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DESCRIPCION

Procedimientos para la preparacion de copolimeros dibloque funcionalizados con un agente de direccionamiento
para su uso en la fabricacién de nanoparticulas terapéuticas

Antecedentes de la invencion

La administracion de un farmaco a un paciente con liberacién controlada del principio activo ha sido un area de
investigacion activa durante décadas y se ha visto alimentada por los muchos desarrollos recientes en la ciencia de
polimeros. Ademas, pueden diseiarse sistemas poliméricos de liberacidon controlada para proporcionar un nivel de
farmaco en el intervalo 6ptimo a lo largo de un periodo de tiempo mas prolongado que otros procedimientos de
administracion de farmacos, aumentando de este modo la eficacia del farmaco y minimizando los problemas con el
cumplimiento del paciente.

Se han desarrollado particulas biodegradables como vehiculos de liberacion sostenida usados en la administracion
de farmacos de molécula pequefia, proteinas y farmacos peptidicos y acidos nucleicos. Los farmacos se encapsulan
tipicamente en una matriz polimérica que es biodegradable y biocompatible. A medida que se degrada el polimero
y/o a medida que el farmaco difunde hacia afuera del polimero, el farmaco se libera en el cuerpo.

El direccionamiento de sistemas poliméricos de liberacién controlada (por ejemplo, dirigidos a un tejido o tipo celular
particular o dirigidos a un tejido enfermo especifico pero no a tejido normal) es deseable porque reduce la cantidad
de farmaco presente en los tejidos del cuerpo que no estan fijados como objetivo. Esto es particularmente importante
cuando se trata una afeccion, tal como el cancer, en la que es deseable que se administre una dosis citotdxica del
farmaco a células diana sin destruir el tejido circundante. Por consiguiente, existe la necesidad de desarrollar
sistemas de administracion que puedan administrar niveles terapéuticos de farmaco para tratar enfermedades tales
como el cancer, al tiempo que reduzcan también los efectos secundarios en el paciente.

Breve sumario de la invenciéon

La presente solicitud proporciona procedimientos para preparar nanoparticulas usando poli(etilenglicol)
prefuncionalizado (también denominado PEG) como macroiniciador para la sintesis de copolimeros dibloque segun
las reivindicaciones. Estos copolimeros dibloque comprenden un bloque polimérico de PEG funcional que lleva un
agente dirigido en uno de sus extremos y un segundo bloque polimérico hidrofébico biocompatible y biodegradable
(por ejemplo, un poli(éster)). El poli(etilenglicol) es heterobifuncional con un agente dirigido (AD) unido
covalentemente a su extremo a y un grupo funcional iniciador de la polimerizacion (por ejemplo, un grupo hidroxilo)
presente en su extremo w. Como alternativa, el poli(etilenglicol) esta funcionalizado con un AD en su extremo a y un
grupo funcional capaz de unirse covalentemente a un poli(éster) que, a su vez, esta funcionalizado con un grupo
terminal reactivo. Los ejemplos incluyen un PEG de extremo amino y un poli(éster) terminado en acido carboxilico o
un PEG terminado en azida y un poli(éster) terminado en alquino. También se proporcionan nanoparticulas de
acuerdo con los procedimientos divulgados y su uso en el tratamiento de varias enfermedades y trastornos.

Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A-C: Espectros de RMN de protones de HO-PEG-lys-urea-glu(protegido), Numeros de lote 11-189-1y
11-176-1. Figura 1A - HO-PEG-lys-urea-glu(protegido) n.° de lote 11-176-1. Expansion n.° 1 del espectro de RMN
de 1H usado para el calculo del contenido de lys-urea-glu(protegido) funcionalizacion final (%lys-urea-
glu(protegido) = [Int. 51,95-2,1]*2/[Int. 62,15-2,3] * 100% = [2 * 10847/25777]*100 = 84 %). Figura 1B - HO-PEG-
lys-urea-glu(protegido) n.° de lote 11-176-1; Expansion n.° 2 del espectro de RMN de 1H. Figura 1C - HO-PEG-
lys-urea-glu(protegido) n.° de lote 11-176-1; Expansion n.° 3 del espectro de RMN de 1H.

