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DESCRIPCION

Nuevo procedimiento de preparaciéon de nanoparticulas recubiertas con una capa estabilizadora de gem-bisfosfonato
acoplada a ligandos de biodistribucion hidréfila

La invencién se refiere a un nuevo procedimiento de preparacioén de nanoparticulas para la obtenciéon de imagenes
médicas que comprenden un nucleo metdlico, una capa estabilizadora organica y al menos un ligando de
direccionamiento de un tejido patolégico.

Se conocen nanoparticulas metalicas usadas en la obtencién de imagenes de diagndstico, concretamente en la
obtencion de imagenes por resonancia magnética IRM, que comprenden un ndcleo metalico, recubierto con una
capa organica estabilizadora acoplada dado el caso a ligandos de direccionamiento biolégico.

Entre esas nanoparticulas, se conocen concretamente nanoparticulas metdlicas habitualmente denominadas USPIO
gue son particulas de éxido de hierro muy pequefias, concretamente de magnetita (FesO4), de maghemita (y-Fe20s)
y otros compuestos minerales magnéticos de elementos de transicion, de tamafio inferior a aproximadamente 100-
150 nm.

Para obtener disoluciones coloidales de particulas magnéticas, estables en medio fisiol6gico, es necesario
acondicionar la superficie de las particulas magnéticas. Para ello, se recubre la particula con una capa organica
estabilizadora constituida por macromoléculas tales como hidratos de carbono tales como el dextrano, o por
moléculas organicas pequefas tales como &cidos carboxilicos.

Con el fin de obtener informacion pertinente para el diagnéstico mediante obtencidon de imagenes médicas, resulta
muy ventajoso acoplar estas Ultimas a ligandos de direccionamiento apropiados, de manera que las particulas se
unan a y/o se reconozcan por células o tejidos diana. Este reconocimiento puede garantizarse ventajosamente con
ayuda de ligandos que tienen un efecto sobre la biodistribucién del producto, por ejemplo mediante un mecanismo
de tipo fagocitosis de la particula por células del sistema inmunitario tales como los macréfagos. Estos ligandos son
por ejemplo grupos hidréfilos tales como grupos aminoalcohol, o compuestos de tipo polietilenglicol (PEG).

El documento WO 2004/058275 describe la sintesis de compuestos usando, como capa de estabilizacién/de unién,
una capa de tipo gem-bisfosfonato, y como ligando, entre los numerosos ligandos posibles, grupos hidrofilos con
efecto sobre la biodistribucién (ligandos de biodistribucion). En particular se describen compuestos que se presentan
en forma de un ndcleo N metalico recubiertos con elementos de direccionamiento de férmula S-C, en la que:

- S es un grupo gem-bisfosfonato injertado al nucleo y de formula (1)
X-L-CH(PO3Hy). )
- C es un ligando hidréfilo (acoplado a la funcién X) de tipo aminoalcohol y/o de tipo PEG;
donde:
¢ L representa un grupo organico que conecta la funcién X a la funcién gem-bisfosfonato -CH(PO3H>)2;
¢ X representa una funcién quimica que puede acoplarse al ligando hidréfilo C.

Para la preparacion de estos compuestos, el procedimiento anterior (usado de manera general para las USPIO)
comprende esquematicamente las siguientes etapas:

- preparar el ndcleo metélico N de las nanoparticulas metalicas

- revestir el ndcleo N con la capa estabilizadora de gem-bisfosfonato de formula
X-L-CH(PO3Hy2)2 0}

- acoplar la particula obtenida con el o los grupos hidrdfilos.

Se intenta mejorar este procedimiento para obtener compuestos cuya cantidad de ligando injertado se controle
perfectamente, con el fin de optimizar y controlar con reproducibilidad la tasa de injerto en el nucleo, de evitar etapas
de purificacion y de simplificar el control farmacéutico minimizando los riesgos de contaminacion bacteriana o
pirégena, y asi obtener una fabricacién del producto que funcione a nivel industrial.

Por otro lado, en el caso concretamente de ligandos de biodistribucién de tipo aminoalcohol o polietilenglicol,
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descritos en detalle a continuacion, un problema complementario se encuentra en la cantidad necesaria de ligando
que va a usarse en el procedimiento descrito en el documento WO 2004058275. En efecto, para obtener al final una
tasa de recubrimiento con elementos de direccionamiento S-C ventajosamente elevada, concretamente una tasa de
recubrimiento de mas del 80% de los sitios de fijacion posibles en el nldcleo, hacia falta en ese procedimiento
anterior usar una cantidad importante de ligando C en exceso (hacia falta afiadir, a un equivalente de compuesto N-
S [nucleo + recubrimiento de gem-bisfosfonato], del orden de 5 equivalentes de ligando hidréfilo C), de ahi precios
de coste industriales elevados. Era particularmente Util resolver este problema para aminoalcoholes complejos y
costosos tales como los de férmula (IV), concretamente los aminoalcoholes AAG1 y sus derivados descritos a
continuacién en la presente solicitud.

El solicitante ha logrado resolver estos problemas técnicos gracias a un procedimiento (denominado via inversa) de
preparacién segin el cual se preparan elementos constituidos por uno o varios ligandos hidréfilos acoplados
guimicamente a grupos organicos de enlace de gem-bisfosfonato, después esos elementos [grupo de enlace-
ligando] se acoplan a las nanoparticulas metalicas. Los grupos organicos de enlace perteneceran a, o formaran, la
capa estabilizadora (o de unién).

Para ello, la invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de nanoparticulas metalicas, concretamente
para la obtencion de imagenes médicas, que comprenden un nudcleo metélico N recubierto con una capa
estabilizadora organica acoplada a al menos un ligando hidréfilo con efecto sobre la estabilidad/biodistribucion de las
nanoparticulas, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

a) preparar el nicleo metalico N de las nanoparticulas metalicas;

b) preparar elementos de direccionamiento/estabilizacion de formula S-C en la que:

- S es un grupo de union de gem-bisfosfonato de féormula X-L-CH(POsHy)2;

- C es un ligando de biodistribucién hidréfila elegido de los aminoalcoholes o los PEG tal como se mencionan en la
reivindicacion 1;

¢) injertar en el nlcleo N al menos un elemento de direccionamiento.

Por motivos de simplicidad, en la solicitud se usara para la expresion elementos de direccionamiento/estabilizacion,
la expresion “elementos de direccionamiento”.

Por la expresion “injertar en el nicleo N al menos un elemento de direccionamiento” se entiende que se injertan
conjuntos de direccionamiento de la misma estructura, o varios conjuntos de direccionamiento cuyos grupos S y/o
grupos C no tienen la misma férmula.

La ventaja de tener grupos S diferentes es concretamente poder aumentar o reducir el tamafio hidrodinamico del
agente de contraste (haciendo variar el tamafio de los grupos L), lo que permite contribuir a optimizar la
biodistribucion del producto en funcién de la indicacion de diagnostico en cuestion.

Segun unas realizaciones, los elementos de direccionamiento son aminoalcoholes tales como se definen en la
reivindicacion 1.

Segun unas realizaciones, los elementos de direccionamiento son PEG tales como se definen en la reivindicacion 1.

Segun realizaciones, una parte de los elementos de direccionamiento son aminoalcoholes tal como se definen en la
reivindicacion 1, y otra parte de los elementos de direccionamiento son PEG tal como se definen en la reivindicacion
1. Los ligandos pueden ser idénticos o diferentes entre los elementos de direccionamiento injertados.

Segun realizaciones, las nanoparticulas metélicas obtenidas tras el injerto tendran por tanto, por ejemplo, del 10 al
90% de los elementos de direccionamiento con un ligando hidréfilo que tiene un efecto ventajoso sobre la
biodistribucién y/o la estabilidad de la particula (un aminoalcohol, una rama PEG, varios aminoalcoholes diferentes),
y el resto (del 90 al 10%) de los elementos de direccionamiento con un ligando diferente.

Segun realizaciones, se injertan en el nacleo por un lado elementos de direccionamiento S-C (portadores de grupos
hidréfilos), y por otro lado grupos de estabilizacion S no portadores de ligandos de biodistribucion. Se tendra por
ejemplo del 5 al 95% de grupos S-C y el resto (del 95 al 5%) de grupos S.

