina. En esta metodologia, un
anticuerpo sirve como portador, un enlace estable conecta el anticuerpo a una unidad estructural activadora, que lleva
un grupo de enmascaramiento enzimaticamente escindible. Tras la eliminacion enzimatica del grupo de
enmascaramiento unido a éster, un segundo enlace temporal se escinde y libera el compuesto del farmaco, como se
muestra en la Figura 6.

D. Shabat et al. (Chem. Eur. J. 2004, 10, 2626-2634) describe un sistema de profarmaco polimérico basado en una
unidad estructural activadora de acido mandélico. En este sistema, el grupo de enmascaramiento esta vinculado a la
unidad estructural activadora por un enlace carbamato. La unidad estructural activadora se conjuga permanentemente
con un polimero de poliacrilamida a través de un enlace amida. Después de la activacion enzimatica del grupo de
enmascaramiento por un anticuerpo catalitico, el grupo de enmascaramiento se escinde por ciclizacién y se libera el
farmaco. La unidad estructural activadora todavia estd conectado al polimero de poliacrilamida después de la
liberacién del farmaco.

M.-R. Lee et al. describe (Angew. Chem. 2004, 116, 1707-1710) un sistema de profarmaco similar basado en una
unidad estructural activadora de acido mandélico y un grupo de enmascaramiento unido a éster enzimaticamente
escindible.
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En todos estos sistemas profarmaco-polimero descritos, el grupo de enmascaramiento esta disefiado especificamente
para ser sustrato de una enzima, y la escision del grupo de enmascaramiento dependera casi completamente de la
catdlisis enzimatica con las desventajas de la variabilidad entre pacientes, la variabilidad del sitio de inyeccion y la
pobre correlacion in vitro-in vivo.

Un inconveniente importante de la escisién predominantemente enzimatica es la variabilidad entre pacientes. Los
niveles de enzima pueden diferir significativamente entre los individuos, lo que resulta en una variacion biolégica de la
activacion del profarmaco por escision enzimatica. Los niveles de enzima también pueden variar segun el lugar de
administracion, por ejemplo, se sabe que, en el caso de la inyeccion subcutanea, ciertas areas del cuerpo producen
efectos terapéuticos mas predecibles que otras. Para reducir este efecto impredecible, el corte no enzimético o la
catalisis intramolecular son de particular interés (véase, por ejemplo, B. Testa, J.M: Mayer in Hydrolysis in Drug and
Prodrug Metabolism, Wiley-VCH, 2003, pagina 5).

Ademas, es dificil establecer una correlacion in vivo-in vitro de las propiedades farmacocinéticas para tales
profarmacos ligados a portadores dependientes de enzimas. En ausencia de una sélida correlacién in vivo-in intro, la
optimizacién de un perfil de liberacion se convierte en una tarea incémoda.

Ademas, la necesidad de selectividad enzimatica impone una severa limitacion en las caracteristicas estructurales que
se pueden usar en el enlazador de profarmaco. Esta restriccion dificulta en gran medida el desarrollo de una sélida
relacién estructura-actividad y, en consecuencia, la optimizacion de la cinética de escision del enlazador.

Por estas razones, existe la necesidad de proporcionar nuevas tecnologias de enlazador y/o portador para formar
profarmacos poliméricos de agentes activos que contienen amina para superar las limitaciones de los profarmacos
poliméricos descritos.

Descripcién detallada de la invencion

La presente invencion aborda las desventajas descritas anteriormente. La invencién proporciona profarmacos
poliméricos en cascada caracterizados por un grupo de enmascaramiento que contiene un nucledfilo y que es distinto
del portador.

El nucledfilo esta a una distancia adecuada para un primer enlace temporal con un grupo activador aromatico capaz
de experimentar una reaccién de eliminacion 1,(4+2p) (con p=0, 1, 2, 3, 4, ...) después de la escisién del primer enlace
temporal. La invencién se caracteriza ademas porque el grupo activador estd conectado al grupo amino de una
molécula de farmaco a través de un segundo enlace temporal que se escinde como consecuencia de la eliminacion
1, (4+2p). Una caracteristica estructural adicional es la union de un portador polimérico al grupo activador por medio
de un enlace permanente.

Los grupos de enmascaramiento de acuerdo con la presente invencion contienen al menos un nucleofilo Nu. Este
nucledfilo, que puede ser, por ejemplo, un grupo amino primario, secundario o terciario puede ayudar a la escisién del
grupo de enmascaramiento de la unidad estructural activadora mediante catalisis o ciclizacién intramolecular.

La invencidén proporciona profadrmacos poliméricos en cascada de Formula la o Ib. También se describen los
correspondientes reactivos enlazadores de profarmacos en cascada poliméricos de Férmula la o Ib.
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endonde Y1 aYs, R1 aR4, T, X, W, Nu y Ar se definen a continuacioén:

La liberacion de drogas nativas se efectia por un mecanismo de dos pasos. El primer paso es la division determinante
de la velocidad del primer enlace temporal entre el grupo de enmascaramiento

T
Nu —W-—Y;—JJ

y la porcion activadora

O

del profarmaco polimérico in vivo.

Como se describié anteriormente, la escision del grupo de enmascaramiento puede estar mediada por una etapa
enzimatica o no enzimatica, tal como hidrélisis dependiente del pH o ciclizaciéon intramolecular. En la realizacién
preferida de la invencién, la escisién se efectla no enzimaticamente mediante ciclizacion o catalisis intramolecular. La
vida media de la cinética de escision en un regulador acuoso de pH 7.4 a 37°C del grupo de enmascaramiento segun
la presente invencion es preferiblemente entre 1 hora y 6 meses, méas preferiblemente entre 1 diay 3 meses, y lo méas
preferiblemente entre 1 diay 2 meses.

El segundo y ultimo paso en la liberacion del farmaco nativo regenerado es el llamado, rapido, espontaneo e
irreversible, llamado 1,4 0 1,6 o0 1,(4+2p) (en donde p=2, 3, 4 o superior) eliminacién de la unidad estructural
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del profarmaco polimérico restante de formula la o féormula Ib, respectivamente.

Este mecanismo de liberacion de farmaco nativo a partir de un profarmaco polimérico desencadenado por escisién
hidrolitica del grupo de enmascaramiento seguido por una etapa de eliminacion 1,6 del grupo activador se ejemplifica
5 mediante un profarmaco polimérico de acuerdo con la presente invencién.

Polimero

E Bl 0
N/
e o~

N—Farmaco
H

escision del grupo de enmascaramiento
mediante catalisis intramolecular

FF'nll'mern
R7
1 o -
+
Nu—W | e 93 n P
0 f-‘-'—_f
i H— Farmaco

T

Polimero
5 Q — +  H,N—Drug

Definicion de Y1 a Ys, R1 a R4, T, X, W, Nuy Arenla férmula la o Ib
T es D. También se describe, T es A.

Se describe un reactivo enlazador de profarmaco en cascada polimérico, donde T es Ay A es un grupo saliente.
10 Ejemplos de grupos salientes A adecuados incluyen cloruro, bromuro, fluoruro, nitrofenoxi, imidazolilo, N-
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hidroxisuccinimidilo, N-hidroxibenzotriazolilo, N-hidroxiazobenzotriazolilo, pentafluorfenoxi, N-
hidroxisulfosuccinimidilo, o cualquier otro grupo saliente conocido por los expertos en la técnica.

La estructura de la invencién es un profarmaco polimérico en cascada, T es D, y

D es un residuo de una unidad estructural biolégicamente activa que contiene amina, que esta conectada a la unidad
estructural de la molécula a través de un grupo amina. Preferiblemente, D se selecciona del grupo de unidades
estructurales bioldgicamente activas que consisten en agentes bioactivos y biopolimeros de moléculas pequenas. Los
biopolimeros se seleccionan del grupo que consiste en proteinas, polipéptidos, oligonucleétidos (ARN, ADN) y acidos
nucleicos peptidicos (ANP).

Notese que en esta descripcion a menudo se hace referencia a profarmacos. Un verdadero profarmaco se encuentra
cuando T es el residuo del material o unidad estructural biolégicamente activa que contiene amina. Si T es un grupo
saliente A, entonces la férmula representa un reactivo enlazador de profarmaco en cascada polimérico. Por
simplicidad, estos seran referidos a profarmacos en esta descripcion. Se entendera a partir del contexto si indica un
profarmaco verdadero o un reactivo como precursor.

Las unidades estructurales bioactivas de moléculas pequefias organicas adecuadas incluyen unidades estructurales
tales como agentes activos para el sistema nervioso central, antiinfecciosos, antineoplasicos, agentes antibacterianos,
antifingicos, analgésicos, anticonceptivos, antiinflamatorios, esteroideos, vasodilatadores, vasoconstrictores y
cardiovasculares con al menos un grupo amino primario o secundario. Ejemplos de tales compuestos son
daunorrubicina, doxorrubicina, idarrubicina, mitoxantrona, aminoglutetimida, amantadina, diafenilsulfona, etambutol,
sulfadiazina, sulfamerazina, sulfametoxazol, sulfaleno, clinafloxacina, moxifloxacina, ciprofloxacina, enoxacina,
norfloxacina, neomicina B, espectinomicina, kanamicina A, meropenem, dopamina, dobutamina, lisinopril, serotonina,
carbutamida y acivicina.

Las proteinas y polipéptidos adecuados que tienen al menos un grupo amino libre incluyen ACTH, adenosina
desaminasa, agalsidasa, albimina, alfa-1 antitripsina (AAT), inhibidor de la alfa-1 proteinasa (API), alteplasa,
anistreplasa, ancrod serina proteasa, anticuerpos (monoclonales o policlonales, y fragmentos o fusiones), antitrombina
Ill, antitripsina, aprotinina, asparaginasas, bifalina, proteinas morfogénicas éseas, calcitonina (salmén), colagenasa,
ADNasa, endorfinas, enfuvirtida, encefalinas, eritropoyetinas, factor Vlla, factor VIII, factor Vllla, factor IX, fibrinolisina,
proteinas de fusion, hormonas estimulantes de foliculos, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
galactosidasa, glucagén, péptidos similares al glucagén como GLP-1, glucocerebrosidasa, factor estimulante de
colonias de macrofagos de granulocitos (GM-CSF), proteina activadora de fosfolipasa (PLAP), gonadotropina
coribnica (hCG), hemoglobinas, vacunas contra la hepatitis B, hirudina, hialuronidasas, iduronidasas,
inmunoglobulinas, vacunas contra la influenza, interleucinas (1 alfa, 1 beta, 2, 3, 4, 6, 10, 11, 12), antagonista del
receptor IL-1 (rhiL-1ra), insulinas, interferones (alfa 2a, alfa 2b, alfa 2c, beta 1a, beta 1b, gamma 1a, gamma 1b), factor
de crecimiento de queratinocitos (KGF), factores de crecimiento transformantes, lactasa, leuprolida, levotiroxina,
hormona luteinizante, vacuna para Lyme, péptido natriurético, pancrelipasa, papaina, hormona paratiroidea, PDGF,
pepsina, factor activador de plaquetas acetilhidrolasa (PAF-AH), prolactina, proteina C, octreotida, secretina,
sermorelina, superéxido dismutasa (SOD), somatropinas (hormona de crecimiento), somatostatina, estreptoquinasa,
sucrasa, fragmento de toxina tetanica, tilactasa, trombinas, timosina, hormona estimulante de la tiroides, tirotropina,
factor de necrosis tumoral (TNF), receptor de TNF-IgG Fc, activador del plasminégeno tisular (tPA), TSH, urato
oxidasa,

uroquinasa, vacunas y proteinas vegetales como las lectinas o las ricinas.

En este documento también se incluye cualquier polipéptido sintético o cualquier porcién de un polipéptido con
bioactividad in vivo. Ademas, se incluyen proteinas preparadas por tecnologia de ADN recombinante que incluyen
versiones mutantes de proteinas mencionadas anteriormente, fragmentos de anticuerpos, proteinas de unién de
cadena simple, anticuerpos cataliticos y proteinas de fusién.

Las proteinas preferidas son anticuerpos, calcitonina, G-CSF, GM-CSF, eritropoyetinas, hemoglobinas, interleucinas,
insulinas, interferones, SOD, somatropina, TNF, TNF-receptor-IgG Fc y péptidos similares al glucagéon como GLP-1.

X es una unidad estructural espaciadora tal como R5-Y6.

Y1, Y2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en O y S;
Y3, Ys se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Oy S;
Y41 es O, NR6 o -C(R7)(R8)-;

Ys es O, S, NR6, succinimida, maleimida, un enlace carbono-carbono insaturado, cualquier heterodtomo que contenga
un par de electrones libres, o esta ausente.
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R2 y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; arilos; arilos sustituidos; heteroarilos sustituidos o no sustituidos; ciano;
nitro; halégeno; carboxi; carboxialquilo; alquilcarbonilo y carboxamidoalquilo.

El término "heteroalquilo" en el contexto de la presente invencién denota cadenas de alquilo (lineales, ciclicas o
ramificadas) en las que las cadenas de alquilo contienen o estan sustituidas en cualquier posicion uno o mas
heteroatomos, seleccionados independientemente de O, S, N, P, Si, Cl, F, Br, | o grupos, seleccionados
independientemente de carboxamida, éster carboxilico, éster de fosfonato, éster de fosfato, enlaces dobles o triples,
carbamato, urea, tiourea, tiocarbamato, oxima, ciano, carboxilo y carbonilo.

Cada sustitucién de R4 en Ar puede ser igual o diferente y se selecciona independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; arilo; arilo sustituido;
heteroarilo sustituido o no sustituido; alcoxi sustituido, no sustituido, lineal, ramificado o ciclico; heteroalquiloxi lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; ariloxi; heteroariloxi; ciano y halégeno.

R4 se selecciona preferiblemente de sustituyentes pequefos tales como hidrégeno, metilo, etilo, etoxi, metoxi y otros
alquilos y heteroalquilos lineales, ciclicos o ramificados de C1 a C6.

n es cero o un entero positivo.

R7 y R8 se seleccionan independientemente de hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico, arilo,
arilo sustituido o no sustituido; heteroarilos sustituidos o no sustituidos; carboxialquilo; alquilcarbonilo;
carboxamidoalquilo; ciano y halégeno.

R5 se selecciona del grupo que consiste en alquilo o heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido;
arilos; arilos sustituidos; y heteroarilos sustituidos o no sustituidos.

R6 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o
no sustituido; arilos; arilos sustituidos; y heteroarilos sustituidos o no sustituidos.

R1 es un polimero.

Ejemplos de polimeros adecuados son polimeros basados en polialquiloxi como poli(propilenglicol) o poli(etilenglicol);
dextrano, quitosano, &cido hialurénico, alginato, xilano, manano, carragenano, agarosa, celulosa, almidén, hidroxietil
almidén (HES) y otros polimeros a base de carbohidratos; poli(alcoholes vinilicos); poli(oxazolinas); poli(anhidridos);
poli(ortoésteres); poli(carbonatos); poli(uretanos); poli(acidos acrilicos); poli(acrilamidas) tales como
poli(hidroxipropilmetacrilamida) (HMPA); poli(acrilatos); poli(metacrilatos) como poli(metacrilato de hidroxietilo);
poli(organofosfazenos); poli(siloxanos); poli(vinilpirrolidona); poli(cianoacrilatos); poli(ésteres) tales como poli(acido
lactico) o poli(acidos glicélicos); poli(iminocarbonatos); poli(aminoacidos) tales como poli(acido glutamico), colageno,
gelatina; copolimeros; copolimeros injertados; polimeros reticulados; hidrogeles y copolimeros de bloque de los
polimeros enumerados anteriormente.