Figuras 2A-B: Cromatogramas de exclusiéon por tamafio (SEC) de HO-PEG-lys-urea-glu(protegido), nimeros de
lote 11-189-1 (Figura 2B) y 11-176-1 (Figura 2A).

Condiciones de SEC:

Detector: Deteccion del indice de refaccion (IR); Temperatura del detector del IR = 35 °C

Columnas: Water Styragel (HR1, 100 - 5000 Da; HR3, 500 - 30000 Da; HR4, 5000 - 600.000 Da en series).
Temperatura de la columna = 30 °C;

Fase movil: Cloroformo; Caudal: 1 ml/min

Concentracion de la muestra = 10 mg/ml, Volumen de inyeccién = 50 ul (11-176-1) y 100 ul (11-189-1
codificado 44-44-6 en las leyendas del cromatograma mas adelante);

El peso molecular promedio en numero y en peso (M, y My) y la polidispersidad (M./Mn) se obtuvieron con
respecto a los estrechos patrones dispersos de poli(etilenglicol) (Servicio de patrones de polimeros, EE.UU.,
Warwick, Rhode Island).

Se us6 un cuatro ajuste de polinomios (R? = 0,99957; error estandar = 0,02) para la calibracion. 11-176-1
(Fig. 2A) y 11-189-1 (Fig. 2B) Cromatogramas de SEC

Figuras 3A-F: Espectros de RMN de protones de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido), nimeros de lote 11-187-1,
11-188-1y 11-198-1.
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Instrumento de RMN: Bruker 400 MHz
Parametros del experimento RMN:

Disolvente: CDCls; Secuencia de pulso: 7,5 us; Retraso del pulso: 5 s; Numero de barridos: 128

Figura 3A - PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido), N.° de lote 11-187-1; Expansion n.° 1 del espectro de RMN de 1H
que muestra el pico del grupo terminal de lactida metina y alilo en la determinacion de la masa molar promedio
en numero absoluta (Mn) de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido). procedimiento para la determinacion de la masa
molar promedio en numero absoluta (M,) de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido): Mn(PLA-PEG-lys-urea-
glu(protegido) = Mn(PEG-lys-urea-glu(protegido) + (Masa molar de la unidad de repeticion de lactida*((Int.
05,1ppm - 5,3ppm)*3)/(Int. 55,85ppm - 5,95ppm) = 5000 + ((72*10.000)*3)/143) = 20.105 Da. Figura 3B - PLA-
PEG-lys-urea-glu(protegido), N.° de lote 11-187-1; Expansion n.° 2 del espectro de RMN de 1H que muestra el
pico de PEG y los picos de lactida de metilo de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido). Figura 3C - PLA- PEG-lys-
urea-glu(protegido), N.° de lote 11-188-1; Expansion n.° 1 del espectro de RMN de 1H que muestra el pico del
grupo terminal de lactida metina y alilo en la determinacion de la masa molar promedio en nimero absoluta (Mn)
de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido). procedimiento para la determinacién de la masa molar promedio en nimero
absoluta (M) de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido): M,(PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido) = M,(PEG-lys-urea-
glu(protegido) + (Masa molar de la unidad de repeticion de lactida*((Int. 85,1ppm - 5,3ppm)*3)/(Int. 55,85ppm -
5,95ppm) = 5000 + ((72*10.000)*3)/137) = 20.766 Da. Figura 3D - PLA- PEG-lys-urea-glu(protegido), N.° de lote
11-188-1; Expansion n.° 2 del espectro de RMN de 1H que muestra el pico de PEG vy los picos de lactida de
metilo de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido). Figura 3E - PLA- PEG-lys-urea-glu(protegido), N.° de lote 11-198-1;
Expansion n.° 1 del espectro de RMN de 1H que muestra el pico del grupo terminal de lactida metina y alilo en la
determinacion de la masa molar promedio en numero absoluta (Mn) de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido).
procedimiento para la determinacion de la masa molar promedio en nimero absoluta (M,) de PLA-PEG-lys-urea-
glu(protegido): Mn(PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido) = M,(PEG-lys-urea-glu(protegido) + (Masa molar de la
unidad de repeticion de lactida*((Int. &5,1ppm - 5,3ppm)*3)/(Int. 55,85ppm - 5,95ppm) = 5000 +
((72*10.000)*3)/156) = 18.846 Da. Figura 3F - PLA- PEG-lys-urea-glu(protegido), N.° de lote 11-198-1; Expansion
n.° 2 del espectro de RMN de 1H que muestra el pico de PEG y los picos de lactida de metilo de PLA-PEG-lys-
urea-glu(protegido).