La tabla al final de la descripcion detallada ilustra diferentes posibilidades.
Estas tasas corresponden a tasas de recubrimiento del nicleo por los elementos S o S-C (a nivel de los sitios de

fijacion posible, normalmente los sitios protonados localizados en la superficie de la nanoparticula). Los porcentajes
se expresan por tanto en nimero de moléculas S-C o S por nimero de sitios de fijacién disponibles en el nucleo.
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Asi, para una tasa de recubrimiento del 100%, la superficie del nlcleo estara casi totalmente recubierta con
elementos S-C y/o S (por ejemplo el 80% de grupos S-C y el 20% de grupos S). Esta tasa de recubrimiento es por
tanto distinta de la tasa de injerto descrita a continuacion.

Las nanoparticulas metalicas tienen un diametro hidrodinamico del orden de 10 a 100 nm, y concretamente de 10 a
50 nm.

Cada grupo S de un conjunto de direccionamiento comprende al menos una parte de enlace al nacleo, y al menos
una funcién quimica X de acoplamiento con un ligando C, mas precisamente de enlace covalente a una funcién
reactiva del ligando.

Las etapas a) y b) pueden realizarse en cualquier orden pero antes de la etapa c).

El conjunto de los grupos S injertados en el ndcleo N constituye la capa de union (estabilizadora). La tasa de injerto
(porcentaje en moles de compuesto S-C y/o S por moles de hierro; la tasa de injerto se determina a partir de las
valoraciones de fosforo) de los elementos de direccionamiento S-C y/o S en el nacleo N estd normalmente
comprendida entre el 0,5 y el 10%, concretamente del 1 al 5%, por ejemplo el 1, 2, 3, 5, 10%, para un tamafio
cristalino del nacleo del orden de 7-8 nm.

Segun realizaciones, ademas de los elementos de direccionamiento S-C, también se injertan grupos que tienen un
efecto sobre la estabilidad de la nanoparticula, por ejemplo &cidos hidroxi-monocarboxilicos, por ejemplo elegidos de
los siguientes: &cido gluconico, &acido oxalico, acido mandélico, é&cido 4-hidroxi-3-metoxi-mandélico, acido
lactobiodnico, &cido alfa-hidroxihipurico, acido metil-2-hidroxibutirico, acido glicélico, &cido N-acetilneuramininico,
acido fosfo-enolpiravico.

De manera por tanto muy ventajosa, puede controlarse perfectamente la tasa de injerto de las nanoparticulas en
compuestos portadores de ligandos, lo que es muy Util para el coste, el andlisis y la caracterizacion y el control de la
eficacia fisiolégica del producto. La fabricacion de los elementos de direccionamiento S-C se controla ademas
totalmente, en particular su pureza antes del injerto, lo que es principal para la fabricacién industrial.

Ahora se describe mas precisamente el nudcleo N. Normalmente, el nucleo metdlico de las nanoparticulas
preparadas estd compuesto total o parcialmente por hidréxido de hierro; por oxido de hierro hidratado; por éxidos de
hierro mixtos tales como 6xidos de hierro mixtos de cobalto, de niquel, de manganeso, de berilio, de magnesio, de
calcio, de bario, de estroncio, de cobre, de zinc o de platino; o por una mezcla de los mismos. El término “ferrita”
designa los 6xidos de hierro de formula general [xFe2O3, yMO,], en la que M designa un metal magnetizable bajo el
efecto de un campo magnético tal como Fe, Co, Ru, Mg, Mn, pudiendo el metal magnetizable ser eventualmente
radiactivo. De manera preferible, las particulas magnéticas de las composiciones de la invencion comprenden una
ferrita, concretamente la maghemita (yFe;O3) y la magnetita (FesO.), 0 incluso las ferritas mixtas de cobalto
(Fe2Co04) 0 de manganeso (Fe:MnOg). El nucleo de la nanoparticula se ha vuelto acido para facilitar el
acoplamiento de los elementos S-C. El procedimiento de preparacion del nlcleo acido (con una etapa que usa acido
nitrico) se describe en detalle en el documento WO 2004058275 (documento US 2004253181, concretamente los
parrafos 331 a 339, pagina 19). Se recuerda que este procedimiento con una etapa de acidificacion (a pH muy acido,
normalmente de entre 1 y 3) antes de la fijacion de los grupos S y/o S-C, permite obtener particulas particularmente
ventajosas cuya polidispersidad se controla totalmente y que estan en disolucién coloidal estable.

Ahora se describen los grupos L. El grupo de enlace L es un grupo divalente, elegido de:

- un grupo alifatico; aliciclico; aliciclico-alifatico; aromatico; aromatico-alifatico, pudiendo dichos grupos alifaticos,
aliciclicos y aromaticos estar eventualmente sustituidos con un grupo metilo, hidroxilo, metoxilo, acetoxilo, amido o
un atomo de cloro, de yodo o de bromo;

- un grupo -L;-NHCO-L; en el que L; y L, son o bien idénticos o bien diferentes, y representan un grupo alifatico;
aliciclico; aromatico; aliciclico-alifatico o aromatico-alifatico, pudiendo dichos grupos estar eventualmente sustituidos
con un grupo metilo, hidroxilo, metoxilo, acetoxilo, amido o un 4tomo de cloro, de yodo o de bromo.

Un grupo alifatico designa en este caso una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que comprende
preferiblemente de 1 a 16 atomos de carbono, incluso mejor de 1 a 6 atomos de carbono. Preferiblemente, el grupo
alifatico designa un grupo alquilo. Ejemplos son concretamente los radicales metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo,
terc-butilo, isobutilo, pentilo y hexilo.

El término “aliciclico” designa una cadena hidrocarbonada ciclica que comprende preferiblemente de 3 a 8 atomos
de carbono, preferiblemente un grupo cicloalquilo. A modo de ejemplo, se mencionaran concretamente el
ciclopropilo y el ciclohexilo.

El término “aroméatico” representa un grupo hidrocarbonado mono o policiclico aromatico que comprende
preferiblemente de 5 a 20 atomos de carbono, incluso mejor de 6 a 18. Ejemplos son concretamente los radicales
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fenilo y 1 6 2-naftilo. Segun una variante particular, un grupo “aromatico” en el sentido de la invencién puede integrar
uno o varios heteroatomos tales como azufre, oxigeno o nitrégeno. En este caso particular, el grupo “aromatico”
designa un grupo heteroaromatico mono o policiclico.

Los grupos “alifatico-aliciclico” y “alifatico-aromatico” representan cadenas alifaticas que responden a la definicion
mencionada anteriormente, sustituidas respectivamente con un grupo aliciclico o aromatico tal como se definieron
anteriormente. A modo de ejemplo de grupo alifatico-aromatico, puede mencionarse concretamente el bencilo.

Segun una variante preferida, L representa un grupo fenileno eventualmente sustituido, pudiendo los grupos X y
gem-bisfosfonato estar en posicién orto, meta o para.

Segun un modo de realizacion particularmente preferido, L representa un grupo alifatico sustituido o no, y mas
preferiblemente un grupo -(CH.)p-, en el que p es un entero de 1 a 5.

Segun otro modo preferible, L representa un grupo L;-CONH-L, y més preferiblemente un grupo -(CH3),-NHCO-
(CH2)m- en el que n y m representan un nimero entero de 0 a 5.

El extremo X del compuesto de gem-bisfosfonato de férmula (I) se elige de tal manera que sea propenso a
reaccionar y de formar un enlace covalente con una funcidon presente en el biovector. Para mas informacion
referente a estos acoplamientos, podra hacerse referencia concretamente a la obra Bioconjugate techniques, Greg
T. Hermanson, 1995, Publisher: Academic, San Diego, Calif.

X se elige de:

¢ -COOH,

¢ -NHz, -NCS, -NH-NH>, -CHO, alquilpirocarbonilo (-CO-O-CO-alk), acilazidilo (-CO-Nz), iminocarbonato (-O-C(NH)-
NH>), vinilsulfurilo (-S-CH=CHy), piridildisulfurilo (-S-S-Py), haloacetilo, maleimidilo, diclorotriazinilo, halégeno,

e el grupo de férmula:

—N OEt

4
®) O

o prefiriéndose particularmente los grupos -COOH y -NH,.

El término “alk” designa en el sentido de la presente descripcion un radical alquilo C;1-Cs, designando el término “Py”
por su parte un radical piridilo.