Los hidrogeles pueden definirse como redes poliméricas tridimensionales, hidréfilas o anfifilicas que contienen grandes
cantidades de agua. Las redes estan compuestas de homopolimeros o copolimeros, son insolubles debido a la
presencia de enlaces quimicos covalentes o fisicos (interacciones iénicas, hidréfobas, enredos). Los enlaces cruzados
proporcionan la estructura de red y la integridad fisica. Los hidrogeles exhiben una compatibilidad termodinamica con
el agua que les permite hincharse en medios acuosos (véase: N.A. Peppas, P. Bures, W. Leobandung, H. Ichikawa,
Hydrogels in pharmaceutical formulations, Eur. J. Pharm. Biopharm. 2000, 50, 27-46). Las cadenas de la red estan
conectadas de tal manera que existen poros y que una fraccion sustancial de estos poros tienen dimensiones de entre
1y 1000 nm. Seleccionando ciertas condiciones de polimerizacién, el hidrogel se puede obtener en forma de un gel
amorfo o como resina en perlas. Tales perlas blandas pueden tener un diametro de entre 1 y 1000 micrometros.

Los hidrogeles se pueden sintetizar a partir de los polimeros y copolimeros enumerados anteriormente y fisicamente
reticulados o quimicamente reticulados por polimerizacion radical, anidnica o catidnica, por reacciones quimicas como
las reacciones de condensacion o adicion como se describe en W.E. Hennink and C.F. van Nostrum, Adv. Drug Del.
Rev. 2002, 54, 13-36.

Otros ejemplos incluyen polimeros ramificados e hiperramificados. Ejemplos de tales polimeros incluyen dendrimeros
y otros polimeros en estrella densa. (R. Esfand, D.A. Tomalia, Drug Discov Today, 2001, 6(8), 427-436; P.M. Heegaard,
U. Boas, Chem. Soc. Rev. 2004 (33(1), 43-63; S.M. Grayson, J.M. Frechet, Chem. Rev. 2001, 101(12), 3819-3868).

R1 también puede ser un biopolimero como una proteina. Ejemplos de tales proteinas incluyen albumina, anticuerpos,
fibrina, caseina y otras proteinas plasmaticas.

Cada polimero R1 puede transportar una o mas sustancias biolégicamente activas unidas al polimero por conjugacién
con un segundo enlazador de profarmaco como se describe en el presente documento o cualquier otro enlazador
conocido por el experto en la materia. Los polimeros pueden tener otros sustituyentes y pueden funcionalizarse para
unirse a la unidad estructural espaciadora X. R1 tiene al menos un grupo funcional para la unién a X y se selecciona
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del grupo que consiste en acido carboxilico, amino, maleimida, tiol, &cido sulfénico y derivados , carbonato, carbamato,
hidroxilo, aldehido, cetona, hidracina, isocianato, isotiocianato, acido fosfoérico, acido fosfénico, haloacetilo, haluros de
alquilo, acriloilo, agentes de arilacion como fluoruros de arilo, hidroxilamina, disulfuros como disulfuro de piridilo, vinil
sulfona, vinil cetona, diazoalcanos, compuestos de diazoacetilo, epdxido, oxirano y aziridina.

Los grupos funcionales preferidos para el polimero R1 incluyen tiol, maleimida, amino, &cido carboxilico, carbonato,
carbamato, aldehido y haloacetilo.

Los grupos funcionales especialmente preferidos incluyen tiol, maleimida, amino, acido carboxilico y derivados,
carbamato y derivados, y carbonato y derivados de los mismos.

Ejemplos de un enlace o grupo adecuado formado entre X y R1 se seleccionan del grupo que consiste en disulfuro,
S-succinimida, amida, amino, éster carboxilico, sulfonamida, carbamato, carbonato, éter, oxima, hidrazona, urea,
tiourea, fosfato y fosfonato.

Un enlace o grupo preferido formado entre X y R1 se selecciona del grupo que consiste en S-succinimida, amida,
carbamato y urea.

Preferiblemente, los polimeros R1 son bien hidratados, degradables o excretables, no téxicos y no inmunogénicos en
mamiferos. Los polimeros R1 preferidos incluyen polimeros basados en polialcoxi como polietilenglicol y reactivos de
polietilenglicol como los descritos en el catalogo Nektar Inc. 2003 "Nektar Molecule Engineering-Polyethylene Glycol
and Derivatives for Advanced PEGylation" y polimeros e hidrogeles ramificados, hiperramificados y reticulados, y
proteinas como la albumina.

W se selecciona del grupo que consiste en alquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; arilos; arilos
sustituidos; heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; y heteroarilos sustituidos o no sustituidos.

W se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en alquilos o heteroalquilos lineales, ramificados o ciclicos,
no toxicos, sustituidos o no sustituidos.

Variaciones preferidas de

R7 O R7 O
Yd_ Y'} S0n 4a] . H.S Y NRB 0

Variaciones especialmente preferidas de

0 O

R8 y NR6 —h—'O

que forman profarmacos poliméricos de las siguientes formulas
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0 R2Z Y,
7}_ A e
Nu—W . R3
Ri O Ar
Ibb

La variacion mas preferida es

o

NR6 —U—o,

En la férmula laa y Iba R6 también puede ser Nu-W.
Al menos un Nu esta presente en Nu-W.

Nu es un nucledfilo que puede realizar un ataque nucledfilo en el carbono carbonilico de

,,

4 2

y asi catalizar la escision del grupo de enmascaramiento por catdlisis intramolecular o ciclizacion (Figura 8). La Figura
8 muestra un ejemplo de acuerdo con la formula la o Ib en donde la escisién del grupo de enmascaramiento es por
ciclizacién intramolecular. En los casos en que Nu solo cataliza la escision del grupo de enmascaramiento por catalisis
intramolecular, no se forma ningun producto ciclico del grupo de enmascaramiento.

Nu es un nucledfilo seleccionado del grupo que consiste en grupos amino primarios, secundarios y terciarios, tiol,
acido carboxilico, hidroxilamina e hidrazina. Los nucledfilos también descritos son heteroarilos que contienen
nitrégeno.

Los nucletfilos especialmente preferidos incluyen grupos amino primarios, secundarios y terciarios. Con el fin de
catalizar eficazmente la escision del grupo de enmascaramiento, el espaciado entre el nucledfilo Nu y Y2 esta
preferiblemente entre tres y quince atomos.

Mas preferiblemente, el espaciado entre Nu e Y2 esté entre cuatro y diez atomos. El al menos un nucledfilo Nu puede
estar unido en cualquier lugar a W (por ejemplo, en el extremo o en medio de W) o puede ser parte de W.

Variaciones preferidas para el grupo de enmascaramiento.

Y
Nu-"WWY;”

son seleccionados independientemente de

13
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RO, j’ rRo,  OF
F}”ll'-'l.f"l.l’—l'r} 0 J_N—W%
R10 R6 R10 R7

en donde

R9,
N-w
R10

5 forma una amina primaria, secundaria o terciaria nucleéfila Nu.

Estas variaciones preferidas dan como resultado profarmacos poliméricos de acuerdo con las siguientes formulas:

[M ] [m ]
n Ri 3 R
d \ N
0 AN Y o Cxy
R, y’m'w@a*lﬂ‘@lﬂ R, \Om Q M? v A
N‘“W“ ) . R3 wam . ﬁa
R'!Qf N‘Rﬁ p it R0 a7 Re A
C »
Q 2N .
" -§xm0~( ' | Rg 72‘
NN A . -
R10 Y RI0”  gd R

R9, R10 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo o heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo o
10 heteroarilo sustituido o no sustituido.

Variaciones especialmente preferidas para el grupo de enmascaramiento.

1
Nu“-W-—Y;U
son seleccionados de
R9 [R”’q 0 R8 O
Nty RO, |
NN o wow ]
R10 R12 | R6 m=2-10  R10 R7

15 R9, R10, R11 y R12 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo o heteroalquilo
sustituido o no sustituido, arilo y heteroarilo sustituido o no sustituido.
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Preferiblemente, R9, R10, R11 y R12 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo sustituido o no
sustituido y R7 y/o R8 no son hidrégeno.

R6 también puede ser

y preferiblemente no es hidrégeno.

Sorprendentemente, se encontré que el grupo de enmascaramiento puede modificar de manera irreversible la amina
que contiene la unidad estructural biolégicamente activa cuando el nucledfilo Nu esta ausente en el grupo de
enmascaramiento. Como se muestra en la seccion del ejemplo, durante la liberacién del grupo bioactivo de insulina
de un profarmaco polimérico con un grupo de enmascaramiento de pentanoilo que no forma parte de la presente
invencion (ya que no contiene un nucledfilo), aproximadamente el 30% de la molécula de insulina se modific6 con el
grupo de enmascaramiento por transferencia de acilo. El mecanismo de un ejemplo de esta modificacion donde D
contiene un grupo amino libre adicional que sirve como nucledfilo para la transferencia de acilo del grupo de
enmascaramiento se muestra en la Figura 9.

Ar de férmula la o Ib es un hidrocarburo aromatico multisustituido o un heterociclo aromatico multisustituido. Para ser
aromatico, el nimero de electrones pi debe satisfacer la regla de Hiickel (4n+2) y el ciclo debe ser plano. Una gran
variedad de compuestos satisface estos criterios y, por lo tanto, son adecuados como Ar en la formula la o Ib. Ar se
selecciona del grupo que consiste en:

JORROURTE

peliogolie)
T0.Q0 X0

15



10

15

20

25

30

35

ES 2741524 T3

en donde cada V se selecciona independientemente del grupo que consiste en O, Ny S. Y2y

/R1

X 5
EYSHT
R

3

enlaférmulalao Yay
L
—Y;——T
R3

en la formula Ib tienen que estar dispuestos en el anillo aromatico de tal manera que puede tener lugar una eliminacion
1,4-01,6-0 1, (4+2p), con p=2, 3, 4 y superior, (véase mas arriba).

Por ejemplo, en el caso de un anillo de 6 miembros, los sustituyentes deben estar dispuestos orto o para.

Las unidades estructurales preferidas para Ar son hidrocarburos aromaticos mono- y diciclicos o heterociclos
aromaticos.

Las unidades estructurales especialmente preferidas son hidrocarburos aromaticos monociclicos de cinco o seis
miembros o heterociclos aromaticos.

Procedimientos generales de sintesis de los profarmacos poliméricos.

La sintesis de ejemplos representativos de profarmacos poliméricos de acuerdo con la presente invencion se describe
en la seccién de Ejemplos.

Los profarmacos de la presente invencion se pueden preparar de varias formas diferentes. La Figura 10 muestra rutas
generales para la sintesis de los profarmacos poliméricos de la presente invencién de acuerdo con la férmula la.

En un primer método, el intermedio (lll) se proporciona mediante la acilacion de Y2 del material de partida (Il) con el
grupo de enmascaramiento.

Y,’I
Na- WY

Para esto, X o Nu pueden tener que estar protegidos con un grupo protector reversible PG1. Los grupos protectores
adecuados se describen en TW Greene, P.G.M. Wuts, Protective groups in organic synthesis, 1999, John Wiley &
Sons, 32 ed. Desde el intermedio (lll) se pueden utilizar dos rutas alternativas para producir (laa). En una primera ruta,
el intermedio (lll) se activa mediante un agente activador tal como cloroformiato de 4-nitrofenilo o carbonato de
disuccinilo para obtener (IV). La molécula de farmaco que contiene amina se une a (IV) para producir (V) desplazando
el grupo saliente del compuesto intermedio activado (V). Después de la desproteccion de X, por ejemplo, tratando el
intermedio (V) con reactivos como el &cido trifluoroacético o el intermedio desprotegido con DTT (donde corresponda),
se hace reaccionar con el polimero R1 para producir el profarmaco polimérico (laa).

En una segunda ruta, el polimero R1 se une primero al intermedio (lll) después de la desproteccién de X (donde sea
aplicable) para formar el intermedio (VI). Después de un paso de activacion se forma el intermedio (VII). (VIl) se hace
reaccionar con la molécula de farmaco que contiene amina para formar el profarmaco polimérico (lac). En un segundo
método, el intermedio (VIII) se proporciona activando el material de partida (ll) mediante un agente activador tal como
cloroformiato de 4-nitrofenilo. Para esto, Y2 y/o X pueden tener que estar protegidos con un grupo protector PGz y/o
PGi. El farmaco que contiene amina se hace reaccionar con el intermedio (VIIl) para formar (IX). En una primera ruta,
Y2 de (IX) se desprotege selectivamente y se acila para formar el intermedio (V) que se procesa adicionalmente a (laa)
como se describe anteriormente. En una segunda ruta, X se desprotege selectivamente y se hace reaccionar con el
polimero R1 para formar el intermedio (X). Y2 de (X) se desprotege y acila para formar el profarmaco polimérico (lac).

En un tercer método, el material de partida (Il) se hace reaccionar con el polimero R1 para formar el intermedio (XI).
En una ruta, el intermedio (XI) se puede acilar para formar el intermedio (VI) que se procesa como se describe
anteriormente para formar un profarmaco polimérico (laa). En una segunda ruta, Y2 esta protegido por el grupo
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protector PGz, se activa y reacciona con la molécula de farmaco que contiene amina para formar (X). El intermedio (X)
luego se procesa como se describe anteriormente para formar el profarmaco polimérico (lac).

Para todos los métodos descritos, los grupos funcionales adicionales tales como Y3 o nucleéfilos presentes en Nu-W
pueden tener que estar protegidos con grupos protectores adecuados.

Los profarmacos poliméricos de acuerdo con la formula Ib se pueden preparar mediante los métodos descritos
anteriormente para profarmacos de acuerdo con la férmula la usando el material de partida Ilb en lugar de Il en la
figura 10.

[Ra], X
R2

Y2 R3 Ys

[Ib

Se entiende que las estructuras enlazadoras de acuerdo con la invencién descrita y que llevan grupos protectores o
grupos salientes como se describe y se usa en la sintesis de profarmacos poliméricos correspondientes se consideran
dentro del alcance de la invencion.

Aplicacion de los profarmacos poliméricos en terapia molecular

Para los profarmacos poliméricos en cascada, es deseable que la cinética de escision del primer enlace temporal se
desarrolle en las condiciones presentes en la circulacién sanguinea del cuerpo humano (pH 7.4, 37°C). Un método
para hidrolizar los profarmacos poliméricos en cascada comprende una etapa de colocar el profarmaco en solucion
con un pH de aproximadamente 7.4. Lo mas importante es que la escision del primer enlace temporal debe basarse
en la hidrdlisis y exhibir una dependencia nula o muy limitada de las entidades quimicas o bioquimicas o fisicoquimicas
presentes en la circulacion sanguinea humana, como enzimas, sales o proteinas de unién.

Se encontr6 ahora sorprendentemente que la velocidad de escision del primer enlace temporal que conecta el grupo
de enmascaramiento con el grupo activador, asi como su dependencia de los componentes sanguineos, se puede
controlar por los efectos de los grupos vecinos mediados por los grupos funcionales nucleofilicos (tales como, aminas
secundarias o terciarias) presentes en el grupo de enmascaramiento y ubicadas a una distancia del enlace temporal
correspondiente. Si el grupo de enmascaramiento esta estructurado de esta manera, una reaccion intramolecular con
contribucion del nucleéfilo gobierna la cinética del enlace (Figura 5 y Figura 8).

La ventaja clave de los profarmacos poliméricos de la presente invencién es su escisidn predominantemente no
enzimatica: la vida media del profarmaco en plasma sanguineo humano adecuadamente tamponado de pH 7.4 (con
una concentracion de regulador acuoso <50%) es al menos el 50% de la vida media del profarmaco en regulador libre
de enzimas pH 7.4.

Esta caracteristica permite una mejor previsibilidad y control de las ratas de liberacién después de la administracién a
un organismo vivo y reduce la variabilidad entre pacientes.