Figura 4: Cromatogramas de exclusion por tamafio (SEC) de HO-PEG-lys-urea-glu(protegido), nimeros de lote
11-189-1 (marcados 44-44-6 para analisis SEC y 11-176-1.

Condiciones de la cromatografia de exclusion por tamafio:

Detector: Deteccion del indice de refaccion (IR); Temperatura del detector del IR = 35 °C

Columnas: Water Styragel (HR1, 100 - 5000 Da; HR3, 500 - 30000 Da; HR4, 5000 - 600,000 Da en serie).
Temperatura de la columna = 30 °C; Fase mévil: Cloroformo; Caudal: 1 ml/min

Concentracion de la muestra = 10 mg/ml, Volumen de inyeccion 20 pl;

El peso molecular promedio en numero y en peso (M, y My) y la polidispersidad (M./M,) se obtuvieron con
respecto a los estrechos patrones dispersos de poli(estireno) (Patrones Shodex, Kawasaki, Japdn). Se usé un
cuarto ajuste de polinomios (R?= 0,999927; error estandar = 0,008) para calibracion.

Figuras 5A-E: Eficacia de la desproteccion y estimacion de la masa molar de PLA-PEG-lys-urea-glu en bruto
(antes de la eliminacion del paladio) mediante espectroscopia de RMN de 1H.

Instrumento de RMN: Bruker 400 MHz

Parametros del experimento RMN:

Disolvente: CDCls; Secuencia de pulso: 7,5 us; Retraso del pulso: 5 s; Numero de barridos: 128

Figura 5A - PLA-PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 11-190-1; Expansién n.° 1 del espectro de RMN de 1H que
muestra: a) pico de lactida metina, a) picos de protones aromaticos de tetraquis(trifenil-fosfina)paladio (0), y c)
ausencia de picos residuales de alilo (6 5,85 - 5,95) que indican la eliminacién cuantitativa de grupos protectores.
Figura 5B - PLA-PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 11-190-1; Expansién n.° 2 del espectro de RMN de 1H que
muestra los picos de PEG y lactida metilo. Figura 5C - PLA-PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 11-191-1;
Expansién n.° 1 del espectro de RMN de 1H que muestra: a) pico de lactida metina, a) picos de protones
aromaticos de tetraquis(trifenil-fosfina)paladio (0), y ¢) < 3% (respecto al precursor de PLA-PEG- lys-urea-
glu(protegido) de picos de alilo residuales (& 5,85 - 5,95) que indican la eliminacion > 96 % de grupos
protectores. Figura 5D - PLA-PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 11-191-1; Expansién n.° 2 del espectro de RMN
de 1H que muestra los picos de PEG y lactida metilo. Figura 5E - PLA-PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 11-199-
1; Expansion n.° 1 del espectro de RMN de 1H que muestra: a) pico de lactida metina, b) ausencia de picos
residuales de alilo (5 5,85 - 5,95) que indican la eliminacién cuantitativa de grupos protectores. Figura 5F - PLA-
PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 11-199-1; Expansion n.° 2 del espectro de RMN de 1H que muestra los picos
de PEG y lactida metilo.

Figuras 6A-B: Masa molar y fraccion de PEG de PLA-PEG-lys-urea-glu purificada por espectroscopia de RMN de
1H.