El radical maleimidilo designa un radical ciclico de formula:
O
\N;]
0]

El radical diclorotriazinilo designa un radical de formula:

N/LN
XA

Cl N~ CI

Entre los grupos halégeno, pueden mencionarse concretamente el cloro, el bromo, el flior y el yodo, prefiriéndose
particularmente el cloro y el bromo.

Por “haloacetilo”, en el sentido de la presente descripcion, se entiende un radical acetilo CH3-CO-, uno de cuyos
atomos de hidrégeno estéa sustituido por un atomo de halégeno, siendo éste tal como se definié anteriormente.

Preferiblemente, X representa un grupo -COOH o -NH; y L un grupo alifatico sustituido o no, incluso mejor un grupo
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-(CH2)p-, en el que p es un entero de 1 a 5.

Se prefiere muy particularmente el compuesto de formula (la)
HOOC-(CH2)2-CH(PO3H>)2 (la)

Segun otro modo preferible, L representa un grupo Li;-CONH-L, y més preferiblemente un grupo -(CHz),-NHCO-
(CH2)m- en el que n y m representan un nimero entero de 0 a 5 y X representa -COOH o0 -NHa.

Evidentemente, también entra en el marco de la invencion el acoplamiento de la funciéon X y del biovector de manera
indirecta, es decir a través de un reactivo homobifuncional o heterobifuncional. A modo ilustrativo de reactivo
homobifuncional, el glutaraldehido puede ser conveniente para realizar el acoplamiento, por ejemplo, de una funcién
X = -NH> con una funcién -NH. del biovector.

Segun una variante preferida de la invencion, las funciones X forman un enlace covalente L3 con el biovector de tipo
-CONH-, -COO-, -NHCO-, -OCO-, -NH-CS-NH-, -C-S-, -N-NH-CO-, -CO-NH-N-, -CH2-NH-, -N-CH-, -N-CS-N-,
-COCHpa- S-, -N-CO-CH3-S-, -N-CO-CH;--CH2-S-, -CH=NH-NH-, -NH-NH=CH-, -CH=N-O-, -O-N=CH- 0 que responde
a las siguientes férmulas:

P
HN (o] o
)\ )\ °
N7 XN N” SN
N )l\ P 7 )‘\ ?k " ° N
N HN" N7 NH V P
H I I s o o s
H
o
H
—N §—
H N
o)
H
AN
N
o)
H H
—N N-—
(o] 0

La totalidad o parte, y normalmente del orden del 50 al 100%, concretamente el 50, 60, 70, 80, 80, 95% de las
funciones X del compuesto de gem-bisfosfonato se acoplan a un ligando de biodistribucién.

El ligando de biodistribucion hidréfila es un ligando de aminoalcohol o polietilenglicol (también denominado PEG), tal
como se define en la reivindicacion 1.

Los ligandos de aminoalcohol son compuestos de férmula general (11):

R,
N
R

2
en la que:

R; y Rz son idénticos o diferentes y representan una cadena hidrocarbonada alifatica que comprende de 2 a 6
atomos de carbono, sustituida con de 6 a 10 grupos hidroxilo, o bien con de 4 a 8 grupos hidroxilo en el caso en el
que Ri y/o Rz estan interrumpidos por uno o varios atomos de oxigeno.

Como ejemplo de ligando de aminoalcohol de férmula (1), pueden mencionarse concretamente los ligandos para los
que R; y Rz representan cada uno independientemente un grupo -(CH2)-(CHOH)4-CH2OH o -(CH2)-CHOH-CH,OH,
en particular aquéllos para los que R; representa un grupo -(CHa)-(CHOH)4-CH>OH o -(CH2)-CHOH-CH,OH y Rz un
grupo -CH,-(CHOH)4-CH,OH.
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Segun otro modo de realizacion preferido, los ligandos de aminoalcohol son compuestos de féormula (1V)

R1 R2
H_N Z' "
Z
z R3 v

P 9 R5 R4
en la que:
Z es un enlace, CHz, CH,CONH o (CH3)2NHCO
Z’ es un enlace, O, S, NQ, CH, CO, CONQ, NQCO, NQ-CONQ o CONQCH>CONQ,
Z” es un enlace, CONQ, NQCO o CONQCH,CONQ
p y g son nimeros enteros cuya suma vale de 0 a 3 (con, segun una variante ventajosa, p=g=0)
R1, Rz, Rs, R4 0 Rs representan cada uno independientemente H, Br, Cl, I, CONQ1Q2 0 NQ1COQ,
con Q1 y Q idénticos o diferentes elegidos de H, un grupo alquilo (Ci-Cg) mono o polihidroxilado y/o
eventualmente interrumpido por uno o varios atomos de oxigeno, de tal manera que Q: y Q> comprenden entre
ellos dos de 4 a 10 grupos OH;
entendiéndose que al menos uno y como méaximo dos de los grupos Ri a Rs representa CONQ1Q2 0 NQ1COQy;

o bien R1, R3, Rs representan cada uno independientemente H, Br, Cl, o | y R2 y R4 representan

R,  CONQ,Q,

— Zm R43

r/  cONQ,Q,

en la que:

R’'1, R'3 ¥y R’s, idénticos o diferentes, representan H, Br, Cl o [;

Q1Y Q2 tienen el mismo significado que anteriormente;

Z” es un grupo elegido de CONQ, CONQCH,CONQ, CONQCH2, NQCONQ, CONQ(CH)2NQCO; y

Q es H o alquilo (C1-C4), pudiendo dichos grupos ser lineales o ramificados y estando eventualmente hidroxilados.
Preferiblemente, Z es CH,.

Preferiblemente, p=g=0.

Preferiblemente, Z” es CONH.

Preferiblemente, Rz y R4 representan CONQ:1Qz.

Preferiblemente, R1, Rs, Rs representan Br.

Preferiblemente, Q1 y Q2 representan cada uno independientemente un grupo -(CHa)-(CHOH)4-CH,OH o -(CH>)-
CHOH-CH,0H, en particular un grupo -(CHa)-(CHOH)4-CH>OH.

Segun un modo de realizacion particularmente preferido, el ligando de aminoalcohol de férmula (V) es el
compuesto:
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CH,(CHOH),CH,OH

0. N——CH,(CHOH),CH,OH

o Br Br
\/U\ N _CH,(CHOH),CH,OH
H,N ~
N CH,(CHOH),CH,OH

Br (@]

Preferiblemente, los ligandos de aminoalcohol segun la invencién se acoplan a través de su funcién amina -NH- o
-NH; a la funcién X de los grupos de uniéon S de férmula X-L-CH(POsH>),, de manera que las funciones hidroxilo
guedan libres, conservando asi su caracter hidrdfilo.

Por “polietilenglicol”, en el sentido de la presente solicitud, se designan de manera general compuestos que
comprenden una cadena -CH;-(CH2-O-CH2)x-CH2OR3 en la que k varia de 2 a 100 (por ejemplo 2, 4, 6, 10, 50), y Rs3
se elige de H, alquilo o -(CO)AIk, designando el término “alquilo” o “alk” un grupo alifatico hidrocarbonado, lineal o
ramificado, que tiene aproximadamente de 1 a 6 atomos de carbono en la cadena.

El término “polietilenglicol” tal como se emplea en este caso, abarca concretamente los compuestos de
aminopolietilenglicol de férmula (111):

R,
HN/

\R2

en la que:

R: y Ry, idénticos o diferentes, representan H, un grupo alquilo o una cadena de polietilenglicol de férmula -CHa-
(CH2-O-CH)k-CH20R3, entendiéndose que al menos uno de los grupos Ri, R representa una cadena de
polietilenglicol,

en la que k varia de 2 a 100 (por ejemplo 2, 4, 6, 10, 50), y

R3 se elige de H, alquilo o -(CO)AIk, designando el término “alquilo” o “alk” un grupo alifatico hidrocarbonado, lineal o
ramificado, que tiene aproximadamente de 1 a 6 atomos de carbono en la cadena.

Ejemplos de aminopolietilenglicoles son concretamente los compuestos O-(2-aminoetil)-O’-metilpolietilenglicol 1100,
O-(2-aminoetil)-O’-metil-polietilenglicol 2000, O-(2-aminoetil)-O’-metil-polietilenglicol 750, los compuestos PEG 340,
PEG 750, PEG 1500, PEG2000 por ejemplo.