En contraste con la dependencia enzimatica de la eliminacién del grupo de enmascaramiento como se describe en los
ejemplos mencionados anteriormente de Antzczak et al., Shabat et al., y Lee et al., se puede lograr un mayor nivel de
control sobre las ratas de liberacion si el grupo de enmascaramiento tiene propiedades de autoeliminacién
independientes de la enzima.

Los grupos de enmascaramiento de acuerdo con la presente invencién contienen al menos un nucleéfilo Nu. Las
caracteristicas estructurales de este grupo de enmascaramiento, como la nucleofilicidad del grupo amina y la
capacidad de formacién de anillos, pueden optimizarse sistematicamente para ajustar con precisién la rata de escision
del profarmaco. Dichas reacciones intramoleculares que resultan en el desenmascaramiento y el reordenamiento
subsiguiente son altamente independientes de las enzimas debido al hecho de que las reacciones intramoleculares
generalmente se prefieren a las reacciones intermoleculares como se muestra esquematicamente en la Figura 8.

En otra realizacion de la invencion, la independencia de la escision del profarmaco a partir de los niveles de enzima
se logra proporcionando un profarmaco que contiene un grupo portador estéricamente exigente como se muestra en
la Figura 7.

Dicha encapsulacion o proteccion estérica por el grupo portador estéticamente exigente puede ser conferida por una
estructura ramificada, hiperramificada, reticulada o autoensamblada del polimero portador. Tales polimeros tienden a
formar un volumen molecular densamente empaquetado, como se ejemplifica, por ejemplo, en dendrimeros, polimeros
en estrella densa o nanoparticulas y microparticulas en forma de perlas o geles amorfos. Si el enlace del portador de
polimero al farmaco se ubica en el interior del portador de polimero, el farmaco enlazado se encapsulara y protegera
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de manera eficiente del ataque enziméatico. En este caso, el impedimento estérico del polimero impide que las enzimas
accedan y rompan los enlaces temporales.

En otra realizacion mas, la escisién del profarmaco independiente de la enzima se logra combinando un grupo de
enmascaramiento autoeliminatorio intramolecular con un vehiculo encapsulado hiperramificado o reticulado o
autoensamblado.

Una ventaja adicional de la presente invencién es la liberacién de una unidad estructural biolégicamente activa no
modificada. En los casos en los que la unidad estructural bioldgicamente activa contiene otros grupos funcionales
reactivos, como los grupos amino de residuos de lisina en proteinas, puede ocurrir una reaccién secundaria no
deseada entre el grupo de enmascaramiento y la unidad estructural biol6gicamente activa. Los grupos funcionales
reactivos de la unidad estructural biol6gicamente activa pueden reaccionar con el grupo de enmascaramiento,
formando un enlace covalente estable y dando como resultado la liberacion de una unidad estructural biolégicamente
activa modificada. Esta posible reaccion secundaria se muestra esquematicamente en la Figura 9. La aparicion de
tales reacciones secundarias se muestra en la seccién de ejemplos utilizando profarmacos poliméricos que no forman
parte de la presente invencion con grupos de enmascaramiento simples como un residuo de pentanoilo sin un
nucledfilo Nu presente en el grupo de enmascaramiento y como se describe por Antczak et al. o Lee et al. La reaccién
secundaria en este sistema enlazador se suprime utilizando profarmacos poliméricos de acuerdo con la presente
invencion con grupos de enmascaramiento activados intramolecularmente que contienen nucleéfilos Nu (véase
seccion de ejemplo).

El control de liberacion independiente de la enzima permite formulaciones de depdsito sin la necesidad de
encapsulacion. Hasta ahora, muchos materiales biocompatibles, como los hidrogeles con tamafos de poros grandes,
no podian usarse para formulaciones de depésito debido a su falta de propiedades de encapsulacién. A partir de
dichos materiales biocompatibles bien hidratados y mecanicamente blandos, se liberara una unidad estructural
biol6gicamente activa demasiado rapido para la mayoria de las aplicaciones terapéuticas. En combinacion con los
enlazadores de profarmacos descritos en esta invencion, el material portador puede optimizarse por sus propiedades
de biocompatibilidad ya que la liberacion esta gobernada unicamente por la cinética de escision del enlazador y no
requiere degradacion quimica o enzimatica del propio polimero.

Las velocidades de liberacion se rigen por una reaccién quimica sustancialmente no enzimatica que a su vez depende
de la estructura molecular del enlazador. Las modificaciones sistematicas o aleatorias de la estructura quimica, por
ejemplo, al cambiar los sustituyentes en una o mas posiciones, por ejemplo, un grupo de enmascaramiento en un
profarmaco en cascada, permite la generacién de enlazadores de profarmacos con diferentes ratas de liberacion. Por
lo tanto, es posible crear una variedad de enlazadores de profarmacos y seleccionar aquellos enlazadores de
profarmacos de escisidn rapida o lenta de acuerdo con las demandas planteadas por una aplicacién terapéutica o
medicinal determinada.

Otra caracteristica ventajosa que forma parte de esta invencion es la union del soporte polimérico a través de un
enlace covalente estable a una unidad estructural activadora involucrada en un mecanismo de liberacion de
profarmaco doble o en cascada. Como parte de esta invencion, la unidad estructural activadora permanece unida al
vehiculo polimérico después de la liberacién del farmaco vy, por lo tanto, no puede difundirse al medio ambiente. El
enlace permanente del portador de polimero al grupo activador reduce en gran medida la reactividad lateral de la
unidad estructural activadora y la probabilidad de efectos toxicos no deseados. En otros profarmacos poliméricos en
cascada conocidos en la técnica, la unidad estructural activadora se libera ademés del farmaco. Debido a los
mecanismos de reordenamiento molecular utilizados en los profarmacos en cascada, la unidad estructural activadora
se libera en una forma altamente reactiva y puede causar dafio directo a las biomoléculas circundantes, o se pueden
formar derivados potencialmente téxicos de la unidad estructural activadora in vivo.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un profarmaco unido a portador.

La Figura 2 muestra un profarmaco unido a un portador dependiente de enzima.

La Figura 3 muestra un profarmaco en cascada donde el grupo de enmascaramiento es parte del portador.

La Figura 4 muestra un profarmaco en cascada dependiente de la enzima donde el grupo de enmascaramiento es
parte del portador.

La Figura 5 muestra un profarmaco en cascada de autoescision en donde el grupo de enmascaramiento esta separado
del portador.

La Figura 6 muestra un profarmaco en cascada dependiente de la enzima donde el grupo de enmascaramiento esta
separado del portador.

La Figura 7 muestra un profarmaco en cascada donde el portador esta protegiendo estéricamente del grupo de
enmascaramiento.
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La Figura 8 muestra la escision del grupo de enmascaramiento por ciclizacion intramolecular.

La Figura 9 muestra una posible reaccion lateral de la activacion del profarmaco polimérico.

La Figura 10 muestra los métodos generales de sintesis.

La Figura 11 muestra los espectros de masas de las moléculas de insulina liberadas de profarmacos.
Ejemplos

Materiales

Los Fmoc-aminoacidos, resinas y PyBOP se adquirieron de Novabiochem y se nombran de acuerdo con el catalogo.
El Fmoc-Ado-OH se obtuvo de Neosystem. Todos los productos quimicos adicionales fueron comprados de Sigma
Aldrich. La insulina humana recombinante era de ICN Biomedicals (Estados Unidos). La maleimida-PEG5k se obtuvo
de Nektar (Estados Unidos). El éster succinimidilico de 5-(y -6)-carboxifluoresceina (isémeros mixtos) se obtuvo de
Molecular Probes.

Medio de reaccion de sintesis en fase sélida

La sintesis en fase s6lida se realiz6 en resina de amida NovaSyn TG Sieber con una carga de 0.17 mmol/g o resina
de cloruro de 2-clorotritilo con una carga de 1.4 mmol/g. Se utilizaron jeringas equipadas con fritas de polipropileno
como recipientes de reaccion.

Ciclo de acoplamiento estandar para aminoacidos protegidos por fmoc

Para la eliminacion del grupo protector fmoc, la resina se agité repetidamente (tres veces, 4 minutos cada una) con
2/2/96 (v/v/v) de piperidina/DBU/DMF y se lavd repetidamente (seis veces) con DMF.

El acoplamiento de aminoacidos protegidos con fmoc a grupos amino libres en la resina se logr6 agitando la resina
con 3 equivalentes (eq) de fmoc-aminoacido, 3 eq PyBOP y 6 eq DIEA en relacién con los grupos amino libres en DMF
para 60 min.

Finalmente, la resina se lavo repetidamente (cinco veces) con DMF.
Protocolo de escisién estandar para la resina de amida TentaGel Sieber

Una vez completada la sintesis, la resina se lavo con DCM, se sec6 al vacio y se tratd repetidamente (cinco veces)
con 97/2/1 (v/v) DCM/TES/TFA. Después de la evaporacion, los compuestos se purificaron por RP-HPLC preparativa
(Waters 600).

Protocolo estandar de escision para la resina de cloruro de 2-clorotritilo

Una vez completada la sintesis, la resina se lavdé con DCM, se secé al vacio y se tratdé dos veces durante 30 minutos
con 65/35 (v/v) HFIP/DCM. Después de combinar los eluidos, se evaporaron los componentes volatiles.

Analisis

La espectrometria de masas (MS) se realizd en un instrumento Waters ZQ 4000 ESl y los espectros, si fuera necesario,
fueron interpretados por el software MaxEnt de Waters.

La cromatografia de exclusion por tamafno se realizé6 usando un sistema basico Amersham Bioscience AEKTA
equipado con una columna Superdex 200 (Amersham Bioscience). Los espectros de RMN se registraron en un Bruker
AC300.

Vision general - sintesis de profarmacos poliméricos de acuerdo con la formula la con grupos de enmascaramiento
unidos a éster
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Sintesis del compuesto 2
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HO S—Mmt
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Se disolvieron cloruro de Mmt (1 eq) y acido mercaptopropiénico (1.1 eq) en TFA y se incubaron durante 30 min. El
disolvente se elimin6 a presién reducida. El producto se disolvié en piridina, se diluyd en agua, se acidificé con acido
acético y se extrajo con éter. La fase etérea se separd y se seco sobre Na2SQa4. El disolvente se elimind a presién
reducida y el producto 2 se purificé por RP-HPLC.

Sintesis de los compuestos 3a 'y 3b

(0]

R —_
N S—-Mmt
HO H
OH

3a R1=H
3b R1 = OMe

Se disolvieron clorhidrato de octopamina (1a) (2 eq), DIEA (4 eq) y PyBOP (1 eq) en DMF, se afnadio 2 (1 eq) y la
mezcla se hizo reaccionar durante 50 minutos a temperatura ambiente. Después de la adicion de acido acético (7 eq),
el producto 3a se purifico por RP-HPLC.

3b se sintetiz6 a partir de clorhidrato de normetanefrina (1b) como se describe anteriormente.
3a: MS [M+Na]* = 536 (MW+Na calculado = 536.2 g/mol)
3b: MS [M+Na]* = 566 (MW+Na calculado = 566.2 g/mol)

Sintesis de mercaptotiazolida 4

Se disolvieron 2-mercaptotiazolina y trietilamina (1.5 eq) en THF seco y se anadié cloruro de pentanoilo (1 eq). La
mezcla se agité durante 1 hora a 50°C bajo una atmoésfera de gas inerte y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se
anadié HCI acuoso 0.5 N y las fases organicas separadas se secaron sobre Na2SO4. Después de concentrar al vacio,
el residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice usando heptano/acetato de etilo (1/1) como fase
movil. La mercaptotiazolida 4 se recogié como un aceite amarillo viscoso.

4 Rt (heptano/acetato de etilo 1:1) = 0.7

Sintesis de los compuestos 5a y 5b.

5a 5b
Protocolo de sintesis general:

Se incubd 1 g de resina de cloruro de 2-clorotritilo (cargando 1.6 mmol/g) durante 1 h con 850 mg (2.4 mmol) de Fmoc-
lle-OH y 840 pl (4.8 mmol) de DIEA en 5 ml 1/1 de DCM/DMF. Después de la eliminacion de fmoc y el lavado de la
resina con DMF, se acoplé acido boc-aminobutirico a 0.5 g de resina de acuerdo con el método de acoplamiento
estandar. El compuesto 5a se escindi6 de la resina con 97/1/2 (v/v) de DCM/TFA/TES durante 45 min. Después de la
neutralizacién con piridina, los disolventes se eliminaron a presién reducida y la 5a se purificd por RP-HPLC.

5b se sintetiz6 a partir de acido boc-aminohexanoico como se describe anteriormente.
5a MS [M+Na]* = 339.2 (MW+Na calculado = 339.4 g/mol)
5b MS [M+Na]* = 367.4 (MW+Na calculado = 367.5 g/mol)
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Sintesis del compuesto 62

Mercaptotiazolida 4 (1 eq), fenol 3a (4 eq) y DMAP (4 eq) se sometieron a reflujo en DCM durante 2 h en atmésfera
de nitrogeno. Después de la neutralizacién con acido acético, el disolvente se elimind al vacio y el producto 6a se
purificé por RP-HPLC.

6a MS [M+Na]* = 620 (MW+Na calculado = 620.3 g/mol)

Sintesis de compuestos 6b a 6e

4 a]
M % }_\—S—Mmt
>@H1\_‘i}_0 ,@_glﬁ
: G:{;H &b

—Q@_{, S-Mmt

0
C"-{ 0 R
N N)xa—mm
H
H
6d R1=0Me

Protocolo de sintesis general: G2 R1=H

El &cido carboxilico 5a (1 eq), fenol 3b (1 eq), DIC (1 eq) y DMAP (2 eq) en DMF se hicieron reaccionar durante 1 hora
a temperatura ambiente. Después de la adicion de &cido acético (4 eq), el éster carboxilico resultante 6¢ se purifico
por RP-HPLC.

La 6d se sintetiz6 como se describié anteriormente utilizando 5b y 3b como materiales de partida.
6b se sintetizé como se describio anteriormente utilizando Z-Lys(Boc)-OH y 3b.

6e se sintetizd como se describe anteriormente utilizando 5b y 3a.

6b MS [M+Na]* = 928 (MW+Na calculado = 928.6 g/mol)

6¢c MS [M+Na]* = 864 (MW+Na calculado = 864.5 g/mol)

6d MS [M+Na]* = 892 (MW+Na calculado = 892.6 g/mol)

6e MS [M+Na]* = 862 (MW+Na calculado = 862.6 g/mol)

Sintesis de los compuestos 7a a 7e
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o}

>~N y——\—S-Mmt
~ w O e

7b

S Mmt

CH}Q@

7( "Qz_b_gn%—xs-m
%40

7d R1=0Me
7¢ R1=H

:z&

Protocolo de sintesis general:

5 El alcohol 6a (1 eq), el cloroformiato de 4-nitrofenilo (10 eq) y el DIEA (10 eq) se agitaron en dioxano seco durante 3
h a temperatura ambiente bajo atmésfera de nitrégeno. Después de la adiciéon de &cido acético (25 eq), las mezclas
se diluyeron con 7/3 (v/v) de acetonitrilo/H20 y el carbonato 7a se purificé por RP-HPLC.

7b, 7c, 7d o 7e se sintetizaron a partir de 6b, 6¢, 6d o 6e, respectivamente, como se describié anteriormente.