Instrumento de RMN: Bruker 400 MHz

Parametros del experimento RMN:

Disolvente: CDCls; Secuencia de pulso: 7,5 us; Retraso del pulso: 5 s; Numero de barridos: 128
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Figura 6A - PLA-PEG-lys-urea-glu bruto N.° de lote 44-49-1; Expansién n.° 1 del espectro de RMN de 1H que
muestra: a) pico de lactida metina, b) ausencia de picos residuales de alilo (& 5,85 - 5,95) que indican la
eliminacion cuantitativa de grupos protectores. Figura 6B - PLA-PEG-lys-urea-glu purificado N.° de lote 44-49-1;
Expansion n.° 2 del espectro de RMN de 1H que muestra los picos de PEG y lactida metilo.

Figura 7: Peso molecular de PLA-PEG-lys-urea-glu y el precursor protegido PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido)
por mediciones de la viscosidad Inherente.

Figura 8: Contenido de paladio en el lote de PLA-PEG-lys-urea-glu crudo (antes de la eliminacién del paladio)
numero 44-48-1 (cédigo de la muestra 11-204-1) y en el lote purificado (después de la eliminacion del paladio) de
PLA-PEG-lys-urea-glu nimero 44-49-1 (codigo de la muestra 11-204-2) determinado por espectrometria ICP.

Divulgacion detallada de la invencion

La presente solicitud proporciona procedimientos para preparar nanoparticulas usando poli(etilenglicol)
prefuncionalizado (también denominado PEG) como macroiniciador para la sintesis de copolimeros dibloque segun
las reivindicaciones. Estos copolimeros dibloque comprenden un bloque de poli(etilenglicol) bioactivo y un segundo
bloque de polimero hidréfobo biocompatible y biodegradable (por ejemplo, un poli(éster)). El poli(etilenglicol) es
heterobifuncional con un resto dirigido (agente) unido covalentemente a su extremo a y un grupo funcional iniciador
de la polimerizacién (por ejemplo, un grupo hidroxilo) presente en su extremo w.

La solicitud objeto también proporciona el uso de derivados de agentes dirigidos (AD) (por ejemplo, analogos en los
que grupos funcionales, tales como acidos carboxilicos u otros grupos funcionales, estan protegidos) en la sintesis
del polimero de poli(etilenglicol) para a los cuales se adjuntan AD que mejoran su solubilidad y evitan posibles
reacciones secundarias. Después de acoplar un agente dirigido protegido (PRO-TA) al polimero de PEG en el
extremo a, el PEG funcionalizado (HO-PEG-TA-PRO) se utiliza como macroiniciador para sintetizar un bloque de
poli(éster). Por ejemplo, se afiade HO-PEG-TA-PRO a una mezcla de monémeros de lactona ciclica tal como lactida,
glicdlido o caprolactona y la mezcla se calienta en condiciones de fusion. Después se agrega un catalizador de la
polimerizacion, tal como 2-etilhexanoato de estafio (ll), a la masa fundida de mondmero/iniciador. El polimero
resultante se purifica a partir de mondmero sin reaccionar y un catalizador de la polimerizacion mediante
precipitacion en una mezcla no disolvente, tal como éter/hexano (70/30), y se recupera por decantacion seguido de
secado al vacio. La posterior desproteccion de los grupos funcionales protegidos puede realizarse para recuperar el
grupo funcional quimicamente activo original (por ejemplo, a acido carboxilico). Este enfoque permite que la reaccion
de polimerizacion deseada proceda de manera eficiente y evita las reacciones secundarias entre el catalizador de la
polimerizacién y los grupos funcionales en el resto de direccionamiento en su forma nativa no protegida. Dichas
reacciones secundarias dan como resultado la formacion de geles insolubles reticulados en lugar del polimero de
poli(éster) lineal deseado. Ademas, la composicion y el peso molecular del poli(éster) se puede ajustar segun se
desee controlando la composicion de la fusién del monémero y la relacion molar del HO-PEG-TA (PRO) a los
monomeros. Ademas, el resto de direccionamiento protegido es libremente soluble en una amplia gama de
disolventes organicos en relacion con los andlogos no protegidos. Esto permite el acoplamiento del resto de
direccionamiento a poli(etilenglicol) con un alto grado de funcionalizaciéon del grupo terminal del polimero. Los
ejemplos no limitantes de grupos protectores para varios grupos funcionales de agentes de direccionamiento, tal
como se desvela en el presente documento, son:

Grupo funcional Grupo protector

Ingesta de alcohol |Carbonato de alquilalilo, Aloc-OR
Alcohol Eter metilico

Alcohol Eter metilico

Alcohol Eter metilico

/Alcohol Bencilcarbonato de alilo, ROCO,Bn
Fenol Carbonato de alilo

Fenol Eter metilico

Fenol Eter benciloximetilico - BOM

Fenol Eter metoxietoximetilico - Eter MEM
Tiol Tioéter S-p-Metoxibencilico

Tiol Tioéter S-trifenilmetilico (Tr-SR)
Tiol 4-metoxitritilo (Mtt-SR)
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(continuacion)

Tiol Tioéter S-t-butilico

Tiol S-[Tricarbonil[1,2,3,4,5, n ]-2,4-diciclohexadieno-1-il]-hierro(1+) tioéter
Amina N-alilamina

Amina N-bencilamina

Amina Carbamato de alilo (Aloc-NR7)

Amina Carbamato de bencilo - benciloxicarbonilo (CBz)
Amina Carbamato de p-metoxibencilo- Moz

Amina Carbamato de p-nitrobencilo- PNZ

/Acido carboxilico  |Ester alilico

/Acido carboxilico  |Ester propargilico

/Acido carboxilico  |Ester bencilico- RCO2Bn

Adicionalmente, esta solicitud proporciona un procedimiento para el acoplamiento eficaz del resto dirigido no
protegido a poli(etilenglicol) en condiciones acuosas. En este enfoque, el pH del medio de reaccién se usa para
maximizar el rendimiento del producto deseado. Las ventajas de este aspecto de la invencion se refieren a la
utilizacion de la alta solubilidad en agua del agente de direccionamiento (TA). Por ejemplo, el grupo terminal acido de
un acido a-azida-w-carboxilico poli(etilenglicol) (N3-PEG- CO2H) se activa primero por conversion en el éster de
succinimida N3-PEG-COSu) mediante reaccion con N-hidroxisuccinimida (NHS) y clorhidrato de
dimetilaminopropilcarbodiimida de etilo (EDC) o diciclohexilcarbodiimida (DCC) en condiciones de disolvente
organico anhidro, tal como en diclorometano. El poli(etilenglicol) activado (N3-PEG-COSu) se purificé posteriormente
a partir de la precipitacion de reactivos de molécula pequefia en un no disolvente anhidro, tal como éter-hexano
(70/30). La forma no protegida del agente de direccionamiento amino funcional (H2N-TA) se disuelve en tampdn de
bicarbonato (pH = 9,7) y el pH se reduce luego a 7,4 usando hidréxido de sodio acuoso. El acido activado (N3-PEG-
COSu) se disuelve en agua DI, se agrega gota a gota a un gran exceso molar de la solucion de HaN-TA. El éster de
succinimida de N3-PEG-COSu es estable a pH = 5,5 - 6, mientras que la reaccion de formacién de enlace amida con
H2N-TA es eficiente en condiciones de pH = 7,4. Esta estrategia expone el N3-PEG-COSu a pH = 7,4 solo cuando
también esta presente un gran exceso de resto de direccionamiento con funcionalidad amina. Por lo tanto, la
conversion en el conjugado deseado de agente de direccionamiento-PEG (N3-PEG-TA) mientras se minimiza la
exposicion de N3-PEG-COSu a condiciones basicas, evitando asi la hidrdlisis del éster de succinimida. EI N3-PEG-
TA se acopla posteriormente a un poli(éster) de alquino terminal usando catalizador de cobre en condiciones
convencionales de quimica clic en un disolvente organico, tal como dimetilformamida (DMF) o dimetilsulféxido
(DMSO). El poli(éster) de alquino terminal se prepara por polimerizacion con apertura de anillo de monémeros de
lactido y glicélido usando, por ejemplo, alcohol propargilico como iniciador de la polimerizacion y 2-etil hexanoato de
estario (II) como catalizador de la polimerizacion.