Se precisa que el injerto de los compuestos S-C de la solicitud en el niicleo N se realiza por la parte CH(POsH), de
los compuestos S.

El solicitante ha indicado en particular, para los ligandos de aminoalcohol y/o PEG, que no solamente se facilita la
sintesis y con un rendimiento mejorado, sino que ademas el producto final obtenido responde de manera
satisfactoria a las especificaciones normativas y al uso de diagnéstico. El recubrimiento de casi la totalidad del
ndcleo mediante estos grupos confiere al producto una estabilidad y una biodistribucion particularmente ventajosas
para estos ligandos hidréfilos, concretamente mejorando la furtividad (el producto se capta entonces ventajosamente
menos por el higado) y la captacion macrofagica (se mejora el direccionamiento de los macréfagos, con un interés
concretamente para el seguimiento de las placas de ateroma, de los ganglios y otras zonas de inflamacion). Por otro
lado se entiende la ventaja del control de la cantidad de ligando para los productos con recubrimiento mixto, por
ejemplo ligando de aminoalcohol y ligando de PEG, para respetar las exigencias de reproducibilidad de los lotes de
fabricacion, de calidad y de seguridad farmacéuticas.

De manera inesperada, el nuevo procedimiento del solicitante de via inversa permite dividir entre un factor de 3 a 10
la cantidad de ligando de biodistribuciéon, en particular de tales aminoalcoholes. La siguiente tabla ilustra este
resultado, tomando el ejemplo del compuesto del ejemplo 14 que utiliza como aminoalcohol el compuesto del
ejemplo 4.
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Via directa (técnica anterior) Via inversa

Cantidad de ligando aminoalcohol que debe afiadirse
para obtener un recubrimiento con elementos S-C de 5 a 10 equivalentes de 1,2 a 2,2 equivalentes
superior al 90%

Tasa de injerto (en % de ligando de aminoalcohol / mol de

0, 0,
Fe) con el aminoalcohol del ejemplo 4 1,2% 2%

Cantidad de aminoalcohol (en mol de aminoalcohol)

usada para obtener esta tasa de injerto 0.2 mol 0,025 mol

Por tanto, el solicitante ha logrado resolver el doble problema del control de la tasa de injerto de los ligandos, y de la
reduccion de la cantidad de ligando que debe usarse.

Segun un modo de realizacién particular, el procedimiento segun la invencion comprende ademas injertar elementos
S-C-T, en los que C es un ligando de polietilenglicol y T representa un grupo croméforo.

Por “croméforo” se entiende un grupo coloreado, es decir, que puede absorber la energia de fotones en un rango del
espectro visible mientras que las otras longitudes de onda se transmiten o se difunden.

Como ejemplo de cromdforo util segun la invencion, puede mencionarse concretamente el clorhidrato de 4-
(amino)fluoresceina.

La invencion también se refiere al uso de las nanoparticulas obtenidas mediante el procedimiento del solicitante para
la preparacion de una composicion de diagndéstico o terapéutica. Las nanoparticulas se usan en particular como
agente de contraste de tipo composicion de nanoparticulas tales como las descritas en detalle en el documento WO
2004058275, para la obtencion de imagenes IRM o escéner de RX.

Segun realizaciones, las particulas se vehiculizan en sistemas de liberacion de principios activos, tales como
sistemas de encapsulacion de tipo liposomas o nanoparticulas lipidicas sdlidas que también pueden encerrar,
ademas de las nanoparticulas usadas como agente de diagndéstico, principios activos terapéuticos.

La invencién también tiene por objeto los elementos de direccionamiento S-C tal como se definieron anteriormente,
utiles segun el procedimiento de la invencion.

La invencion se ilustra con ayuda de los siguientes ejemplos detallados.

A continuacion, las abreviaturas M, M/L, M teérica, N y M/z, ES", ES, kD y CCF tienen los mismos significados que
en el documento WO 2004/058275 (documento US2004/253181):

M o M/L: concentracion molar (mol/litro).

M teodrica: masa molecular tedrica.

N: normalidad.

M/z: masa sobre la carga determinada mediante espectrometria de masas.
ES": electronebulizacién en modo positivo.

ES’: electronebulizacién en modo negativo.

TFA: &cido trifluoroacético.

kD: unidad de masa molecular (kiloDalton).

CCF: cromatografia en capa fina.

Z ave: didmetro hidrodindmico medido mediante PCS.
Poli o: polidispersidad medida mediante PCS.

La siguiente nomenclatura quimica procede del software ACD/NAME (sociedad Advanced Chemistry Development
Inc., Toronto, Canada), segun las normas de la [IUPAC.
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Valoracién del hierro total:

El hierro se valora mediante espectroscopia de absorcion atdmica (espectrofotémetro VARIAN AA10) tras
mineralizacién mediante HCI concentrado y dilucién con respecto a un intervalo patrén de iones férricos (0, 5, 10, 15

y 20 ppm).

Tamaiio de las particulas:

- Diametro hidrodinamico de la particula injertada (Z ave) = tamafio PCS:

Determinado mediante PCS (instrumento Malvern 4700, laser a 488 nm a 90°) en una muestra diluida a ~ 1 milimolar
con agua PPl filtrada sobre 0,22 um.

PCS = Photon Correlation Spectroscopy (espectroscopia de correlacion fotdnica) = técnica mediante difusion de luz
dindmica,; referencia: R. Pecora en J. of Nano. Res. (2000), 2, pags. 123-131.

- Diametro de la particula magnética (p) (antes del injerto):

Determinado mediante deconvolucion de las curvas de imantacién (mediciones realizadas en un magnetometro
SQUID) a diferentes temperaturas (referencia: R.W. Chantrell en IEEE Transactions on Magnetics (1978), 14(5),
pags. 975-977).

Analisis estructurales:

Mediante espectroscopia de masas (instrumento MICROMASS VG Quattro 1) con una fuente de
electronebulizacion.

Ejemplo 1:

Se introduce una disolucion de 36 g (0,181 moles) de FeCly, 4H,0, 20 ml de HCI al 37% en 150 ml de H,O en una
mezcla constituida por 3 litros de agua y 143 ml (0,302 moles) de FeCl; al 27%. Se introducen rapidamente 250 ml
de NH4OH al 25% con fuerte agitacion. Se agita el conjunto 30 min. Se eliminan los liquidos mediante decantacién
magnética. Se lava el ferrofluido 3 veces seguidas con 2 litros de agua. Se pone el ferrofluido nitrico en agitacién
15 min. con 200 ml de HNO3; [2 M], se elimina el sobrenadante mediante decantacion magnética. Se lleva el
ferrofluido nitrico a reflujo con 600 ml de agua y 200 ml de Fe(NOs)s [1 M] durante 30 min. Se elimina el
sobrenadante mediante decantacion magnética. Se pone el ferrofluido nitrico en agitacién 15 min. con 200 ml de
HNO;3 [2 M], elimindndose el sobrenadante mediante decantacion magnética. Se lava el ferrofluido nitrico 3 veces
con 3 litros de acetona, después se lleva a 400 ml de agua. Se evapora la disolucién a vacio hasta un volumen final
de 250 ml.

Concentracion M/L Z ave nm Poli ¢ Diametro SQUID Ms emu/cm?®

4,85 40 nm 0,22 8,5nm 275

Ejemplo 2:

Se introducen 108 g (0,543 moles) de FeCl,, 4 H,0 en 450 ml de H,O en una disolucion de 4 litros de agua y 429 ml
(0,906 moles) de FeCls al 27%. Se introducen rapidamente 750 ml de NH4OH al 25% con agitacion (1200 rpm). Se
agita el conjunto 30 min. Se eliminan los liquidos mediante decantacién magnética. Se lava el ferrofluido 2 veces
seguidas con 3 litros de agua. Se pone el ferrofluido nitrico en agitacion %2 h con 3 litros de HNO3 [2 M], se elimina el
sobrenadante mediante decantacién magnética. Se lleva el ferrofluido nitrico a reflujo con 1300 ml de agua y 700 ml
de Fe(NOz3)3 [1 M] durante 30 min. (600 rpm). Se elimina el sobrenadante mediante decantacién magnética. Se pone
el ferrofluido nitrico en agitacion 15 n con 3 litros de HNO3; [2 M], eliminandose el sobrenadante mediante
decantacion magnética.