7a MS [M+Na]* = 785 (MW+Na calculado = 785.5 g/mol)
10 7b MS [M+Na]* = 1093 (MW +Na calculado = 1093.7 g/mol)
7¢ MS [M+Na]* = 1029 (MW +Na calculado = 1029.6 g/mol)
7d MS [M+Na]* = 1057 (MW +Na calculado = 1057.6 g/mol)
7e MS [M+Na]* = 1027 (MW+Na calculado = 1027.6 g/mol)
Sintesis de los compuestos 8a a 8c (N°A'-enlazador-insulina)
\/\)10\
(o] £B29
T lomen
o H Insulina
N
6329NH NH
{ NH oAl aB1 2
Insuli 8a R4 = H9 rh Insulina
\N 9a R4 = Suc-PEG5kK
aB1
ﬁf o4 T
jL/\ R4 e} o]
HEN wﬂ
H.JL\-/\.S,R-"-
&EZSNH 0.0
NI-I aAl I;BZQNH{
Insulina NH oAl
8bR4=H S
0bR4 = Suc-PEGSK _WH, 8cR4=H Insuling
9c R4 = Suc-PEG5k ;NH2
il
15
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Protocolo general de sintesis:

Se mezcld Rh-Insulina en 1/1 (v/v) DMSO/DMF con una solucion de 0.9 eq de carbonato 7a en DMSO. La solucién
resultante se ajustd a pH basico con DIEA y se agit6 durante 1.5 h a temperatura ambiente. La purificacion por RP-
HPLC dio un intermedio protegido con Mmt.

5 Después de la liofilizacién, el intermedio protegido con Mmt se mezcldé con 95:5 (v/v) de TFA/trietilsilano y se agité
durante 5 min. Los volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno y 8a se purifico por RP-HPLC y se liofilizé. La
regioselectividad de la modificacién de la insulina se verificé mediante reduccion con DTT y andlisis de MS.

8b u 8c se sintetizaron a partir de 7c, o 7d, respectivamente, como se describe anteriormente.
8a MS [M+2H]?* = 3078,9; [M+3H]** = 2053.2 [M+4H]** = 1540.6 (MW calculado = 6158 g/mol)

10 8b MS [M+2H]?* = 3152,9; [M+3H]** = 2100.6 [M+4H]* = 1575.8 (MW calculado = 6302 g/mol)
8c MS: [M+3H]3* = 2110,7; [M+4H]** = 1583,7; [M+5H]* = 1266.6 (MW calculado = 6330 g/mol)
Sintesis de los compuestos 8d a 8g (N¢82°-Fluoresceina-N°A'-enlazador-insulina)

H;

0 -
820 o

0
NP >N o
Insulina o H J\/\ _
H 5-R4

H.
By 2 o]
¢ eB29 Oy
Insulina N*?*-fluoresceina FI/I'ns:lina/NH aAl
8d R4=H
9d R4 = Suc-PEG5k u}NH2

O ~
0 0
HN " N S—RA _\_\jﬁ o i
) |
a H NJ\AS-R 4
H
€829 Y OYO

0
FIJ-H\ NH aat eB29 H
Insulina F|/N\ NH el
\NH Insulina
wB1 2
\Nqum
B8e R4=H

9e R4 =Suc-PEGSk

8f R1=0Me, R4=H

8g Ri=H,R4=H

9f R1=0Me, R4 = Suc-PEG5k
99 R1=H, R4=Suc-PEG5k

Suc= succinimidilo

Sintesis de insulina N¢82°-fluoresceina:

15 Se disolvieron 80 mg (13.8 umol) de rh-insulina en 4 ml 1/1 (v/v) de DMF/DMSOQO y se agregaron 40 pl de DIEA. Se
anadieron 8 mg (17 umol) de éster succinimidilico de 5-(y -6)-carboxifluoresceina y la solucién se agité durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 4 ml de 5/5/1 (v/v/v) de acetonitrilo/agua/acido acético, el producto
NeB29-fluoresceina insulina se purificé por RP-HPLC y se liofilizd. El sitio de conjugacion se verifico6 mediante la
reduccién de insulina NeB9-fluoresceina con 1,4-ditiotreitol, digestion con proteasas y analisis de MS.

20 MS: [M+2H]?* = 3084.0; [M+3H]** = 2054.6 (MW calculado = 6166 g/mol)
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La insulina N¢B2°-fluoresceina en 1/1 (v/v) de DMF/DMSO se mezcld con una solucién de 0.9 eq de carbonato 7b en
DMSO. La solucién resultante se ajustd a pH basico con DIEA y se agitd durante 3 horas a temperatura ambiente. La
purificacién por HPLC-P dio un producto intermedio protegido con Mmt.

Después de la liofilizacion, el intermedio se disolvio en 95/5 (v/v) de TFA/trietilsilano y se agité durante 5 min. Los
volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno y 8d se purificé por RP-HPLC y se liofiliz6.

8e, 8f u 8g se sintetizaron como se describid anteriormente utilizando 7c, 7d o 7e, respectivamente.
8d MS: [M+2H]?* = 3364.1; [M+3H]®*+ = 2242.7; [M+4H]* = 1681.5 (MW calculado = 6724 g/mol)

8e MS: [M+3H]3* = 2219.2 [M+4H]** = 1665.9; [M+5H]>* = 1332.8 (MW calculado = 6660 g/mol)

8f MS: [M+3H]3+ = 2229.7 [M+4H]* = 1673.3; [M+5H]%* = 1337.7 (MW calculado = 6689 g/mol)

8g MS: [M+3H]3* = 2218.7 [M+4H]** = 1664.9 (MW calculado = 6659 g/mol)

Sintesis de los compuestos 9a a 9g (compuestos de insulina monopegilados)

Se mezclaron 70 ul de 500 uM 8a en 1/4 (v/v) de acetonitrilo/agua con 7 pl de maleimida 10 mM-PEG5k en 1/4 (v/v)
de acetonitrilo/agua y 10 ul de regulador de fosfato de sodio 0.5 M pH 7.0 y se incuba durante 15 min. El compuesto
9a se purifico por SEC (columna: Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) utilizando un regulador HEPES 10 mM (pH
7.4), NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y Tween al 0.005% como fase movil. El eluato recogido (aproximadamente 1.5 ml)
se uso6 directamente como tal para la determinacion de la velocidad de liberacion.

9b, 9c, 9d, 9e, 9f 0 9g se sintetizaron como se describe anteriormente a partir de 8b, 8c, 8d, 8e, 8f, u 8g,
respectivamente.

9a a 9g: tiempo de retencién de SEC: 19.5 min

Sintesis de los compuestos 11ay 11b

R1
Br
HO

R2

11a R1 =R2 = Me
11b R1 = Me, R2 =H

Se disolvieron 3,5-dimetil-4-hidroxi-acetofenona (5.0 mmol) (10a) y CuBrz (1.7 g, 7.5 mmol) en 10 ml de acetato de
etilo y se sometieron a reflujo durante 2 h. Los subproductos sélidos se eliminaron por filtracion. El filtrado se evapor6
y el producto bruto 11a se purifico por RP-HPLC.

11b se sintetiz6 a partir de 4-hidroxi-3-metil-acetofenona (10b) (0.75 g, 5.0 mmol) como se describe anteriormente.
11a: Rendimiento 754 mg (62%)

MS [M+H]* = 243.1/245.1 (MW+H calculado = 244.1 g/mol)

11b: Rendimiento de 533 mg (47%)

MS [M+H]* = 229.2/231.1 (MW+H calculado = 230.1 g/mol)

Sintesis de los compuestos 12ay 12b

R1
NH,
HO

R2
12a R1 =R2=Me
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12b R1 =Me, R2 =H

Se disolvieron 500 mg de 11a (2.06 mmol) y 576 mg (4.11 mmol) de hexametilentetramina en 20 ml de triclorometano
y se calentaron a reflujo durante 30 minutos. El disolvente se eliminé a vacio. Se afadieron 4 ml de etanol y 2 ml de
HCI concentrado y la suspension se calenté a 50°C durante 4 h. La mezcla se concentr6 al vacio, se diluyé con
acetonitrilo/agua y la 12a se purificé por RP-HPLC.

12b se sintetiz6 a partir de 472 mg (2.06 mmol) de 11b como se describe anteriormente.
12a: Rendimiento 547 mg (81%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 202.2 (MW+Na calculado = 202.2 g/mol)

12b: Rendimiento 455 mg (70%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 188.2 (MW+Na calculado = 188.2 g/mol)

Sintesis del compuesto 13

NH,
HO
OH

13

Se disolvieron 500 mg (171 mmol) de 12a (sal de TFA) en 10 ml 1/1 (v/v) de metanol/agua, se afiadieron 129 mg (3.41
mmol) de NaBH4 y la mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se anadieron 0.5 ml de &cido
acético y 13 se purificaron por RP-HPLC.

13: Rendimiento 313 mg (62%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 204.2 (MW+Na calculado = 204.2 g/mol)

RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8[ppm] = 8.25 (s, 1H, Fenol), 7.84 (bs, 3H, NHs*), 6.89 (s, 2H, CHar), 5.85 (d, 1H, Hidroxilo,
J=3.7 Hz), 4.62 (m, 1H, CHaenciio), 2.93 (M, 1H, CHa), 2.80 (m, 1H, CHb), 2.17 (s, 6H, CHa).

Sintesis de compuestos 14a a 14d

Q

N NgL_\‘—S-R4

A3

HO R7
OH
R2

14a R1 = R2 = Me, R7 = H, R4 = Mmt
14b R1 = R2 = H, R7 = Me, R4 = Mmt
14c R1 = OMe, R2 = H, R7 = Me, R4 = Mmt
14d R1 =H, R2 = H, R7 = Me, R4 = Trt

13 (sal de TFA, 159 mg, 0.541 mmol) se acoplé al compuesto 2 como se describe para el compuesto 3a para producir
14a.

14b o 14c se sintetizaron como se describié anteriormente utilizando sinefrina (335 mg, 2.00 mmol) o metanefrina (sal
de HCI, 281 mg, 1.20 mmol), respectivamente. Se acopl6 sinefrina (335 mg, 2.3 mmol) a acido 3-tritilsulfanil-propiénico
como se describid anteriormente para producir 14d.

14a: Rendimiento 254 mg (87%)
MS [M+Na]* = 564.7 (MW+Na calculado = 564.3 g/mol)
14b: Rendimiento 760 mg (72%)
MS [M+Na]* = 550.2 (MW+Na calculado = 550.3 g/mol)
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14c: Rendimiento 530 mg (80%)MS [M+Na]* = 580.4 (MW+Na calculado = 580.4 g/mol)

14d: Rendimiento 567 mg (49%)

MS [M+Na]* = 520.5 (MW+Na calculado = 520.7 g/mol)

Sintesis de compuestos 15¢, 15d y 15f.

H
N

/\N/\/\N/ /\N/\/\N/\ /\N/\/ “~
| H

) " |
15¢ 15d 15f

Protocolo de sintesis general:

Se incubd 1 g de resina de cloruro de 2-clorotritilo (cargando 1.4 mmol/g) durante 1 h con N,N'-dimetilpropano-1,3-
diamina (para sintesis de 15c), o N,N'-dietil-propano-1,3-diamina (para sintesis de 15d) o N,N'-dimetil-etano-1,2-
diamina (4 eq) (para sintesis de 15f) en DCM. Después del lavado de la resina con DMF, las aminas se acetilaron con
1/1/2 (v/v/v) de anhidrido acético/piridina/DMF durante 14 h. La resina se lavo con THF y se sec6. Se anadié gota a
gota LiAlH4 (1 M en THF, 4 eq) a la resina suspendida en THF. La suspensién resultante se agité durante 3 horas a
45°C en atmoésfera de nitrégeno. Después de enfriar, se afadioé solucién acuosa de sal de Rochelle y la resina se
separé y se seco. Los compuestos se escindieron de la resina con 2/1 (v/v) HFIP/DCM (2 x 30 min). Los componentes

volatiles se evaporaron y los productos 15¢, 15d o 15f se usaron en los siguientes pasos sin purificacion adicional.15¢
MS [M+H]* = 131.2 (MW = 130.1 g/mol)

15d MS [M+H]* = 159.2 (MW = 158.1 g/mol)
15f MS [M+H]* = 117.1 (MW = 116 g/mol)

Sintesis de los compuestos 16a a 16f y 16i.

R1 )\K
0 I\! S-R4
Yo R7
R6—N_ OH
RrR5 R2
16a R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo, R7 = H, R4 = Mmt
16b R1 = OMe, R2 = H, R5 = Et, R6 = 2-(dietilamino)etilo, R7 = H, R4 = Mmt
16c R1 = OMe, R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt
16d R1 = R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt
16e R1 = OMe, R2 = H, R5 = Et, R6 = 3-(dietilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt
16f R1 = R2 = H, R5 = Et, R6 = 3-(dietilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt
16i R1 = R2 = H, R5 = Et, R6 = 2-(dietilamino)etilo, R7 = Me, R4 = Trt

Se disolvio 14a (120 mg, 0.222 mmol) en 1.5 ml de THF seco. Se afiadieron cloroformiato de p-nitrofenilo (45 mg,
0.222 mmol) y DIEA (113 pl, 0.665 mmol) y la mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se anadio
15a (N,N,N'-trimetil-etilen-1,2-diamina) (72 pl, 0.554 mmol) y se continud la agitacién durante 30 min. El disolvente se
elimino al vacio, se agregaron 100 ul de AcOH y 16a se purificé por RP-HPLC.

16b se sintetiz6 como se describe anteriormente a partir de 3b (80 mg, 0.15 mmol) y 15b (N,N,N'-trietil-etileno-1,2-
diamina) (55 mg, 0.38 mmol).

16¢ 0 16d se sintetizaron como se describe anteriormente a partir de 14c (56 mg, 0.1 mmol) o 14b (53 mg, 0.1 mmol),
respectivamente, y diamina 15c.

16e o 16f se sintetizaron como se describié anteriormente a partir de 14c (56 mg, 0.1 mmol) o 14b, respectivamente,
(53 mg, 0.1 mmol) y diamina 15d.
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16i se sintetizd como se describid anteriormente a partir de 14d (350 mg, 0.7 mmol) y 15b (N,N,N'-trietil-etileno-1,2-
diamina) (180 pl, 1 mmol).16a: Rendimiento 120 mg (69%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 692.4 (MW+Na calculado = 692.9 g/mol)
16b: Rendimiento de 48 mg (40%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 736.3 (MW+Na calculado = 736.4 g/mol)
16¢: Rendimiento de 8 mg (10%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 736.4 (MW+Na calculado = 736.4 g/mol)
16d: Rendimiento 20 mg (25%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 706.3 (MW+Na calculado = 706.3 g/mol)
16e: Rendimiento 2 mg (3%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 764.6 (MW+Na calculado = 764.4 g/mol)
16f: Rendimiento 6 mg (8%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 734.4 (MW+Na calculado = 734.3 g/mol)
16i: Rendimiento 152 mg (28%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 690.5 (MW+Na calculado = 690.9 g/mol)

Sintesis del compuesto 17

0
H)\_\—S—Mmt

HO

17
La amina 12b (sal de TFA) se acopl6 al compuesto 2 como se describe para el compuesto 3a.
17: Rendimiento 608 mg (74%)
MS [M+Na]* = 548.3 (MW+Na calculado = 548.7 g/mol)
Sintesis de los compuestos 18ay 18b.
‘ 0
i »K
0 N S-NMmt
»-0 i

R6& —N\ 0
Rs R2

18a R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 3-(dimetilamino)propilo
18b R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 2-(N-etil-N-metilamino)etilo

383 mg (0.729 mmol) de 17 se hicieron reaccionar con cloroformiato de p-nitrofenilo y N,N,N'-trimetil-propano-1,3-
diamina (15e) o 15f, respectivamente, para producir 18a o 18b como se describe para el compuesto 16a.

18a: Rendimiento 287 mg (50%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 690.7 (MW+Na calculado = 690.9 g/mol)
18b: Rendimiento 148 mg (26%) como sal de TFA
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MS [M+Na]* = 690.9 (MW+Na calculado = 690.9 g/mol)
Sintesis de compuestos 16g y 16h.
O
R1 H
O N S-Mmt
H

Y0
R6—N OH
\R5 R2

16g R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 3-(dimetilamino)propilo
16h R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 2-(N-etil-N-metilamino)etilo

Se disolvi6é 18a (287 mg, 0.367 mmol, sal de TFA) en 5 ml de metanol, se anadié NaBH4 (41 mg, 1.07 mmol) y la
mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 0.5 ml de acido acético y se purificaron 16
g mediante RP-HPLC.