A modo de ejemplo, un resto/agente de direccionamiento puede dirigirse a o provocar que la particula se localice en
partes especificas dentro de un sujeto y, de este modo, el agente bioactivo/agente terapéutico se administra de a un
sitio diana. En una realizacion, un farmaco u otro agente terapéutico puede liberarse de una forma de liberacion
controlada desde la particula y permitirse que interaccione localmente con el sitio de objetivo particular (por ejemplo,
un tumor). El término "liberacion controlada” (y variaciones de esa frase (por ejemplo, en el contexto de un "sistema
de liberacion controlada") se entiende generalmente que incluye la liberacion de un agente terapéutico (por ejemplo,
un farmaco) en un sitio seleccionado a velocidad, intervalo y/o cantidad controlables. La "liberacion controlada"
incluye, pero no se limita necesariamente a, la administracién sustancialmente continua, la administracion en
patrones (por ejemplo, la liberacion intermitente a lo largo de un periodo de tiempo que se interrumpe a intervalos de
tiempo regulares o irregulares) y la liberacion de un bolo de un agente terapéutico seleccionado (o diversas
combinaciones del mismo) segun esté predeterminado, en cantidad pequefia durante un periodo de tiempo
relativamente corto (por ejemplo, unos pocos segundos o minutos).

Los ejemplos de segundos bloques de polimero hidrofébico biocompatibles y biodegradables que se pueden usar en
la fabricacion de las nanoparticulas reivindicadas pueden ser poliésteres. Poliésteres de ejemplo adecuados para su
uso en la fabricacion de las nanoparticulas desveladas incluyen copolimeros que comprenden unidades de acido
lactico y acido glicdlico, tales como poli(acido lactico-co-acido glicolico) y poli(lactida-co-glicélido), en su conjunto
denominados en el presente documento como "PLGA"; y homopolimeros que comprenden unidades de acido
glicdlico, denominados en el presente documento "PGA", y unidades de acido lactico, tales como acido poli-L-lactico,
acido poli-D-lactico, poli- D, acido L-lactico, poli-L-lactida, poli-D-lactida y poli-D, L-lactida, en su conjunto
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denominados en el presente documento "PLA". En algunas realizaciones, los poliésteres de ejemplo incluyen, por
ejemplo, polihidroxiacidos; polimeros y copolimeros PEGilados de lactida y glicélido (por ejemplo, PLA PEGilado,
PGA PEGilado, PLGA PEGilado y derivados de los mismos. En algunas realizaciones, los poliésteres incluyen, por
ejemplo, polianhidridos, poli(orto éster), poli(orto éster) PEGilado, poli(caprolactona), poli(caprolactona) PEGilada,
poli(L-lactida-co-L-lisina), poli(éster de serina), poli(4-hidroxi-L-prolina éster), poli[acido a-(4-aminobutil)-L-glicdlico] y
derivados de los mismos.

El segundo blogue de polimero hidrofébico biocompatible y biodegradable (por ejemplo, poliésteres) utilizado en la
fabricacion de las nanoparticulas descritas puede contener grupos funcionales que reaccionan con el término w del
poli(etilenglicol). Los ejemplos no limitantes de dichos grupos funcionales incluyen y, no estan limitados a los
mismos, aminas, grupos hidroxilo, grupos de acido carboxilico, grupos NHS, grupos alquino o grupos azida. Los
grupos con los que reaccionan los segundos grupos funcionales de bloques poliméricos hidrofébicos biocompatibles
y biodegradables en el extremo w del polimero de poli(etilenglicol) se proporcionan en la siguiente tabla.