Se lava el ferrofluido nitrico 3 veces con 3 litros de acetona, después se lleva a 600 ml de agua. Se evapora la
disolucion a vacio hasta un volumen final de 250 ml.

Rendimiento % Concentracién M/L Z ave (nm) Polic

81,8 4,45 31,3 0,21

Se ponen 200 ml de la disoluciéon anterior en agitacion en 2,4 litros de HNO3 durante 4 horas. Se elimina el
sobrenadante mediante decantacion magnética. Se lava el ferrofluido nitrico 2 veces con 3 litros de acetona,
después se lleva a 400 | de agua. Se evapora la disolucién a vacio hasta un volumen final de 250 ml.

10
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Rendimiento % Concentracién M/L Z ave (nm) Poli o
77 2,742 23,3 0,20
Ejemplo 3:
HO 0
N7 OH
_P
HO 0O
HO
\P
7 0
HO

Etapa a: 1-[dietoxifosforilJvinilfosfonato de dietilo

Se disuelven 13 g (0,433 moles) de paraformaldehido y 10 ml (0,097 moles) de dietilamina en caliente en 250 ml de
metanol. A continuacion se afiaden 24 g (8,67*10'2 moles) de [dietoxi-fosforillmetilfosfonato de dietilo. Se lleva el
conjunto a reflujo durante 24 horas. Se concentra el medio de reaccion a vacio. Se lleva el concentrado 2 veces a
250 ml de tolueno y a continuacion se concentra a vacio. Se disuelve el aceite obtenido en 125 ml de tolueno. Se
afaden 0,14 g de acido para-toluenosulfénico. Se lleva la mezcla a reflujo 24 horas con un instrumento Dean-Stark,
después se concentra hasta sequedad a vacio. Se extrae el producto con 500 ml de CHCl,, después se lava 2
veces con 250 ml de agua. Se seca la fase organica sobre MgSO4 y se concentra a vacio. Se purifica el producto
bruto sobre 625 g de gel de silice Merck Geduran® (40-63 um). Elucién: CH,Cl,/acetona - 50/50 (CCF - SiO,: Rf =
0,45) — se aislan 18,4 g con un rendimiento del 71%.

EM: M/z = 301,4 (ES+)

Etapa b: 2-[2,2-bis(dietoxifosforil)etiljmalonato de dietilo

Se agitan 1,6 g (0,01 moles) de malonato de dietilo, 0,07 g (0,001 moles) de etilato de sodio y 3 g (0,01 moles) de
[dietoxi-fosforil]vinil-fosfonato de dietilo 15 min. en 15 ml de etanol. Se afiaden 5 ml de una disolucion saturada de
NH4CI a la disolucién etandlica. Se concentra el conjunto a vacio. Se extrae el residuo con 30 ml de acetato de etilo
y se lava dos veces con 5 ml de agua. Se seca la fase organica sobre MgSOa, después se evapora hasta sequedad.
Se purifica el aceite obtenido sobre 200 g de silice Merck Geduran®; se aislan 3,8 g con un rendimiento del 82%.
EM: M/z 460,9 (ES+)

Etapa c: acido 4,4-difosfonobutanoico

Se llevan 7 g (15,710 moles) de 2-[2,2-bis(dietilfosforil)etiljmalonato de dietilo a reflujo durante 8 horas en 350 ml
de HCI [5 N]. Se purifica el aceite de color marron obtenido sobre 60 g de gel de silice 60 silanizada (0,063-0,200
mm) con una elucién de agua. Se aislan 3,6 g con un rendimiento del 92%.

EM: M/z 249 (ES+)

Ejemplo 4:

CH,(CHOH),CH,OH

0. N—CH,(CHOH),CH,OH

o Br Br
_CH,(CHOH),CH,0H
H,N N N
N CH,(CHOH),CH,OH

Br O

El compuesto (ligando hidréfilo de aminoalcohol) puede prepararse segun el modo operatorio descrito en la patente
EP 0922700 Al.

11




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 400 980 T3

Ejemplo 5:

Se disuelven 600 mg del compuesto preparado en el ejemplo 3, etapa c (2, 42%10°° M) y 3,2 g de compuesto
preparado en el eJempIo 4 (4, 85*10° M) en 20 mI de H>0. Se ajusta el pH a 6,2 con NaOH 0,1 N. Se afiaden 600 mg
de EDCI (3, 13*10° M), 65 mg de HOBT (4, 8+10™ M) y se agita el conjunto a temperatura ambiente durante 24 horas.
Se vierte el medio de reaccion sobre 400 ml de IPA y se agita 24 horas. Se filtra el precipitado, después se lava en
éter etilico y se seca a vacio.

Se disuelve el producto bruto en el minimo de agua ajustando el pH a 9, después se deposita sobre 150 ml de resina
Amberlite Na (forma H") una noche. Se eluye el producto con agua. Se concentran las fracciones buenas a vacio.
EM, ES" 1385,6

Ejemplo 6:
Etapa a
HN o) N
Ho\ﬁ VRO YA e Vo Ho.g
g 7 HO” )___\’40
:g m HO=P
— - N (o} N
o' \\ OH HO o VAR E VAVARE Vo

HOBT - EDCI - H,0

En un matraz de tres bocas de 500 ml, equipado con un electrodo y con una agitacion magnética, se disuelve el
gem-bisfosfonato (ejemplo 3, etapa c, 30 g) en H>O (250 ml). Se lleva el pH a 5,7 mediante NaOH y se afiade la
amina (11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amina, Fluka®, 21,8 g) de una sola vez: se afiaden el HOBt (1,72 g) después
el EDCI (21,16 g). Se agita el medio de reaccion durante 24 horas a temperatura ambiente. Se evapora el medio
hasta un volumen final de aproximadamente 150 ml. Se lleva el pH a 8 mediante NaOH. Se hace pasar la disolucién
sobre 70 ml (30 veces la teoria) de resina Amberlite 252 Na (H"-1,8 meg/ml) con el fin de eliminar el amino-PEG en
exceso. Se eluye mediante H2O (Viecuperado = 300 ml).

Se evapora hasta un volumen final de aproximadamente 150 ml.

Se hace pasar la disolucion sobre 140 ml (2 veces la teoria) de resina IRA 67 (OH-1,6 meg/ml) con el fin de eliminar
los CI' en exceso. Se eluye mediante H20 (Vrecuperado = 260 ml). Se evapora hasta un volumen final de
aproximadamente 100 ml. Se hace pasar la disolucién sobre 900 g de silice silanizada. Se eluye mediante 2 | de
H>0, después mediante 2 | de una mezcla de H,O/CH3OH (50/50).

m = 28,46 g, R = 75%, CL/EM: en ES" am/z = 449,12.

Etapa b
o]
HO_Il o o o
HO® H Ho-g o
HO:I; 2 - RO~ N/\/ \/\0/\/ \/\NHZ
HO N o Ny HO H
0 VAR VYA S V7 Pdlc Py

En el reactor autoclave de 1 L, se introduce la azida obtenida en la etapa a (28,26 g) previamente solubilizada en
EtOH (350 ml). Se acidifica el medio mediante una disolucion de HCl y se introducen cuatro espatulas de Pd/C en la
disolucion. Se agita el medio de reaccién durante 4 horas a temperatura ambiente bajo 4 bares de hidrégeno. Se
filtra el medio de reaccién sobre Clarcel y se evapora la disolucion hasta sequedad hasta obtener un aceite de color
amarillo pajizo (31,21 g). Se purifica el producto mediante el paso de la disolucion sobre 200 ml de resina IRA 67
(OH-1,6 meg/ml) con el fin de eliminar los CI" en exceso. Se eluye mediante H,O.

m = 12,25 g, R = 46% (aceite), CL/EM: en ES" am/z = 423,12.

Etapa c
DMSO o o
H°-!='> o o Argén Ho i 1 j;f
\I/\.)L NN TN TN N, TEA ety N Tt Y P WLl e o=\
HO, H H
Q, 0 " %o
/"I\-D. O-—F\
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En un matraz de tres bocas de 250 ml, equipado con una agitacion magnética, se disuelve el producto intermedio
preparado anteriormente (12 g) en DMSO (200 ml). Se afiaden trietilamina (6696 pl), después escuarato de dietilo
(4205 pl). Se agita el medio durante 72 horas a temperatura ambiente. Se concentra la disoluciéon hasta sequedad
con la bomba de paletas hasta obtener un aceite de color amarillo que se purifica sobre silice silanizada (elucién
mediante 2000 ml de H,O, después mediante 2000 ml de [H,O/CH30OH] (80/20), después mediante 2000 ml de una
mezcla de H>O/CH3OH (50/50) y mediante 1000 ml de CH3OH).

m=7,2 g, R =46,4% (aceite), CL/IEM: en ES" a m/z = 547,25.