Se hizo reaccionar 18b (8 mg, 0.010 mmol, sal de TFA) como se describe anteriormente para producir 16 h.
16 g: Rendimiento de 201 mg (70%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 692.7 (MW+Na calculado = 692.9 g/mol)

16h: Rendimiento 6 mg (77%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 692.7 (MW+Na calculado = 692.9 g/mol)

Sintesis de los compuestos 19a a 19i.

0
R1 H
o N S,
o) R7 R4

RG—N\ O

Rs R2 0=
O

19a R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo, R7 = H, R4 = Mmt

19b R1 = OMe, R2 = H, R5 = Et, R6 = 2-(dietilamino)etilo, R7 = H, R4 = Mmt

19¢ R1 = OMe, R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt
19d R1 = R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt

19e R1 = OMe, R2 = H, R5 = Et, R6 = 3-(dietilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt

19f R1 = R2 = H, R5 = Et, R6 = 3-(dietilamino)propilo, R7 = Me, R4 = Mmt

19g R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 3-(dimetilamino)propilo, R7 = H, R4 = Mmt

19h R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 2-(N-etil-N-metilamino)etilo, R7 = H, R4 = Mmt

19i R1 = R2 = H, R5 = Et, R6 = 2-(dietilamino)etilo, R7 = Me, R4 = Trt

Los carbonatos 19a a 19i se sintetizaron de 16a a 16i, respectivamente, como se describe para el compuesto 7a.19a:
Rendimiento de 98 mg (72%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 857.8 (MW+Na calculado = 858.0 g/mol)
19b: Rendimiento 6 mg (11%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 901.8 (MW+Na calculado = 901.5 g/mol)

19c¢: Rendimiento 1 mg (15%) como sal de TFA
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MS [M+Na]* = 901.4 (MW+Na calculado = 901.5 g/mol)
19d: Rendimiento 8 mg (29%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 871.4 (MW+Na calculado = 871.4 g/mol)
19e: Rendimiento de 0.3 mg (18%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 929.4 (MW+Na calculado = 929.5 g/mol)
19f: Rendimiento de 4 mg (45%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 899.7 (MW+Na calculado = 899.6 g/mol)
19 g: Rendimiento 6 mg (6%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 857.8 (MW+Na calculado = 858.0 g/mol)
19h: Rendimiento de 0.8 mg (11%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 857.7 (MW+Na calculado = 858.0 g/mol)
19i: Rendimiento de 77 mg (49%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 856.2 (MW+Na calculado = 856.0 g/mol)

Sintesis de compuestos 20a a 20f

L fM\%

eB29 NH
{ /,NHG'A’]
Insulina
H2

20a R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo, R7 = H

20b R1 = OMe, R2 = H, R5 = Et, R6 = 2-(dietilamino)etilo, R7 = H

20c R1 = OMe, R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me
20d R1 = R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me

20e R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 3-(dimetilamino)propilo, R7 = H

20f R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 2-(N-etil-N-metilamino)etilo, R7 = H

Los derivados de insulina 20a, 20b, 20c, 20d, 20e o 20f se sintetizaron a partir de 19a, 19b, 19¢c, 19d, 19g o 19h
respectivamente, como se describe para el compuesto 8a.

20a MS [M+3HJ3* = 2077.3 [M+4H]** = 1 559.2 (MW calculado = 6231.3 g/mol)
20b MS [M+3H]3* = 2093.0 [M+4H]** = 1 569.6 (MW calculado = 6274 g/mol)
20c MS [M+3H]** = 2090.8 [M+4H]** = 1 568.7 (MW calculado = 6274 g/mol)
20d MS [M+3H]** = 2081.3 [M+4H]* = 1 561.8 (MW calculado = 6244 g/mol)
20e MS [M+3H]** = 2077.1 [M+4H]* = 1 558.2 (MW calculado = 6231.3 g/mol)
20f MS [M+3H]3* = 2076.7 [M+4H]* = 1 559.3 (MW calculado = 6231.3 g/mol)
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Sintesis de los compuestos 21a a 21f (derivados de insulina monopegilados)

0O R1
O
"y o )3\
N

R5 \

R2 R7 —Suc
GTU STV peGsK
£B29

NH{ NHU{A'I
Insulina -~

ah\l Ha

21a R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo, R7 = H

21b R1 = OMe, R2 = H, R5 = Et, R6 = 2-(dietilamino)etilo, R7 = H

21c R1 = OMe, R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me
21d R1 = R2 = H, R5 = Me, R6 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo, R7 = Me

21e R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 3-(dimetilamino)propilo, R7 = H

21f R1 = R5 = Me, R2 = H, R6 = 2-(N-etil-N-metilamino)etilo, R7 = H

Los derivados de insulina 21a, 21b, 21c, 21d, 21e 0 21f se sintetizaron a partir de los compuestos 20a, 20b, 20c, 20d,
20e o0 20f, respectivamente, como se describe para el compuesto 9a.

21a a 21f: tiempo de retencion SEC: 19.5 min

Sintesis de los compuestos 23a y 23b.

R1 OH
HO

R2
23aR1=Yo,R2=H
23b R1 =R2 = Me

o-Cresol (22a) (1 eq), anhidrido succinico (1 eq) y AlCls (3 eq) en nitrobenceno se calentaron a 100°C durante 1 h. La
mezcla de reaccion se vertié en HCl/hielo y se extrajo con éter. La capa organica se extrajo con NaOH 1 Ny la capa
acuosa se acidifico con HCI concentrado. La capa acuosa se extrajo con éter y el éter se evapord. 23a se purificd por
RP-HPLC.

23b se sintetizé a partir de 2,6-dimetilfenol (22b) como se describe anteriormente.

23a: Rendimiento 552 mg (31%)MS [M+Na]* = 231.0 (MW+Na calculado = 231.2 g/mol)

RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 [ppm] = 12.05 (bs, 1H, CO2zH), 10.23 (s, 1H, fenol OH), 7.74 (s, 1H, CHar), 7.7 (d, 1H,
CHoar, 8JHH= 8.4 Hz), 6.86 (d, 1H, CHar, 3JHH= 8.4 Hz), 3.13 (t, 2H, C(O)CHz, 3Jnn= 6.4 Hz), 2.53 (t, 2H, CH2CO2, 3JH,
H = 6.4 Hz), 2.16 (s, 3H, CHa)

23b: Rendimiento 166 mg (15%)

MS [M+Na]* = 245.4 (MW+Na calculado = 245.2 g/mol)

Sintesis del compuesto 24
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SN
H,NT " "Mmt

Se disolvieron 1.85 g (16.02 mmol) de clorhidrato de cisteamina en 15 ml de TFA y se agregaron 2.47 g (8.01 mmol)
de MmtClI. Después de agitar la mezcla a temperatura ambiente durante 20 min, el disolvente se evapor6 al vacio. El
residuo se disolvié en éter dietilico y se extrajo con NaHCO3 acuoso saturado, IN H2SO4 y salmuera. El disolvente se
evaporé y 24 se purifico por RP-HPLC.

24: Rendimiento de 1.11 g (30%) como sal de TFA
TLC (AcOEt/EtsN 99/1), R = 0.24

Sintesis de los compuestos 25a y 25b.

R1
HO S-Mmt

R2
25aR1=Me, R2=H
25b R1 =R2 = Me

23a (leq), HOBt (1.1 eq) y DIC (1 eq) se disolvieron en DMF y se agitaron a temperatura ambiente durante 30 min. Se
anadieron 24 (sal de TFA, 1 eq) y DIEA (3 eq) y la solucion se agit6 durante 60 min. Se afadié acido acético y 25a se
purificé por RP-HPLC.

25b se sintetizd a partir de 23b como se describe anteriormente.
25a: Rendimiento 552 mg (25%)

MS [M+Na]* = 562.7 (MW+Na calculado = 562.7 g/mol)

25b: Rendimiento 15 mg (40%)

MS [M+Na]* = 576.6 (MW+Na calculado = 576.6 g/mol)

Sintesis de los compuestos 26a y 26b.

R1

»o S-Mmt
RS—N\ 0
Rs R2

26a R1 = Me, R2 = H, R5 = R6 = 3-(dimetilamino)propilo
26b R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo

Se hicieron reaccionar 267 mg (0.495 mmol) de 25a con cloroformiato de p-nitrofenilo y N-(3-dimetilaminopropil)-
N',N'dimetil-propano-1,3-diamina (15 g) para producir 26a como se describe para el compuesto 16a.

26b se sintetizd como se describi6 anteriormente usando 15 mg de 25b y N,N,N'-trimetil-etano-1,2-diamina (15a).
26a: Rendimiento 282 mg (58%) como sal doble de TFA

MS [M+Na]* = 775.2 (MW+Na calculado = 776.0 g/mol)

26b: Rendimiento 17 mg (70%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 704.5 (MW+Na calculado = 704.6 g/mol)

Sintesis de los compuestos 27a y 27b.
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O H
R1 N
0
0 S-Mmt
R6—N, OH
Rs R2

27a R1 = Me, R2 = H, R5 = R6 = 3-(dimetilamino)propilo

27b R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo

26a (272 mg, 0.277 mmol, sal doble de TFA) se disolvié en 5 ml de metanol, se afadié NaBH4 (42 mg, 1.09 mmol) y
la mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afadieron 0.5 ml de acido acético y 27a se purifico
por RP-HPLC.

El alcohol 27b se sintetiz6 igualmente a partir de 26b (17 mg, 25 pmol, sal de TFA).

27a: Rendimiento 142 mg (52%) como sal doble de TFA

MS [M+Na]* = 777.9 (MW+Na calculado = 778.0 g/mol)

27b: Rendimiento 6 mg (40%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 706.5 (MW+Na calculado = 706.6 g/mol)

Sintesis de los compuestos 28a y 28b

R1
Q
»-o0 S-Mmt

R6—N, 0
rs R2 0=
-

28a R1 = Me, R2 = H, R5 = R6 = 3-(dimetilamino)propilo
28b R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo

Los carbonatos 28a 0 28b se sintetizaron a partir de 27a o 27b, respectivamente, como se describe para el compuesto
7a.

28a: Rendimiento 1 mg (29%)

MS [M+Na]* = 942.9 (MW+Na calculado = 943.2 g/mol)
28b: Rendimiento 1.5 mg (19%)

MS [M+Na]* = 871.6 (MW+Na calculado = 871.7 g/mol)

Sintesis de los compuestos 29a y 29b.
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0 R1 0O

)& 3
R6 o

RS R2" .0 SH
eB29 NH
/,NH aAl
Insulina
a;NHz

29a R1 = Me, R2 = H, R5 = R6 = 3-(dimetilamino)propilo
29b R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo

Los derivados de insulina 29a o 29b se sintetizaron a partir de 28a o 28b, respectivamente, como se describe para el
compuesto 8a.

29a MS [M+3H]3* = 2105.8 [M+4H]** = 1580.2 (MW calculado = 6316.4 g/mol)29b MS [M+3H]®+ = 2081.8 [M+4H]*+ =
1562.4 (MW calculado = 6244 g/mol)

Sintesis de los derivados de insulina monopegilados 30a y 30b

?L- R1 0 H
RB-‘N\ o
RS R2 e} g—3Suc
o ™ PEG5K
£B29
NH /NH oAl
Insulina
a;NHZ

30a R1 = Me, R2 = H, R5 = R6 = 3-(dimetilamino)propilo
30b R1 = R2 = R5 = Me, R6 = 2-(dimetilamino)etilo

Los derivados de insulina 30a o 30b se sintetizaron a partir de 29a o 29b, respectivamente, como se describe para el
compuesto 9a.

30a y 30b: Tiempo de retencion de SEC: 19.5 min

Sintesis de un profarmaco polimérico de acuerdo con la férmula la con un grupo de enmascaramiento unido a éster y
un portador dendritico (9h)
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Sintesis del compuesto 31
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31

31 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar de sintesis en fase solida. Los aminoacidos Fmoc-Dpr(Boc)-OH,
Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH, Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH, Fmoc-Ado-OH y Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH se acoplaron a Resina amida
NovaSyn TG Sieber. Después de la eliminacion final de fmoc, la resina se agité con 5 eq de acido maleimidopropiénico
y 5 eq de DIC en relacién con los grupos amino en DMF durante 30 min. 31 se escindi6 de la resina con TFA/TES/agua
95/3/2 (v/viv). Después de la evaporacién del disolvente, el producto 31 se purificé por RP-HPLC.

MS: [M+H]* = 2494.6 (MW calculado = 2495.4 g/mol)

Sintesis del compuesto 32
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32

El compuesto 32 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar de sintesis en fase soélida. Los aminoacidos Fmoc-
Cys(Mmt)-OH, Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH, Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH, Fmoc-Ado-OH y Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH se acoplaron a
resina amida NovaSynTG Sieber.

Después de la eliminacion final de fmoc, la resina se agité con 3 eq de acido Boc-aminoxiacético, 3 eq de DIC y 3 eq
de HOBt en relacion con los grupos amino en DMF durante 30 min. 32 se escindié de la resina con DCM/TFA/TES
97/1/2 (v/viv). Después de la adicion de 0.8 eq de piridina en relacion con TFA, el disolvente se evaporé y el producto
32 se purificé por RP-HPLC.

MS: [M+H]+ = 2688.2 g/mol (MW calculado = 2688.8 g/mol)Sintesis del compuesto 33
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33

El compuesto 33 se obtuvo de acuerdo con el protocolo estandar de sintesis en fase sélida. Los aminoacidos Fmoc-
Dpr(ivDde)-OH, Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH, Fmoc-Dpr(Fmoc)-OH, Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, y Fmoc-Ado-OH se acoplaron a
Resina amida NovaSyn TG Sieber.

Después de la eliminacion final de fmoc, la resina se agité con 3 eq de acido 3,6,9-trioxadecanoico, 3 eq de PyBOP y
6 eq de DIEA en relacién con los grupos amino en DMF durante 60 min.

Para escindir el grupo protector ivDde, la resina se tratd tres veces con hidrazina al 2% en DMF. Después del lavado,
se acoplaron 3 eq de Fmoc-Ser-OH con 3 eq de DIC y 3 eq de HOBt durante 30 min. Después de la eliminacion final,
la resina se retird y el producto se escindié de la resina con DCM/TFA/TES 88/10/2 (v/v/v). El disolvente se evapor6 y
el residuo se oxiddé con 10 eq de peryodato de sodio en fosfato de sodio 0.1 M 3/2 (v/v), pH 7/acetonitrilo durante 15
minutos para producir 33. El producto 33 se purificé por RP-HPLC y se liofiliz6.

MS: [M+H]* = 3372.1 g/mol (3372.8 g/mol)

Sintesis del compuesto 34
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Se disolvieron 6 mg (2.4 umol) del compuesto 31 en 1 ml de acetonitrilo 2/1 (v/v)/fosfato de sodio 0.1 M, pH 7 y se
agregaron 65 mg (24.2 umol) del compuesto 32. La solucién se agité a temperatura ambiente durante 2 h y luego el

5 producto se purifico por RP-HPLC y se liofilizé (rendimiento: 45 mg (78%)).

El producto liofilizado (45 mg) se disolvié en 0.5 ml de DMF y se afadieron 10 pul de DIEA. Se afnadieron 5 mg (30
pmol) de acido 3-maleimidopropiénico y 4.7 pl (30 umol) de DIC en 150 pl de DMF y la mezcla de reaccion se agité a

temperatura ambiente durante 20 minutos, el producto se purificé por RP-HPLC y se liofiliz6.