Grupo funcional poliéster Grupo reactivo en el extremo w de poli(etilenglicol)
N-hidroxisuccinimida (NHS) Amina
Amina Hidroxilo, Acido carboxilico
Hidroxilo Amina
Acido carboxilico Amina
Alquino Azida

Los agentes de direccionamiento desvelados en el presente documento pueden contener, o pueden modificarse
para que contengan, un grupo funcional que puede reaccionar con el extremo a de un polimero (por ejemplo, PEG)
para producir un polimero conjugado con un resto de direccionamiento. Los grupos funcionales incluyen cualquier
resto que se puede usar para crear un enlace covalente con un polimero (por ejemplo, PEG), tal como amino,
hidroxi, azida, alquino y tio. Por ejemplo, los agentes de direccionamiento pueden estar sustituidos con NH,, SH o
OH, que estan unidos directamente al agente e direccionamiento o bien a través de un grupo adicional, por ejemplo,
alquilo o fenilo. En un ejemplo no limitante, anilina, alquil-NH» (por ejemplo, (CH2)1sNH2), o alquil-SH (por ejemplo,
(CH2)1.sNH2) se pueden usar para unir el agente de direccionamiento a un polimero a través de los grupos NH, y SH
libres para formar un enlace covalente.

La conjugacién de un polimero e PEG funcionalizado (un polimero e PEG que comprende uno o mas agentes de
direccionamiento en su extremo a y grupos funcionales reactivos en el extremo w) y un segundo polimero
hidrofébico biocompatible y biodegradable se puede realizar de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica
a través de grupos funcionales en el extremo w de un polimero de PEG funcionalizado y grupos reactivos presentes
en el segundo polimero hidrofébico biocompatible y biodegradable. Por ejemplo, se puede usar quimica de EDC-
NHS (hidrocloruro de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)carbodiimida y N-hidroxisuccinimida) o una reaccién que implica
una maleimida o un acido carboxilico. La conjugacion de un poli(éster) y un poli(éter) para formar un poli(éster-éter),
puede realizarse en un disolvente organico, tales como, pero sin limitacion, diclorometano, acetonitrilo, cloroformo,
dimetilformamida, tetrahidrofurano, acetona, o similares. Las condiciones de reacciéon especificas pueden
determinarse por los expertos en la materia usando no mas que una experimentacion de rutina.

La conjugacion de un polimero de PEG funcionalizado (un polimero de PEG que comprende uno o mas agentes e
direccionamiento (AD) en su extremo a y grupos funcionales reactivos en el extremo w) y un segundo polimero
hidrofébico biocompatible y biodegradable también se puede realizar usando quimicas que son ortogonales al enlace
de amida que forma la quimica EDC-NHS. Dichos procedimientos incluyen técnicas e quimicas "clic". Por ejemplo,
un poli(éster) terminado en alquino puede hacerse reaccionar con un poli(etilenglicol) heterobifuncional que porta un
AD en su extremo a y un resto de azida reactivo de alquino en su extremo w. La conjugacion de un poli(éster) y un
poli(éter) para formar un poli(éster-éter), puede realizarse en un disolvente organico, tales como, pero sin limitacion,
diclorometano, acetonitrilo, cloroformo, dimetilformamida, tetrahidrofurano, acetona, o similares. Se pueden emplear
catalizadores de quimica "clic" convencionales, tales como sulfato de cobre.