Ejemplo 7:
[
s} [3] ] L L

o a ol ° ym

= TR, o, o,
%:;\IA)\Nwovd\nwovﬁhﬂud\ C— o O_\: S gt ™ e V™S "

o 0
P @
[s] [&]

Clorhidrato de 4'-(aminometil)fluoresceina

En un frasco, equipado con un electrodo y con una agitacion magnética, se disuelve el producto intermedio
preparado anteriormente (ejemplo 6, etapa c¢) (0,137 g; 2,5%10 moles) en H,O (2 ml).Se ajusta el pH de la
disolucién a 7,5 mediante una disolucion saturada de Na,COs. Se afiade el colorante (0,05 g; 1,26*10'4 moles),
previamente disuelto en DMSO (1 ml), en el medio. El pH de la disolucién es igual a 6,5. Se lleva el pH de la
disolucién a 8 mediante una disolucion saturada de Na,COs. Se agita la disolucién durante 48 h a temperatura
ambiente. Se lleva el pH de la disolucién a 7 mediante una disolucion de acido clorhidrico 1 N. Se evapora la
disolucién hasta sequedad con la bomba de paletas. Se disuelve el aceite obtenido en H,O (10 ml) y se purifica
mediante cromatografia sobre un cartucho de silice RP18 (25-40 um) de 90 g. Se aislan 95 mg de producto con un
rendimiento del 95%. CL/EM: en ES" m/z = 860,19

Ejemplo 8:
o o Of L0
9 9 ":E' i o o ]:t
%:SY\ANNO\/\ONO\/\NﬁO’\ D og;fo\*u’\/ NGNS Oy gw\w
P
o o]

En un frasco, equipado con un electrodo y con una agitacién magnética, se disuelve el compuesto preparado en el
ejemplo 6, etapa c (0,137 g, 2,5%10™ moles) en H>O (2 ml). Se ajusta el pH de la disolucion a 7,5 mediante una
disolucién saturada de Na,COs. Se afiade el colorante (0,102 g, 1,26*10'4 moles), previamente disuelto en DMSO
(2 ml), en el medio. El pH de la disolucion es igual a 5,5. Se lleva el pH de la disolucién a 8 mediante una disolucion
saturada de Na,COs. Se agita la disolucion durante 48 h a temperatura ambiente. Se lleva el pH de la disolucion a 7
mediante una disolucidn de acido clorhidrico 1 N. Se evapora la disoluciéon hasta sequedad con la bomba de paletas.
Se disuelve el aceite obtenido en H,O (10 ml) y se purifica mediante cromatografia sobre un cartucho de silice RP18
(25-40 um) de 90 g. Se aislan 100 mg de producto con un rendimiento del 66%.
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Ejemplo 9:
Etapa a
OH
2 9 ( %
\P\/ -
Cl>pvp\_c| _ o’ \
cl cl | N @J b
Z
N

Se ponen 30 g de metilen-bis(dicloruro fosfénico) en agitacion en 180 ml de tolueno previamente secado sobre
tamiz. Se mantiene la temperatura a 0°C. Se afiade gota a gota una disolucion de 60 ml de alcohol bencilico y de
37,5 ml de piridina con la ayuda de una bomba de jeringa en 4 horas, no debiendo superar la temperatura los 0°C.
Se agita el medio 4 horas a TA. Se elimina la parte insoluble mediante filtracion, se aclara varias veces con tolueno.
Se lava la fase organica 3 veces con 150 ml de sosa 2 N, 250 ml de agua, se seca sobre MgSO,4 después se
concentra. Se purifica la mezcla sobre silice (eluyente: heptano/acetato de etilo: 30/70). CCF [SiO; - Hept/AcOEt: 3/7
- Rf = 0,3] - Rendimiento: 60%

CL/EM en ES* 537,21

(P 0
Oﬁ o NaH 1505(_ OJ QP o O@

-0
\/P\ p e}
(o]

o
<Y 1
Se ponen el compuesto preparado en la etapa a y el 15C5 en agitacion en 240 ml de THF recién destilado. Se
afiaden poco a poco 1,15 g de NaH al 60% en el medio. Se mantiene la agitacion %2 hora. Se aflade gota a gota
bromoacetato de t-butilo puesto en 25 ml de THF al bafio de hielo. Se agita el conjunto 3 horas a TA. Se concentra
el medio de reaccién a vacio, se lleva a una disolucion saturada de NH4Cl y se extrae mediante 2*200 ml de CHxCl..

Se seca la fase organica sobre MgSQ. y se purifica. (Cartucho Si60; 201 nm; caudal = 20 ml/min.- Gradiente: CH»Cl,
/ acetona) - Rendimiento: 65%.

Etapa b

CL/EM en ES" = 650,65, BP-tBu: (M+1) = 595,26

Etapac

O\?, g_o TFA o9
A > O<p.__P-0O
0 0 > O/ \
o CH,Cl,

Se ponen 3,4 g del compuesto procedente de la etapa b en disolucién en 35 ml de CH,Cl,. Se mantiene la disolucién
en un bafio de hielo y se afiaden gota a gota 3,4 ml de TFA. Se agita el conjunto 4 horas a 0°C, después 20 horas a
TA. Se evapora el medio de reaccion a vacio a 20° C. Se lleva el producto a 20 ml de CH,Cl, y se lava con agua,
después se purifica (cartucho RP 18; deteccion a 201 nm; caudal = 20 ml/min.- Gradiente: agua-TFA
pH=2,77/CH3CN) - Rendimiento: 51%

CL/EM en ES' = 595,28
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Ejemplo 10:
OH 0 OH Fo)
o) o Ox /
Qﬁ! Hﬂ‘“ﬁ4#%‘o”ﬁth’/ ~ HC§§P>__f—d£‘H 0
HO™ O N N~
O OH Peg7s50 HE-‘.? P\ o 15
~p OH
7\
HO gH -
HOBt / EDCI
agua

Se disuelven 1 g del compuesto obtenido en la etapa c¢ del ejemplo 3 (4,03’*10'3 moles) y 3,26 g de Peg750
(4,43*10'3 moles) en 55 ml de agua. Se ajusta el pH a 6,2. Se afiaden 272 mg de HOBt (2,01*10'3 moles) y se agita
el medio de reaccion 5 minutos. A continuacion se afiaden 1,148 g de EDCI (610 moles) y se mantiene la agitacion
24 h. Se realiza la purificacion sobre resina Amberlite 252Na con fijacion del producto a pH 9,2. Se obtienen 3 g, es
decir un rendimiento del 59%.

CL/EM: modo ES’, una serie de picos centrada en BP a 964,35.

Ejemplo 11:

Etapa a

HOBT /TBTU

DMF

Se disuelven 150 mg de colorante (1,88*10'4 moles) en 15 ml de DMF. Se afiaden sucesivamente: 60 mg de HOBt
(4,44*10'4 moles), 51 mg de TBTU (1,58*10'4 moles), 84 mg de diamina protegida con terc-butilo (4,15*10'4 moles) y
0,165 ml de DIPEA (9,4*10™ moles). Se agita el medio de reaccién una noche a temperatura ambiente. Se realiza la
purificacién mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa. Se aislan 103,4 mg de producto con un rendimiento
del 55%.

CL/EM: modo ES”, BP a 980,89

Etapa b

0 NH,

I// TFA
e,

Se ponen 103 mg del compuesto preparado en la etapa a (1,05*10'4 moles) en agitacién en 3 ml de TFA/TIS/agua
(proporcién de 90/2,5/2,5) durante 30 minutos. Se realiza la purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa, se obtienen 40 mg de producto, es decir un rendimiento del 43%.