El producto liofilizado se incubd durante 10 minutos en 95/5 (v/v) de TFA/agua y luego el disolvente se elimind en una
10 corriente de nitrodgeno. El producto 34 se purificé por RP-HPLC y se liofiliz6 (rendimiento global para las tres etapas:

20 mg (47%)).
MS: 17700-18200 (pico ancho) (MW calculado = 17749 g/mol)

Sintesis del compuesto 9h.

Se mezclaron 1.5 mg (225 nmol) 8g y 5 mg (280 nmol) 34, se disolvieron en 300 pl de 2/1 (v/v) 0.1 M de regulador de
15 fosfato de sodio pH 7/acetonitrilo y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. El producto se purificd

por RP-HPLC y se liofilizé. (rendimiento 4 mg, 160 nmol, 70%)
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El producto liofilizado se disolvié en 200 pl de regulador de citrato de sodio 0.1 M a pH 1.5y se agregaron 69 mg (20.5
pmol) 33 en 200 pl de 2/1 (v/v) de regulador de acetonitrilo/citrato de sodio de pH 1.5. La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 24 h y el producto 9h se purificé por cromatografia de exclusién por tamafo (columna: Superdex
200, regulador: HEPES 10 mM, pH 7.4, Tween-20 al 0.005%, EDTA 3 mM, rata de flujo: 0.75 ml/min)

Tiempo de elucién SEC: 15 min

Sintesis del compuesto 372

HO

OY
N O™ g O

37a OH

Se incubaron 250 mg (0.35 mmol) de resina de cloruro de 2-clorotritilo (con una carga de 1,4 mmol/g) durante 1.5 h
con 308 mg (4 eq., 1.4 mmol) de 4,7,10-trioxatridecano-1,13-diamina en 4 ml DCM para generar 35a. La resina se lavo
con DCM y se secé. Se agregaron 107 mg (0.7 mmol) de HOBt, 110 pl (0.7 mmol) de DIC y 150 mg (0.9 mmol) de
acido 5-formil salicilico en 3 ml de DMF y la suspension resultante se agité durante 1 hora a temperatura ambiente
para producir 36a. Después de lavar con DCM y THF, la resina se suspendié en 6 ml de THF y se afadieron gota a
gota 3 ml (3 mmol) de BH3s THF (1 M en THF, 8.5 eq.). La mezcla de reaccion se agitd durante 18 h a 45°C en atmésfera
de nitrogeno. Después de enfriar 4 ml de THF, se afadieron sucesivamente 0.8 ml de DIEA y 1.6 ml de MeOH. Se
agregaron 210 mg (0.84 mmol) de |2 (como una solucién concentrada de THF) y la suspensién se agité durante 1 h.
Laresina se lavé repetidamente (tres veces cada una) con THF, DMF, MeOH y DCM. La resina seca se hizo reaccionar
con 107 mg (0.7 mmol) de HOBt, 110 pl (0.7 mmol) de DIC y 55 pL (0.9 mmol) de AcOH en 3 ml de DMF durante 1 h.
Después del lavado de la resina con DMF y DCM, el compuesto 37a se escindié de la resina con 2/1 (v/v) HFIP/DCM
(dos veces durante 30 minutos). Los componentes volatiles se evaporaron y el producto 37a se usé en la siguiente
etapa sin purificacion adicional.

37a: Rendimiento 29 mg (20%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 421.4 (MW+Na calculado = 421.5 g/mol)
Sintesis del compuesto 38

HO

0
' Y
Mmt's\/\n/"'\/\/o\/\o/\/o\/\/N
0 OH
38

Se hicieron reaccionar 24 mg (0.06 mmol) 37a, 31 mg (0.06 mmol) de PyBOP, 32 pul (0.18 mmol) de DIEA y 23 mg
(0.06 mmol) 2 en 0.5 ml de DMF durante 50 minutos a temperatura ambiente. Después de la adicién de 50 ul, el
producto de acido acético 38 se purificd por RP-HPLC.

38: Rendimiento 7 mg (15%)
MS [M+Na]* = 781.3 (MW+Na calculado = 781.6 g/mol)

Sintesis del compuesto 39
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Se incubaron 300 mg (0.42 mmol) de resina de cloruro de 2-clorotritilo (cargando 1.4 mmol/g) durante 1.5 h con 245
mg (4 eq., 1.7 mmol) de 1,8-diaminooctano en 4 ml de DCM para obtener 35b. La resina se lavé con DCM y se secé.
Se agregaron 107 mg (0.7 mmol) de HOBT, 110 ul (0.7 mmol) de DIC y 150 mg (0.9 mmol) de acido 5-formil salicilico
en 3 ml de DMF y la suspension resultante se agité durante 1 hora a temperatura ambiente para generar 36b. Después
de lavar con DCM y THF, la resina se suspendi6 en 6 ml de THF y se agregaron gota a gota 3 ml (3 mmol) de BHs
THF (1 M en THF). La mezcla de reaccion se agitd durante 18 h a 45°C en atmésfera de nitrégeno. Después de enfriar
4 ml de THF, se anadieron sucesivamente 0.8 ml de DIEA y 1.6 ml de MeOH. Se agregaron 210 mg (0.84 mmol) de I2
(como una solucién concentrada de THF) y la suspension se agité durante 1 h. La resina se lavo repetidamente (tres
veces cada una) con THF, DMF, MeOH y DCM. La resina seca reaccion6 con 107 mg (0.7 mmol) de HOBT, 110 pl
(0.7 mmol) de DIC y 55 pL (0.9 mmol) de AcOH en 3 ml de DMF durante 1 h. Después del lavado de la resina con
DMF y el compuesto 37b de DCM, se hicieron reaccionar 78 mg (0.39 mmol) de cloroformiato de p-nitrofenilo y 210 pl
(1.2 mmol) de DIEA en 1/1 (v/v) de THF/DCM durante 30 min a temperatura ambiente. La resina separada se
suspendi6é en 1/1 (v/v) THF/DCM y se agregaron 210 pl (1.2 mmol) de N,N,N'-trimetiletilendiamina. La suspensién
resultante se agité durante 25 min a temperatura ambiente. La resina se separd y se lavé con DCM. El producto 39 se
escindi6 de la resina con 2/1 (v/v) HFIP/DCM (dos veces durante 30 min). Los componentes volatiles se evaporaron y
el producto 39 se purificé por HPLC.

39: Rendimiento 16 mg (8%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 473.5 (MW+Na calculado = 473.3 g/mol)

Sintesis del compuesto 402

0

- H 0 N .
Mmt S\/\[C])/N\/\/O\/\O/\/ NG T L\ .
40a \g/ NK

Se disolvi6 38 (7 mg, 9 umol) en 200 pl de THF seco. Se afiadieron cloroformiato de p-nitrofenilo (2.0 mg, 10 umol) y
DIEA (4.4 pl, 25 pymol) y la mezcla se agité durante 30 min a temperatura ambiente. Se afnadié N,N,N'-
trietiletilendiamina (15b) (18 pl, 0.1 mmol) y se continu6 la agitacion durante 30 min. El disolvente se eliminé al vacio,
se agregaron 10 ul de AcOH y 40a se purificé por RP-HPLC.

40a: Rendimiento de 1 mg (11%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 951.1 (MW+Na calculado = 951.8 g/mol)

Sintesis del compuesto 40b
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Se hicieron reaccionar 15 mg (33 umol) 39, 18 mg (33 pmol) de PyBOP, 23 ul (0.13 mmol) de DIEA y 13 mg (35 umol)
2 en 0.5 ml de DMF durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después de la adicién de 50 pl, el producto de acido
aceético 40 se purificé por RP-HPLC.

5 40b: rendimiento 10 mg (37%) como sal de TFA
MS [M+H]* = 811.5 (MW+Na calculado = 810.5 g/mol)

Sintesis del compuesto 41ay 41b

NO,

0O
OY
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41b

El carbonato 41a 0 41b se sintetizd a partir de 40a o 40b como se describe para el compuesto 7a
10 41a: Rendimiento 0.4 mg como sal de TFA

MS [M+Na]* = 1116.8 (MW+Na calculado = 1116.9 g/mol)

41b: Rendimiento de 2 mg (16%) como sal de TFA

MS [M+H]* = 976.8 (MW calculado = 975.8 g/mol)
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Sintesis del compuesto 42
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El derivado de insulina 42 se sintetiz6 a partir de 41b como se describe para el compuesto 8a.
42 MS [M+3H]3* = 2124.5 [M+4H]** = 1594.6 (MW calculado = 6371 g/mol)

Sintesis del compuesto 43
N
N~ O
. F H
0 Nm/\/E
“Suc
N 0 ]
o )§D PEGSK
H ]
B2ONH, [ 0
/oAt
Insulina 43

oatﬂ\1NH2

El derivado de insulina 43 se sintetiz6 a partir de 42 como se describe para el compuesto 9a.
43: Tiempo de retencién de SEC: 18.0 min

Sintesis de hidrogel de PEGA cargado con rh-insulina 45
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Derivacion con maleimida de hidrogel a base de poliacrilamida (PEGA):

Las perlas de hidrogel NH2-PEGA con una carga de 0.4 mmol/g y un tamafio de perla de 150-300 um se adquirieron
de Novabiochem.
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Se pesaron 2.5 g de hidrogel de NH2-PEGA metanol (0.4 mmol/g de carga de NH2) en una jeringa equipada con una
frita de polipropileno. La carga de maleimida se ajustd por acilacion empleando una mezcla de &cido
maleimidopropidnico activado y acido acético como se describe a continuacion. El hidrogel se lavé 5 veces con DMF
y se hizo reaccionar con 13.5 mg (0.08 mmol) de acido 3-maleimidopropiénico, 115.2 ul (1.92 mmol) de acido acético
y 313 pl (2 mmol) de DIC en 4 ml de DMF durante 30 min. El hidrogel 44 derivado de maleimida se lavo 10 veces con
DMF y DCM y finalmente con acetonitrilo.

Se hicieron reaccionar 30 mg de resina derivada de maleimida 44 (cargando 16 pmol/g) con 3 mg de compuesto 20b
(480 nmol, 1.06 eq) en 600 pl de 20/80 (v/v) acetonitrilo/regulador fosfato 50 mM (pH 7.4) durante 10 minutos para dar
hidrogel cargado con rh-insulina 45. El hidrogel 45 se lavd 5 veces con acetonitrilo/agua 50/50 (v/v) y tres veces con
acetonitrilo y se seco6 al vacio.

Sintesis de hidrogel a base de carbohidrato de rh-insulina 46

o)
0
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o 4
O
N O
H N
0 0
eB29NH oA
| {l./NH
nsulina
NH, \NH
oB1 2
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Las perlas de hidrogel "Sepharose 4 Fast Flow" activadas por NHS (agarosa reticulada quimicamente, epiclorhidrina
reticulante) se compraron a Amersham.

Se pesaron 1.5 g de hidrogel de sefarosa himedo con etanol (150 mg de hidrogel seco) en una jeringa equipada con
una frita de polipropileno y se hizo reaccionar con 4,7,10-trioxatridecano-1,13-diamina 1 M en DMF durante 30 min.
Después de 5 etapas de lavado con DMF, se hizo reaccionar hidrogel con 8.5 mg (0.05 mmol) de acido 3-
maleimidopropidnico, 57 ul (0.95 mmol) de &cido acético, 151 mg (1 mmol) de HOBt y 158 pl (1 mmol) de DIC en 4 ml
de DMF durante 30 min para dar hidrogel derivado de maleimida. El hidrogel se lavé 10 veces con DMF y finalmente
con acetonitrilo.

Se disolvieron 1.5 mg de 8c en 25/75 (v/v) de acetonitrilo/regulador fosfato 50 mM, pH 7.4 y se hicieron reaccionar con
10.8 mg de hidrogel derivado de maleimida durante 10 minutos. El hidrogel cargado con rh-insulina 46 se lavé cinco
veces con acetonitrilo/agua 50/50 (v/v) y tres veces con acetonitrilo y se seco al vacio.

Esquema de sintesis de fluoresceina-insulina-rHSA (50)

52



ES 2741524 T3

"’"“—\_";ﬁﬁﬂ S

o]
2 H o‘ﬁ’ 8F
BN NH aat

Insulina

\47
s

HSA ° o
— HN o_g ©
[v]
04&0 _\_\_)Lﬁ Ob\(wm\/\
H
f 0° h
820
HN™ ~0 |:|/n\ anM ° o
J) Insulina- /C
Q o] s}
&E/\/’u\ﬁm.gwo\) 49
o 2 7
T 43 &/\inmoﬁvo\)
\ H
o]

s

orm?H

_Q HSA
ﬁ =4

=820 H *(‘0 O’l_ﬂ}ao

At NH A

Insulina f
50 Jj‘ ©
&/\/JLHMO/\VDJ
[:ys:us o

HSA

On
o]

Sintesis de bismaleimida 47
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47
Se hizo reaccionar acido 3-maleimido-propiénico (92 mg, 0.54 mmol) en 200 pl de DMF con DIC (78 pl, 0.50 mmol) a
temperatura ambiente durante 15 min. Se anadi6 4,7,10-trioxa-tridecan-1,13-diamina (43.5 pl, 0.20 mmol) y la mezcla
se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después de la adicion de 800 pl, se purifico 1/4 (v/v) de acido acético/agua 47 mediante RP-HPLC.
47: Rendimiento 23 mg (22%)

MS [M+Na]* = 545.5 (MW+Na calculado = 545.6 g/mol)
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Sintesis de rHSA-maleimida (48)

Se mezclaron 66.5 pl de solucién de rHSA 3 mM en NaCl 145 mM, octanoato de sodio 32 mM, Tween-80 al 0.0015%
con 66.5 pl de regulador de fosfato 0.5 M, pH 7.0. Se anadieron 0.41 mg de bismaleimida 47 (0.8 umol) y la mezcla
se hizo reaccionar durante 15 minutos a temperatura ambiente. EI Compuesto 48 se purificé por SEC (columna:
Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) utilizando un regulador HEPES 10 mM a pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM
y Tween al 0.005% como fase mavil. (Rendimiento: 2.6 ml 77.5 pM 48).

Tiempo de retenciéon de SEC: 17.1 min (280 nm)
ESI-MS = 66988 (MW calculado = 66984 g/mol)
Sintesis de fluoresceina-insulina-enlazador-maleimida (49)

Se mezclaron 40 pl de bismaleimida 47 2.4 mM en 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua (96 nmol) con 40 pl de regulador de
borato de sodio 0.5 M, pH 5.8. Se agregaron 24 nmol de en 16.8 ul de 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua y la mezcla se
incubé durante 10 minutos a RT. Se agregaron 5 ul de AcOH y 49 se purificaron por RP-HPLC.

ESI-MS = 7211 (MW calculado = 7211 g/mol)

Sintesis de fluoresceina-insulina-enlazador-rHSA 50a) de 49 y Rhsa
b) de 48 y 8f

a)

Se mezclaron 30 pl de 49 80 uM en 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua (2.4 nmol) con 70 ul de regulador de fosfato de sodio
0.25 M, pH 6.4. Se anadieron 8 pl de 3 mM de rHSA en NaCl 145 mM, octanoato de sodio 32 mM, Tween-80 al
0.0015% (24 nmol) y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 20 min.

El compuesto 50 se purificé por SEC (columna: Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) utilizando un regulador
HEPES 10 mM a pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mMy Tween al 0.005% como fase movil.

Tiempo de retenciéon de SEC: 17.3 min (500 nm)
ESI-MS = 73676 (MW calculado = 73673 g/mol)
b)

El eluato SEC de rHSA-maleimida 48 (241 pl, 77.5 pM, 18.7 nmol) se mezcl6é con 20 pl de regulador de borato de
sodio 0.5 M pH 5.8. Se agregaron 14 ul de 1.41 mM 8f (19.6 nmol) en 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua y la mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Se afadieron 1.2 pl de acido 3-maleimidopropiénico 48.5 mM (58
nmol) en 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua y el compuesto 50 se purificé por SEC (columna: Superdex 200, rata de flujo:
0.75 ml/min) usando regulador HEPES 10 mM a pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y Tween al 0.005% como fase
moévil.

Tiempo de retenciéon de SEC: 17.1 min (500 nm)

ESI-MS = 73698 (MW calculado = 73673 g/mol)Esquema de sintesis de rHSA-enlazador-GLP-1 53a y 53b
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Sintesis de 51a

GLP(7-36) (secuencia: HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-amida) se sintetizé sobre resina de amina Rink
empleando fmoc-Strategy (Specialty Peptide Laboratories, Heidelberg, Alemania). El grupo protector fmoc N-terminal
se elimind y la resina se lavo con DCM y se sec6. Se suspendieron 118 mg de resina (0.11 mmol/g, 13.2 umol) en una
solucion de 50 mg 19i (53 umol) en 750 pl de DMSO seco y 22.4 pul de DIEA. Se anadieron 2.1 pl de piridina y la
mezcla se agité durante 48 horas a temperatura ambiente. Después de lavar la resina 6 veces cada una con DMF y
DCM, la escision del péptido de la resina y la eliminacién de los grupos protectores se logré con 96/2/2 (v/v/v)
TFA/trietilsilano/agua. Los volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno y 51a se purificé por RP-HPLC vy se liofilizo.

51a: Rendimiento 4.6 mg (9%)
MS: [M+3H]3* = 1251.0 (MW calculado = 3750.3 g/mol)

Sintesis de 51bLys28 ivDde cadena protegida GLP (7-36) (secuencia: HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVK
(ivDde)GR-amida) se sintetiz6 en una resina de Rink-amida empleando fmoc-Strategy (Specialty Peptide Laboratories,
Heidelberg, Alemania). El grupo protector fmoc N-terminal se eliminé y la resina se lavo con DCM y se sec6. Se
suspendieron 50 mg de resina (0.11 mmol/g, 5.5 umol) en una solucién de 25 mg 19i (26 pmol) en 400 pl de DMSO
seco y 11.2 ul de DIEA. Se anadieron 1.1 pl de piridina y la mezcla se agit6é durante 48 horas a temperatura ambiente.
Después de lavar la resina seis veces con DMF, el grupo protector ivDde se escindi6 incubando la resina 3 veces con
hidracina al 5% en DMF durante 20 minutos. El &cido Fmoc-8-amino, 3,6-dioxaoctanoico se acopl6 de acuerdo con el
ciclo de acoplamiento estandar. Se eliminé el grupo protector Fmoc y se acopld carboxi-fluoresceina incubando la
resina con 8 mg de 5- (y -6)-carboxifluoresceina éster succinimidilico y 2 ul de DIEA durante 60 min. La resina se lavd
seis veces cada una con DMF y DCM. La escisién del péptido de la resina y la eliminacién de los grupos protectores
se logré con 96/2/2 (v/v/v) TFA/trietilsilano/agua. Los volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno. Se utilizé 51b para
la sintesis de 52 sin purificacion adicional.

MS: [M+3H]** = 1064.3, [M+2H]** = 1418.3 (MW calculado = 4254 g/mol)
Sintesis de 52
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La materia prima 51b se disolvié en 500 ul de acetonitrilo 1/1 (v/v) / fosfato de sodio 0.25 M, pH 7 y se afiadieron 8 mg
de N,N'-bis(3-maleimidopropionil)-2-hidroxi-1,3-propanodiamina. La solucién se agité a temperatura ambiente durante
15 min y 52 se purifico por RP-HPLC vy se liofilizo.

52: Rendimiento: 5.1 mg
MS [M+3H]*+ = 1162.8, [M+2H]*+ = 1549.4 (MW calculado = 4645 g/mol)

Sintesis del compuesto 53a
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Se mezclaron 30 ul de 1.57 mM 48 (47 nmol) en regulador HEPES 10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y
Tween al 0.005% con 10 pl de regulador fosfato de sodio 0.5 M, pH 7,4. Se afadié una mezcla de 2 ul de DMSOy 12
pl de 6.06 mM 51a (73 nmol) en agua/acetonitrilo 9/1 (v/v) y la solucién se incubé a temperatura ambiente durante 30
min. La 53a se purificé por SEC (columna: Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) utilizando regulador fosfato 10
mM pH 7.4, NaCl 150 mM y Tween al 0.005% como fase movil.

Tiempo de retencién de SEC: 17.7 min (280 nm)
ESI-MS = 70745 (MW calculado = 70734 g/mol)
Sintesis de 53b
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53b

100 pl de 3 mM 52 (300 nmol) en 9/1 50 mM de fosfato de sodio, pH 7.0/acetonitrilo, se mezclaron con 100 pl de HSA
3 nM (300 nmol) y la solucién se incubd a temperatura ambiente durante 30 min. 53b se purificé por SEC (columna:
Superdex 200, rata de flujo: 0.75 ml/min) utilizando un regulador HEPES 10 mM a pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM
y Tween al 0.005% como fase movil.

Tiempo de retenciéon de SEC: 17.7 min (500 nm)
Sintesis de los compuestos 54a y 54b

Br
R1

HO
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54a R1 =Me
54bR1=H

Se suspendié AICI3 (1.05 eq) en DCM y se afiadié cloruro de acido 6-bromohexanoico (1 eq). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 20 minutos, se afiadié o-cresol (1 eq) y la mezcla se hizo reaccionar a temperatura
ambiente durante 25 minutos. La mezcla de reaccion se vertié en agua con hielo y se extrajo con acetato de etilo. La
fase organica separada se secé sobre Na=SOs y se concentréd al vacio. El producto 54a se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice usando heptano/acetato de etilo (4/1) como fase movil.

54b se sintetizd como se describe anteriormente utilizando cloruro de acido 6-bromohexanoico y fenol.
54a: Rendimiento 3.7 g (33%)

MS [M+H]* = 285.1 y 287.2 (MW+H calculado = 386.2 g/mol)

54b: Rendimiento 620 mg (15%)

MS [M+H]* = 271.2 (MW calculado = 271.0 g/mol)

Sintesis de los compuestos 55a y 55b

R1 Tri
HO

55a R1 =Me
55b R1 =H

Se anadié DBU (105 pul, 701 umol) a una solucion de bromuro 54a (105 mg, 369 pmol) y tritiltiol (204 mg, 738 pumol)
en 50 ml de DMSO seco. La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 40 min y se acidificé con
H2S0O4 1N. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo y se evaporé. 55a se purifico por RP-HPLC.

55b se sintetiz6 de acuerdo con el mismo protocolo utilizando 54b (180 mg, 0.66 mmol).
55a: Rendimiento 173 mg (97%)

MS [M+Na]* = 503.6 (MW+Na calculado = 503.7 g/mol)

55b: Rendimiento 160 mg (85%)

MS [M+Na]+ = 489.5 (MW+Na calculado = 489.3 g/mol)

Sintesis de los compuestos 56a y 56b.

R1
\
/N—< — 0
RE O

56a R1 = Me, R2 = R3 = 3-(dimetilamino)propilo,

S
Y

56b R1 = H, R2 = Me, R3 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo

56a se prepar6 a partir de 55a (9 mg, 19 pmol), cloroformiato de p-nitrofenilo y bis(3-dimetilamino-propil)amina (21 pl,
94 umol) como se describe para el compuesto 16a.

56b se sintetizd a partir de 55b (160 mg, 0.34 mmol), cloroformiato de p-nitrofenilo y N-etil-N,N'-dimetil-1,3-
propanodiamina (15¢) como se describe para el compuesto 16a.

56a: Rendimiento 12 mg (70%) como sal de TFA
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MS [M+Na]* = 716.8 (MW+Na calculado = 717.0 g/mol)
56b: Rendimiento de 80 mg (32%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 645.6 (MW+Na calculado = 645.4 g/mol)

Sintesis de los compuestos 57a y 57b

S\
R1 Tr
R2, H\<o
N OH
/
R 0

57a R1 = Me, R2 = R3 = 3-dimetilamino-propilo,
57b R1 = H, R2 = Me, R3 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo

57ay 57b se sintetizaron a partir de 56a (12 mg, 13 umol, sal doble de TFA) y 56b (80 mg, 110 umol, sal de TFA),
respectivamente, como se describe para el compuesto 16g.

57a: Rendimiento 9 mg (75%) como sal de TFA

MS [M+Na]+ = 719.0 (MW+Na calculado = 718.7 g/mol)
57b: Rendimiento 60 mg (75%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 647.4 (MW+Na calculado = 647.4 g/mol)

Sintesis de los compuestos 58a y 58b

R1 Trt

Q
RZ O o=\/
O

58a R1 = Me, R2 = R3 = 3-(dimetilamino)propilo,

58b R1 = H, R2 = Me, R3 = 3-(N-etil-N-metilamino)propilo

57a (1 eq, 8 mg, 9 umol), cloroformiato de 4-nitrofenilo (3.5 eq, 6 mg, 30 umol), DIEA (6 eq, 9 ul, 52 umol) y DMAP (1
eq, 1 mg, 9 umol) se agitaron en 1 ml de DCM seco a temperatura ambiente durante 45 min bajo atmoésfera de
nitrégeno. Los volatiles se evaporaron y se afiadié acido acético. La mezcla se disolvio en 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua
y el carbonato 58a se purificé por RP-HPLC.

El carbonato 58b se prepar6 igualmente a partir de 57b (135 mg, 0.18 mmol).

58a: Rendimiento de 7 mg (70%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 883.8 (MW+Na calculado = 884.1 g/mol)

58b: Rendimiento 110 mg (77%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 812.4 (MW+Na calculado = 812.5 g/mol)

Sintesis del compuesto 59
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|
Qx\

Y o

N
Ve o o
£B29
NHz  NH aat
Insulina
59

H,

2
2y
—

Rh-Insulina (44.5 mg, 7.7 umol), carbonato de 58a (1 eq, 7 mg, 6.4 mmol), DIEA (15 pl, 88 umol) y DMAP (1.5 mg, 12

pmol) en 0.3 ml de DMSO se hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos. La mezcla de reaccion

se neutraliz6 con &cido acético y se diluyé con 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua. La purificacion por RP-HPLC dio el
5 intermedio protegido con Trt apropiado.

Después de la liofilizacién, el intermedio protegido con Trt se mezcldé con 95/5 (v/v) de TFA/trietilsilano y se agité
durante 5 min. Los volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno y 59 se purificaron por RP-HPLC y se liofilizaron. La
posicion de la modificacién de la insulina se verifico mediante reduccién de la TDT y analisis de la EM.

59: MS [M+3H]3* = 2095.5 [M+4H]* = 1572.2 (MW calculado = 6288 g/mol)

10 Sintesis del compuesto 60

z__
/

N 0
7 R S——Suc-PEGSK
/N“‘\ ©
0 o
£B29 NH Y

¢ _NH oAl
60 Insulina

AN,

aB1

Se prepar6 60 a partir de 59 (0.17 pmol) como se describe para el compuesto 9a.
60: Tiempo de retencion de la SEC: 19.5 min.

Sintesis del compuesto 61
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Trt

57b (70 mg, 90 umol), DSC (161 mg, 630 pmol), DIEA (192 ul, 1.1 mmol) y DMAP (11 mg, 90 umol) se agitaron en 1

ml de acetonitrilo seco a temperatura ambiente durante 14 h bajo atmésfera de nitrégeno. Los volatiles se evaporaron

y se anadio acido acético. La mezcla se disolvio en 1/1 (v/v) de acetonitrilo/agua y el carbonato 61 se purificé por RP-
5 HPLC.

61: Rendimiento 40 mg (51%) como sal de TFA

MS [M+Na]* = 788.4 (MW+Na calculado = 788.5 g/mol)

Sintesis del compuesto 62

\N 62

10 61 (12 mg, 13 umol) y NPys-Cl (4 mg, 21 umol) se agitaron en 1 ml de DCM a -10°C durante 2 h en atmésfera de
nitrégeno. Los volatiles se eliminaron bajo flujo de nitrégeno y 62 se purificaron por RP-HPLC.

62: Rendimiento de 7 mg (65%) como sal de TFA
MS [M+Na]* = 700.9 (MW+Na calculado = 701.4 g/mol)

Sintesis del compuesto 63

\
R
N
Y s—-Suc-PEG5k

63
NH

15 rhGH

0.9 mg de rhGH desalinizada (ProspecTany, Israel, MW 22250 g/mol, 40 nmol) en 200 pl de regulador borato 50 mM
(pH 8.0), 8 pl de carbonato 62 en acetonitrilo (38 mM, 300 nmol) y 40 pul de DMSO se hicieron reaccionar a temperatura
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ambiente durante 3 h. La mezcla de disolventes y los compuestos pesados de bajo peso molecular se reemplazaron
por agua y posteriormente con regulador de acetato (25 mM, pH 4.2, 0.005% de Tween 20) mediante ultrafiltracién
utilizando un filtro Centricon 5 (corte de 5 kDa). 8 ul (80 nmol) de DTT 10 mM en regulador de acetato 25 mM, pH 4.2,
se afadié Tween al 0.005% y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min. Los compuestos de bajo peso
molecular se eliminaron mediante ultrafiliracion utilizando un filtro Centricon 5 y un regulador de acetato 25 mM a pH
4.2, Tween al 0.005% como eluato. Después de la concentracién a un volumen de 100 pl (Centricon 5), se agregaron
20 pl (100 nmol) de maleimida 5 mM-PEG5k en agua y 80 ul de regulador de fosfato 0.5 M, pH 7.0. La mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min. El monoconjugado 63 se separé mediante SEC (columna: Superdex
200, rata de flujo: 0.75 ml/min) utilizando un regulador de fosfato 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0.005%
como fase mavil. El eluato recogido (aproximadamente 1.0 ml) se diluy6é con 0.5 ml de regulador que contenia NaN3
al 0.05% y se uso directamente para la determinacion de la velocidad de liberacién.

63: Tiempo de retencion SEC: 17.5 min

Liberacién de insulina o fluoresceina-insulina de los conjugados en un regulador pH 7.4La liberacion de (fluoresceina)-
insulina de los conjugados (fluoresceina)-insulina 9a a 9h, 21a a 21f, 30a, 30b, 43, 50 y 60, la liberacion de
fluoresceina-GLP-1 de 53b y la liberacion de rhGH de 63 fue realizada por hidrdlisis del enlazador en regulador acuoso
pH 7.4. Los eluatos de SEC recogidos de (fluoresceina)-insulina conjugados (véase arriba), fluoresceina-GLP-1
conjugado y rhGH-conjugado, respectivamente, se incubaron a 37°C y las muestras se tomaron a intervalos de tiempo
y se analizaron por RP-HPLC (conjugados de insulina) o SEC (conjugado de rhGH, conjugados de insulina con
fluoresceina y conjugado de fluoresceina-GLP-1) y detecciéon de UV a 215 0 280 nm o deteccion de VIS a 500 nm.
Los picos que se correlacionan con el tiempo de retencién de la insulina nativa, la fluoresceina-insulina, la fluoresceina-
GLP-1y la rhGH, respectivamente, se integraron y se representaron en funcion del tiempo de incubacion, y se aplico
un software de ajuste de curvas para estimar el medio tiempo de liberacién correspondiente.

Liberacién de insulina a partir de conjugados de hidrogel 45 y 46

Se pesaron 4 mg de 45 0 2 mg 46 en un tubo de ensayo y se incubaron con 1 ml de regulador HEPES 10 mM, pH 7.4,
NaCl 150 mM, Tween al 0.005% a 37°C. Se tomaron muestras de 45 pul a diferentes intervalos de tiempo y se analizaron
cuantitativamente en busca de rh-insulina mediante un ensayo RP-HPLC. Los picos de rh-insulina se integraron y la
concentracién de rh-insulina se obtuvo a partir de una curva estandar. Se ajusté una cinética de liberacion de primer
orden a los puntos de datos para dar la vida media del enlazador.