CL/EM: modo Es™, BP a 879,39; z=1.
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NHS/DCC I_,_/‘u J 6

CH,C, H i

Se agitan 26 mg del compuesto obtenido en la etapa c del ejemplo 9 (4,37*10‘5 moles), 18 mg de DCC
(8,72*10'5 moles) y 8 mg de NHS (6,95*10'5 molesg 3 horas a temperatura ambiente en 5 ml de diclorometano. Se
filtra la DCU. Entonces se afiaden 40 mg (4,54*10~ moles) del colorante obtenido en la etapa b y algunas gotas de
TEA. Se mantiene la agitacion 3 horas. Se realiza la purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa. Se aislan 12 mg con un rendimiento del 20%.

CL/EM: modo ES*, BP a 1457,33

Etapa d

TFA/TIS/agua

Se agitan 150 mg del compuesto preparado en la etapa anterior (1,029*10'4 moles) en 4 ml de TFA/TIS/agua
(proporciones de 95/2,5/2,5). Se mantiene la agitacion 3 horas a temperatura ambiente. Se realiza la purificacion
mediante cromatografia ultrarrdpida de fase inversa. Se obtienen 50 mg, es decir un rendimiento del 45%.

CL/EM: modo ES’, BP a 1094,53 (z=1)

Ejemplo 12:

Etapa a

Olu'\'o‘/\NHz

/o]
(o]

1

8

éN
‘%) ;{)’ Hobt/Tbtu/Dipea
(o] O

DMF

Se solubilizan 200 mg de colorante (2,51*10'4 moles) en 20 ml de DMF. Se afiaden sucesivamente: 80 mg de HOBt
(5,92*10'4 moles), 68 mg de TBTU (2,11*10'4 moles), 0,220 ml de DIPEA (1,255*10‘3 moles) y 108 mg de Fmoc-
aminoetoxietilamina (3,30*10'4 moles). Se agita el medio de reaccion una noche a temperatura ambiente. Se realiza
la purificacién ultrarrapida con agua/CH3;CN.Se aislan 178 mg de producto con un rendimiento del 65%.

CL/EM: modo Es*, BP a 1103,43 (z=1)
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Etapa b

piperidina al 20%

DMF

Se ponen 80 mg del compuesto preparado en la etapa anterior (9,010 moles) en disolucién en 6 ml de DMF que
contienen piperidina al 20%. Se mantiene la agitacion 1 hora a temperatura ambiente. Se realiza la purificacion
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa. Se obtienen 50 mg de producto, es decir un rendimiento del
40%.

CL/EM: modo ES’, BP a 880,09 (z=1)

Etapa c

O\P.

1)DCCNHS p
0.
2)DIPEA D—J;ff o~~~ "\“‘l)" ©

DMF

0760
s}

Se dlsuelven 20 mg de pinza bencilada obtenlda en la etapa c del ejemplo 9 (3, 36*10° moles), 14 mg de DCC
(6, 78*10° moles) y 6 mg de NHS (5, 21*10° moles) en DMF y se agitan durante 3 horas a temperatura ambiente. Se
elimina Ia DCU. Se disuelven 30 mg (3, 4*10° moles) del colorante obtenido en la etapa b y 17 ml de DIPEA
(1, 02*10™ moles) en 1 ml de DMF; entonces se afiade gota a gota el éster activado. Se mantiene la agitacion
3 horas a temperatura ambiente. Se realiza la purificaciéon mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa. Se
obtienen 30 mg, es decir un rendimiento del 36%.

CL/EM: modo ES*, BP a 1458,90 (z=1)

Etapa d

I
HO~C  p-oH

0 1) re \
HO OH

TR
%
N 8]
H
O) o k@ TFA/TIS/agua OI
o = -

17



10

15

20

25

30

ES 2 400 980 T3

Se disuelven 30 mg del compuesto preparado en la etapa c (2,03*10'5 moles) en 3 ml de TFA/TIS/agua
(proporciones de 95/2,5/2,5) durante 3 h 50 a temperatura ambiente. Se realiza la purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida, se obtienen 6 mg, es decir un rendimiento del 35%.

CL/EM: modo ES*, BP a 1098,21 (z=1) y 550,3 (z = 2).

Ejemplo 13:

Etapa a

B(OH),-CH,-COOH / Pd(PPH,), / H,0

o Reflujo N
2
¥
& o ° 9 f‘
o® ‘- o ’:

Se calientan 50 mg de IR820 (Aldrich®, 5,88*10° moles) y 14,65 mg (8,82*10"° moles) de &cido fenilborénico a
reflujo en presencia de 10,7 mg (9,24*10° moles) de tetrakis(trifenilfosfina)paladio y de 40,7 mg de K,COs
(2,9*10"4 moles) durante 24 h a 110°C. Al final de la manipulacién, se filtra el paladio. Se realiza la purificacion
mediante cromatografia ultrarrdpida de fase inversa, se obtienen 33 mg, es decir un rendimiento del 62%.

CL/EM: modo ES*, BP a 913,27 (z=1).

Etapa b

N

O, OH
o HoBYTBTU
+ %o*u’\'o‘/‘wz
by N »
DMF
0’
.0 .S.-O

Q

Se ponen 18 mg del compuesto preparado en la etapa a (1,96*10'5 moles), 7 mg de HOBt (4,31*10'5 moles), 7 mg de
TBTU (4,70*10'5 moles), 10 mg de Fmoc-aminoetoxietilamina (2,15*10-6 moles) y 11 ul de DIPEA (9,8*10'5 moles)
en agitacion una noche a temperatura ambiente. Se tritura el medio de reaccion en éter dietilico (20 mg) y se filtra.
Asi se aislan 13 mg de producto con un rendimiento del 55%.

Etapac

Piperidina

DMF

Se ponen 13 mg del compuesto obtenido en la etapa b (1,06*10‘5 moles) en agitacion en DMF y piperidina al 20%.
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Se mantiene la agitacion 30 minutos a temperatura ambiente. Se realiza la precipitacion en 20 ml de éter dietilico y
la agitacién 1 hora a temperatura ambiente. Se obtienen 4,3 mg, es decir un rendimiento del 40%.

Etapa d

Se disuelven 20 mg del compuesto obtenido en la etapa c del ejemplo 9 (3,36*10° moles), 14 mg de DCC
(6,78*10°° moles) y 6 mg de NHS (5,21*10° moles) durante 3 horas a temperatura ambiente. Se elimina la DCU. Se
disuelven 35 mg (3.4*10°° moles) del colorante obtenido en la etapa ¢ y 17 ul de DIPEA (1,02*10™ moles) en 1 ml de
DMF; entonces se afiade gota a gota el éster activado. Se mantiene la agitacién 3 horas a temperatura ambiente.

Se realiza la precipitacion en 50 ml de éter etilico. Se obtienen 20 mg, es decir un rendimiento del 37%.

e}
SURS

w H
i o
oxﬁ—{);r 5 ) TFA/TIS/agua

CEI -

Etapa e

Se ponen 20 mg del compuesto preparado en la etapa d (1,25*10'5 moles) en agitacion en 3 ml de TFA/TIS/agua
(95/2,5/2,5) durante 3 h y a temperatura ambiente. Se realiza la purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de
fase inversa. Se aislan 4 mg, es decir un rendimiento del 26%.

Ejemplo 14:

Se afiaden gota a gota 60 pmoles del compuesto obtenido en el ejemplo 5 en disoluciéon en 10 ml de agua a una
disolucion de 1 ml del ejemplo 2 (ferrofluido acido) a 2,75 M/L diluido en 100 ml de agua. Se agita el conjunto
durante 20 minutos a temperatura ambiente y se ajusta el pH a 7,2. Se somete la disolucion obtenida a ultrafiltracion
sobre una membrana que tiene un umbral de corte de 30 kD. Se eliminan 300 ml de filtrado para obtener una
disolucion final de 10 ml.

[Fe] = 0,260 M/L; tamafio de PCS = 28 nm
Tasa de injerto [compuesto de aminoalcohol/Fe] = 2% mol/mol
Ejemplo 15:

Se diluyen 3 ml del compuesto descrito en el ejemplo 2 ([Fe]= 1,336 mol/l) en 100 ml de agua. A esta disolucioén se le
afiaden sucesivamente y con un retraso de 15 minutos entre cada adicion, una disolucién de 46 mg del compuesto
descrito en el ejemplo 5 en 2 ml de agua, una disolucién de 3,85 mg del compuesto descrito en el ejemplo 7 en 2 ml
de agua y finalmente una disolucion de 46 mg del compuesto del ejemplo 5 en 2 ml de agua. Se agita la disolucién
15 minutos a temperatura ambiente y se ajusta el pH a 7,4 con una disolucién de NaOH. Se somete el medio a
ultrafiltracion sobre una membrana de 30 KD y se lleva el volumen de la disolucion a 20 ml para una concentracion
en hierro de 0,191 mol/l. PCS: 26,8.
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Ejemplo 16:

Segun el protocolo del ejemplo 16, se fijan diferentes combinaciones binarias o ternarias de compuestos de
bisfosfonato en proporciones variables sobre las particulas de 6xido de hierro descritas en el ejemplo 1 6 2 tal como

se resume en la siguiente tabla:

ES 2 400 980 T3

Bifosfonato 1

Bifosfonato 2

Bifosfonato 3

Tamafio de PCS

N. | Particulas (% mol) (% mol) (% mol) m
1 Ejemplo 1 Ejemplo 5 (40) Ejemplo 3 (60) - 42
2 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (60) Ejemplo 3 (30) Ejemplo 7 (10) 28
3 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (95) Ejemplo 7 (5) - 27
4 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (90) Ejemplo 8 (10) - 26
5 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (95) Ejemplo 11 (5) - 28
6 Ejemplo 2 Ejemplo 10 (20) Ejemplo 3 (80) - 29
7 Ejemplo 2 Ejemplo 10 (95) Ejemplo 12 (5) - 28
8 Ejemplo 2 Ejemplo 10 (80) Ejemplo 3 (15) Ejemplo 12 (5) 27
9 Ejemplo 2 Ejemplo 10 (98) Ejemplo 13 (2) - 28
10 Ejemplo 2 Ejemplo 10 (100) - - 27
11 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (100) - - 26
12 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (96) Ejemplo 12 (2) Ejemplo 7 (2) 27
13 Ejemplo 2 Ejemplo 5 (50) Ejemplo 10 (50) - 28

Las cifras entre paréntesis indican la tasa de recubrimiento, por ejemplo para el n.° 1: el recubrimiento esta
compuesto al 40% por el compuesto del ejemplo 5 (ligando de aminoalcohol) y al 60% por el compuesto del ejemplo

3 (compuesto de bisfosfonato no unido a un ligando).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion de nanoparticulas metélicas que comprenden un nlcleo metalico N recubierto con
una capa estabilizadora organica acoplada a al menos un ligando hidréfilo con efecto sobre la
estabilidad/biodistribucion de las nanoparticulas, que comprende las etapas de:
a) preparar el nicleo metalico N de las nanoparticulas metalicas;
b) preparar elementos de direccionamiento de férmula S-C en la que;
¢ S es un grupo de unién de gem-bisfosfonato de férmula X-L-CH(PO3H2)2;
¢ C es un ligando de biodistribucién hidréfila elegido de:
- los aminoalcoholes de férmula (11):

R,
N

H

en la que:

R: y Rz son idénticos o diferentes y representan una cadena hidrocarbonada alifatica que comprende de 2 a 6
atomos de carbono, sustituida con de 6 a 10 grupos hidroxilo, o bien con de 4 a 8 grupos hidroxilo en el caso en el
gue R1 y/o Rz estan interrumpidos por uno o varios atomos de oxigeno,

0 R1 y Rz representan cada uno independientemente el grupo -(CH2)-(CHOH)4-CH,0OH o - (CH3)-CHOH-CH,0H,

0 R; representa un grupo (CHz)-(CHOH)s-CH,0OH o -(CH2)-CHOH-CH,OH mientras que R representa un grupo -
CH2-(CHOH),-CH20H,

- los aminoalcoholes de formula (1V):

R1 R2
H.N z

en la que:

Z es un enlace, CH, CH,CONH o (CH)2NHCO,

Z' es un enlace, O, S, NQ, CHy, CO, CONQ, NQCO, NQ-CONS 0 CONQCH,CONQ,

Z” es un enlace, CONQ, NQCO o CONQCH>CONQ,

p y g son niUmeros enteros cuya suma vale de 0 a 3,

R1, R2, Rs, R4 0 Rs representan cada uno independientemente H, Br, Cl, I, CONQ1Q2 0 NQ:COQ>,
con Qi1 y Q: idénticos o diferentes elegidos de H, un grupo alquilo (C1-Cg) mono o polihidroxilado y/o
eventualmente interrumpido por uno o varios atomos de oxigeno, de tal manera que Q1 y Q> comprenden entre
ellos dos de 4 a 10 grupos OH;

entendiéndose que al menos uno y como maximo dos de los grupos R; a Rs representa CONQ1Q2 0 NQ1COQg;

o0 bien R1, Rs, Rs representan cada uno independientemente H, Br, Cl 0 | y R, y R4 representan
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R, CONQ,Q,
— Zm Rl3
R/ CONQ,Q,

en la que R’1, R’3 y R’s, idénticos o diferentes, representan H, Br, Cl o |;
Q1Y Q2 tienen el mismo significado que anteriormente;
Z” es un grupo elegido de CONQ, CONQCH,CONQ, CONQCH2, NQCONQ, CONQ(CH)2NQCO; y

Q es H o alquilo (C1-C4), pudiendo dichos grupos alquilo ser lineales o ramificados y estando eventualmente
hidroxilados,

- los polietilenglicoles que comprenden una cadena -CHz-(CH2-O-CH,)x-CH2OR3 en la que k varia de 2 a 100, y R3
se elige de H, alquilo o -(CO)AIk, en los que alquilo y alk designan un grupo alifatico hidrocarbonado, lineal o
ramificado, que tiene aproximadamente de 1 a 6 atomos de carbono en la cadena, o
- los polietilenglicoles de formula (I11):
R
T
N

H
\R2

en la que:

R: y Ry, idénticos o diferentes, representan H, un grupo alquilo o una cadena de polietilenglicol de férmula -CHa-
(CH2-O-CH)k-CH20R3, entendiéndose que al menos uno de los grupos Ri, R representa una cadena de
polietilenglicol,

en la que k varia de 2 a 100, y

R3 se elige de H, alquilo C;1-Cg 0 -(CO)AIK, designando “alk” un grupo alquilo C1-Csg;

c) injertar en el ndcleo N elementos de direccionamiento S-C;

donde:

e L representa un grupo organico que conecta la funcién X a la funcién gem-bisfosfonato -CH(PO3sH>)», siendo L un
grupo divalente elegido de:

- un grupo alifatico eventualmente sustituido con un grupo metilo, hidroxilo, metoxilo, acetoxilo, amido o un atomo de
cloro, de yodo o de bromo;

- un grupo -L;-NHCO-L; en el que L1 y L, son o bien idénticos o bien diferentes, y representan un grupo alifatico;
aliciclico; aromatico; aliciclico-alifatico o aromatico-alifatico, pudiendo dichos grupos estar eventualmente sustituidos
con un grupo metilo, hidroxilo, metoxilo, acetoxilo, amido o un &tomo de cloro, de yodo o de bromo;

e X representa una funcion quimica que puede acoplarse al ligando hidréfilo C y se elige de:

- -COOH,

- -NH>, -NCS, -NH-NH, -CHO, alquilpirocarbonilo (-CO-O-CO-alk), acilazidilo (-CO-N3), iminocarbonato (-O-C(NH)-
NH>), vinilsulfurilo (-S-CH=CHy), piridildisulfurilo (-S-S-Py), haloacetilo, maleimidilo, diclorotriazinilo, halégeno,

- el grupo de formula:
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OEt

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el nicleo metdlico se elige de los siguientes: hidroxido de
hierro, 6xido de hierro hidratado, ferrita, 6xido de hierro mixto.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el ligando hidréfilo de biodistribucién es un ligando de
aminoalcohol.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el ligando hidréfilo de biodistribucion es un ligando de
polietilenglicol.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 1 a 4, en el que una parte de los ligandos de biodistribucion hidrofila C son
ligandos de aminoalcohol, y otra parte son ligandos de polietilenglicol.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1 a 5, en el que se injertan en el ndcleo por un lado elementos de
direccionamiento S-C, y por otro lado grupos de estabilizacién S no portadores de ligandos de biodistribucion.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 1 a 6, en el que la tasa de injerto de los elementos de direccionamiento en
el nacleo es del 1 al 10%, ventajosamente del 1, 2, 3, 5, 10%.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas injertar elementos S-
C-T, enlos que C es un ligando de polietilenglicol y T representa un grupo cromoforo.
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