Analisis de MS de la insulina liberada del compuesto 9a, 9b y 30alLas muestras de regulador de insulina liberada
(véase arriba) fueron analizadas por espectrometria de masas. La Figura 11 muestra los espectros de masas de la
insulina liberada del compuesto 9a, 9b y 30a. El espectro de masas de la insulina liberada a partir del compuesto 9a
muestra claramente un producto secundario principal (indicado por flechas), correspondiente a la insulina
irreversiblemente modificada con pentanocilo. En este caso, la eliminacién del grupo de enmascaramiento de
pentanoilo no fue por hidrélisis sino por transferencia de acilo a la insulina. El espectro de masas de la insulina liberada
a partir del compuesto 9b y 30a no muestra ninguna modificacion.

Liberacién de fluoresceina-insulina del conjugado 9d y 9e en plasma humano al 80%

La liberacién de fluoresceina-insulina de 9d o 9e se efectué mediante hidrélisis en plasma humano al 80% en HEPES
20 mM, pH 7.4 a 37°C. Se tomaron muestras a intervalos de tiempo y se analizaron mediante deteccién de SEC y VIS
a 500 nm. Los picos que se correlacionaban con el tiempo de retencién de la fluoresceina-insulina se integraron y se
representaron en funcion del tiempo de incubacion, y se aplicéd un software de ajuste de curvas para estimar el medio
tiempo de liberacién correspondiente.

Tabla: Hidrdlisis de profarmacos poliméricos.

Compuesto | t12 regulador pH 7.4 | t12 plasma humano

9a 40 h nd
9b 55 h nd
9c 45d nd
9d 7h 4h
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Compuesto | t12 regulador pH 7.4 | t12 plasma humano

%e 55 h 30 h
of 90 h nd
99 37h nd
9h 88 h nd
21a 64 d nd
21b 8d nd
21c 52d nd
21d 29d nd
21e 100d nd
21f 83 h nd
30a 17d nd
30b >70d nd
43 4h nd
45 7d nd
46 4d nd
50 57 h nd
53b 19 h nd
60 10d nd
63 51d nd

nd = no determinado

Lo anterior se considera ilustrativo de los principios de la invencion y dado que los expertos en la materia tendran
numerosas modificaciones, no se pretende limitar la invencién a la construccion y operacién exactas descritas. Todas
las modificaciones y equivalentes adecuados caen dentro del alcance de las reivindicaciones.

Abreviaturas:

Boc t-butiloxicarbonilo
DBU 1,3-diazabiciclo[5.4.0]Jundeceno
DCM dicolorometano
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1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo-ciclohexilideno)3-metil-butilo

diisopropilcarbodiimida
diisopropiletilamina
dimetilamino-piridina
N,N-dimetilformamida
dimetilsulfoxido

acido diaminopropiénico
carbonato de disuccinidilo

acido etilenediaminetetraacético
etilo

equivalente estequiométrico

fluorenilmetoxicarbonilo

Fmoc-Ado-OH  Acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico

HFIP
HEPES
HOBt
LCMS
Mal

Me
Mmt
MS
MW
Npys
PyBOP
rHSA
rhGH
RP-HPLC
RT
SEC
Suc
TES
TFA
THF
uv

VIS

hexafluoroisopropanol

N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-(acido 2-etanosulfénico)

N-hidroxibenzotriazol

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

maleimidopropionilo
metilo
4-metoxitritilo
espectro de masas
masa molecular

3-nitro-2-piridinesulfonilo

hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio

albumina sérica humana recombinante

hormona de crecimiento humano recombinante

Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa

temperatura ambiente

cromatografia de exclusion por tamario
succinimidopropionilo

trietilsilano

acido trifluoroacético

tetrahidrofurano

ultravioleta

visual

benziloxicarbonilo

63



10

15

20

25

ES 2741524 T3

REIVINDICACIONES
1. Un profarmaco polimérico en cascada que comprende:
- una amina que contiene una unidad estructural biol6gicamente activa;
- un grupo de enmascaramiento que tiene al menos un nucledfilo y que es distinto del portador;

en donde el profarmaco tiene la siguiente estructura:

(R4,

en donde
TesD;

D es un residuo de una amina que contiene una unidad estructural biolégicamente activa, que esta conectada a la
unidad estructural de la molécula a través de un grupo amina;

X es una unidad estructural espaciadora, tal como Rs-Ys;

Y1, Yz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Oy S;
Y3, Ys se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Oy S;
Y4 es O, NR6 o -C(R7)(R8)-;

Ys es O, S, NR6, succinimida, maleimida, un enlace carbono-carbono insaturado, cualquier heterodtomo que contenga
un par de electrones libres, o esta ausente;

R2 y R3 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; arilos; arilos sustituidos; heteroarilos sustituidos o no sustituidos; ciano;
nitro; halégeno; carboxi; carboxialquilo; alquilcarbonilo y carboxamidoalquilo;

cada R4 se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; arilo; arilo sustituido; heteroarilo sustituido o no sustituido; alcoxi
sustituido, no sustituido, lineal, ramificado o ciclico; heteroalquiloxi lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido;
ariloxi; heteroariloxi; ciano y halégeno;

R5 se selecciona del grupo que consiste en alquilo o heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido;
arilos; arilos sustituidos; y heteroarilos sustituidos o no sustituidos;

R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; arilos; arilos sustituidos; heteroarilos sustituidos o no sustituidos;
carboxialquilo; alquilcarbonilo; carboxamidoalquilo; ciano y halégeno;
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R6 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo o heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o
no sustituido; arilos; arilos sustituidos; y heteroarilos sustituidos o no sustituidos;

R1 es un polimero;

W se selecciona del grupo que consiste en alquilos lineales, ramificados o ciclicos sustituidos o no sustituidos; arilos;
5 arilos sustituidos; heteroalquilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido; y heteroarilos sustituidos o no
sustituidos;

Nu es un nucledfilo seleccionado del grupo que consiste en grupos amino primarios, secundarios o terciarios; tiol;
acido carboxilico; hidroxilamina e hidrazina;

n es cero o un entero positivo; y

10 Ar es un hidrocarburo aromatico de multiples sustituciones o un heterociclo aromatico de mdltiples sustituciones
seleccionado del grupo que consiste en:

L ST

jesisecibee]

y en donde cada V se selecciona independientemente del grupo que consiste en O, Sy N.

15 2. El profarmaco de la reivindicacién 1, en donde la unidad estructural biolégicamente activa se selecciona del grupo
que consiste en agentes biolégicamente activos y biopolimeros de molécula pequefa.
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3. El profarmaco de la reivindicacion 2, en donde los biopolimeros se seleccionan del grupo que consiste en proteinas,
polipéptidos, oligonucleétidos y acidos nucleicos peptidicos.

4. El profarmaco de la reivindicacion 3, en donde los polipéptidos se seleccionan del grupo que consiste en ACTH,
adenosina desaminasa, agalsidasa, albamina, alfa-1 antitripsina (AAT), alfa-1 proteinasa inhibidor (API), alteplasa,
anistreplasa, ancrod serina proteasa, anticuerpos (monoclonales o policlonales y fragmentos o fusiones), antitrombina
IIl, antitripsinas, aprotinina, asparaginasas, bifalina, proteinas éseas morfogénicas, calcitonina (salmén), colagenasa,

DNasa, endorfinas, enfuvirtida, encefalinas, eritropoyetinas, factor Vlla, factor VIII, factor Vllla, factor IX, fibrinolisina,
proteinas de fusién, hormonas foliculo estimulantes, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
galactosidasa, glucagon, péptidos glucagén como GLP-1, glucocerebrosidasa, factor estimulante de colonias de
macréfagos de granulocitos (GM-CSF), proteina activadora de fosfolipasa (PLAP), gonadotropina coriénica (hCG),
hemoglobinas, vacunas contra la hepatitis B, hirudina, hialuronidasas, globulinas inmunes iduronidasa, vacunas contra
la influenza, interleucinas (1 alfa, 1 beta, 2, 3, 4, 6, 10, 11, 12), antagonista del receptor IL-1 (rhIL-1ra), insulinas,
interferones (alfa 2a, alfa 2b, alfa 2c, beta 1a, beta 1b, gamma 1a, gamma 1b), factor de crecimiento de queratinocitos
(KGF), factores de crecimiento transformantes, lactasa, leuprolida, levotiroxina, hormona luteinizante, vacuna de
Lyme, péptido natriurético, pancrelipasa, papaina, hormona paratiroidea, PDGF, pepsina, factor activador de plaquetas
acetilhidrolasa (PAF-AH), prolactina, proteina C, octreotida, secretina, sermorelina, superdéxido dismutasa (SOD),
somatropinas (hormona del crecimiento), somatostatina, estreptoquinasa, sucrasa, fragmento de toxina teténica,
tilactasa, trombinas, timosina, hormona estimulante de la tiroides, tirotropina, factor de necrosis tumoral (TNF), receptor
de TNF-IgG Fc, activador tisular del plasminégeno (tPA), TSH, urato oxidasa, uroquinasa, vacunas y proteinas de
plantas tales como lectina o ricina.

5. El profarmaco de la reivindicaciéon 3, en donde la proteina se prepara mediante tecnologia de ADN recombinante.

6. El profarmaco de la reivindicacion 3, en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en fragmentos de
anticuerpo, proteinas de unién de cadena simple, anticuerpos cataliticos y proteinas de fusién.

7. El profarmaco de la reivindicacion 3, en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos,
calcitonina, G-CSF, GM-CSF, eritropoyetinas, hemoglobinas, interleucinas, insulinas, interferones, SOD, somatropina,
TNF, receptor de TNF IgG-Fc y péptidos similares al glucagon como GLP-1.

8. El profarmaco de la reivindicacion 2, en donde las moléculas pequerias biol6gicamente activas se seleccionan del
grupo que consiste en agentes activos del sistema nervioso central, antiinfecciosos, antineoplasicos, antibacterianos,
antifngicos, analgésicos, anticonceptivos, antiinflamatorios, esteroides, vasodilatadores, vasoconstrictores y agentes
cardiovasculares con al menos un grupo amino primario o secundario.

9. El profarmaco de la reivindicacién 2 u 8, en donde los agentes biolégicamente activos de molécula pequeia se
seleccionan del grupo que consiste en daunorrubicina, doxorrubicina, idarrubicina, mitoxantrona, aminoglutetimida,
amantadina, diafenilsulfona, etambutol, sulfadiazina, sulfamerazina, sulfametoxazol, sulfaleno, clinafloxacina,
moxifloxacina,

ciprofloxacina, enoxacina, norfloxacina, neomicina B, espectinomicina, kanamicina A, meropenem, dopamina,
dobutamina, lisinopril, serotonina, acivicina y carbutamida.

10. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde cada R4 se selecciona
independientemente del grupo de sustituyentes pequefnos que consiste en hidrégeno, metilo, etilo, etoxi, metoxi y otros
alquilos lineales, cicloalquilos o alquilos y heteroalquilos ramificados que comprenden uno a seis atomos de carbono.

11. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde R1 se selecciona del grupo que consiste
en polimeros basados en polialquiloxi como poli(propilenglicol) o poli(etilenglicol); dextrano, quitosano, éacido
hialurénico, alginato, xilano, manano, carragenano, agarosa, celulosa, almidén, hidroxietil almidéon (HES) y otros
polimeros a base de carbohidratos; poli(alcoholes vinilicos); poli(oxazolinas); poli(anhidridos); poli(ortoésteres);
poli(carbonatos); poli(uretanos); poli(acidos acrilicos); poli(acrilamidas) tales como poli(hidroxipropilmetacrilamida)
(HMPA); poli(acrilatos); poli(metacrilatos) como poli(metacrilato de hidroxietilo); poli(organofosfazenos);
poli(siloxanos); poli(vinilpirrolidona); poli(cianoacrilatos); poli(ésteres) tales como poli(acido lactico) o poli(acidos
glicélicos); poli(iminocarbonatos); poli(aminoacidos) tales como poli(acido glutamico), colageno o gelatina;
copolimeros; copolimeros injertados; polimeros reticulados; y copolimeros de bloque de los polimeros enumerados
anteriormente.

12. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde R1 es un hidrogel.

13. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde R1 es un polimero ramificado o
hiperramificado.

14. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde R1 es un dendrimero o polimero de
estrella denso.
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15. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde R1 es un biopolimero.
16. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o 15, en donde R1 es una proteina.

17. El profarmaco de la reivindicacion 16, en donde la proteina es albimina, un anticuerpo, fibrina, caseina o cualquier
otra proteina plasmatica.

18. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en donde R1 incluye ademds una o més sustancias
biol6gicamente activas.

19. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en donde el polimero de R1 tiene al menos un
grupo funcional para la unién a X.

20. El profarmaco de la reivindicaciéon 19, en donde al menos un grupo funcional se selecciona del grupo que consiste
en acido carboxilico, amino, maleimida, tiol, acido sulfénico y derivados, carbonato, carbamato, hidroxilo, aldehido,
cetona, hidrazina, isocianato, isotiocianato, acido fosférico, acido fosfénico, haloacetilo, haluros de alquilo, acriloilo,
agentes de arilacion como fluoruros de arilo, hidroxilamina, disulfuros como disulfuro de piridilo, vinilsulfona,
vinilcetona, diazoalcanos, compuestos de diazoacetilo, epoxido, oxirano y aziridina.

21. El profarmaco de la reivindicacion 19 o 20, en donde al menos un grupo funcional se selecciona del grupo que
consiste en tiol, maleimida, amino, acido carboxilico, carbonato, carbamato, aldehido y haloacetilo.

22. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en donde el enlace o grupo formado entre Xy R1
se selecciona del grupo que consiste en disulfuro, S-succinimida, amida, amino, éster carboxilico, sulfonamida,
carbamato, carbonato, éter, oxima, hidrazona, urea, tiourea, fosfato y fosfonato.

283. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en donde el enlace o grupo formado entre Xy R1
se selecciona del grupo que consiste en S-succinimida, amida, carbamato y urea.

24. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en donde la unidad estructural

se selecciona del grupo que consiste en

R7 O
o) o
R8 , NR6 1o

25. El profarmaco de la reivindicacién 24, en donde la unidad estructural

Y,
y—v,

es
O
5 .
NEG J—O
26. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en donde R6 es un Nu-W adicional.
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27. El profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en donde
Yﬂ
Nu —W—YH

es
R11 0
RO, R =g R8 O
N N \ |
/ l N-W
R10 R12| R6 /
m R10 R7
0
5 m=2-10

en donde R9, R10, R11 y R12 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo o
heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo y heteroarilo sustituido o no sustituido.

28. El profarmaco de la reivindicacién 27, en donde R9, R10, R11 y R12 se seleccionan independientemente del grupo
que consiste en hidrégeno y alquilo sustituido o no sustituido.

10 29. El profarmaco de la reivindicacién 27 o 28, en donde R7 y/o R8 no son hidrégeno.

30. Un método para hidrolizar el profarmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 que comprende una
etapa de poner el profarmaco en solucién con un pH de aproximadamente 7.4.
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Fig. 4

ES 2741 524 T3

Enlace Enlace

Enlace temporal temporal
peOTIEnenS primario  secundario
Grupo de
Portador ONMASCATAMIantd Reswssssnns sesnsnenss[Farmaco
dependiente de enzima
Grupo de
activacion
Catalisis
enzimética
Enlace
Enlace tempora!
permanente secundario
Gm “ LA L L]
Portador er miento + A'
dependiente ce enzima
Grupo de
activacion
Reaccién
intramolecular,
Enlace
permanente
Grupo de Farmaco
Portador ameno | 4 A + '

dependiente de enzima

70

Grupo de
activacion



Fig. 5
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Fig. 6
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