En otro conjunto de realizaciones o divulgaciones, puede realizarse una reaccion de conjugacion por reaccion de un
polimero que comprende un grupo funcional acido carboxilico (por ejemplo, un compuesto de poli(éster-éter)) con un
polimero u otro resto (tal como un resto de direccionamiento) que comprende una amina. Por ejemplo, un resto de
direccionamiento, tal como un ligando de PSMA de bajo peso molecular, puede hacerse reaccionar con una amina
para formar un resto que contiene amina, que después puede conjugarse con el acido carboxilico del polimero.
Dicha reaccién puede suceder como una reaccion de una sola etapa, es decir, la conjugacion se realiza sin usar
intermedios tales como N-hidroxisuccinimida o una maleimida. La reaccion de conjugacion entre el resto que
contiene amina y el polimero terminado en acido carboxilico (tal como un compuesto de poli(éster-éter)) puede
conseguirse, en un conjunto de realizaciones, por adicion del resto que contiene amina, solubilizado en un disolvente
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organico tal como, (pero sin limitacién) diclorometano, acetonitrilo, cloroformo, tetrahidrofurano, acetona, formamida,
dimetilformamida, piridinas, dioxano, o dimetilsulféxido, a una solucién que contiene el polimero terminado en acido
carboxilico. El polimero terminado en acido carboxilico puede estar contenido dentro de un disolvente organico tal
como, pero sin limitacién, diclorometano, acetonitrilo, cloroformo, dimetilformamida, tetrahidrofurano, o acetona. La
reaccion entre el resto que contiene amina y el polimero terminado en acido carboxilico puede suceder
espontaneamente, en algunos casos. Los reactivos no conjugados pueden eliminarse por lavado después de dichas
reacciones, y el polimero puede precipitarse en disolventes tales como, por ejemplo, éter etilico, hexano, metanol o
etanol.

Otro aspecto de la invencion se refiere a particulas que incluyen conjugados de polimeros tales como los descritos
anteriormente. Las particulas pueden tener una configuracion sustancialmente esférica (es decir, las particulas en
general parecen ser esféricas) o no esférica. Por ejemplo, las particulas, tras hincharse o encogerse, pueden
adoptar una configuraciéon no esférica. En algunos casos, las particulas pueden incluir mezclas poliméricas. Por
ejemplo, puede formarse una mezcla polimérica que incluya un primer polimero de PEG que comprende un resto de
direccionamiento (es decir, un ligando de PSMA de bajo peso molecular) y un segundo polimero que comprende un
polimero biocompatible (por ejemplo, que carece de un resto de direccionamiento). Por control de la proporcion del
primer y segundo polimeros en el polimero final, la concentracion y localizacion del resto de direccionamiento en el
polimero final pueden controlarse facilmente en cualquier grado adecuado.

Como se ha analizado anteriormente, el polimero puede ser PLGA en algunas realizaciones. EI PLGA es un
copolimero biodegradable y biocompatible de acido lactico y acido glicélico y diversas formas de PLGA estan
caracterizadas por la proporcion de acido lactico: acido glicélico. El acido lactico puede ser acido L-lactico, acido D-
lactico o acido D, L-lactico. La velocidad de degradacion del PLGA puede ajustarse alterando la proporcion de acido
lactico-acido glicélico. En algunas realizaciones, el PLGA a usar de acuerdo con la presente invencion esta
caracterizado por una proporcion de acido lactico:acido glicélico de aproximadamente 85: 15, aproximadamente 75:
25, aproximadamente 60: 40, aproximadamente 50: 50, aproximadamente 40: 60, aproximadamente 25: 75 o
aproximadamente 15: 85.

En realizaciones particulares, por optimizacién de la proporcién de monémeros de acido lactico con respecto a
monoémeros de acido glicélico en el polimero de la nanoparticula (por ejemplo, el copolimero de bloque de PLGA o el
copolimero de bloque de PLGA-PEG), pueden optimizarse parametros de la nanoparticula tales como la captacion
de agua, la liberacion de agente terapéutico (por ejemplo, la "liberacion controlada") y la cinética de degradacion del
polimero. Aln otras realizaciones proporcionan polimeros que pueden ser uno o mas polimeros acrilicos. En
determinadas realizaciones, los polimeros acrilicos incluyen, por ejemplo, copolimeros, copolimeros de metacrilato
de metilo, metacrilatos de etoxietilo, metacrilato de cianoetilo, copolimero de aminoalquil metacrilato, copolimero de
alquilamida acido metacrilico, poli(metacrilato de metilo), copolimero de aminoalquil metacrilato, copolimeros de
glicidil metacrilato, policianoacrilatos y combinaciones que comprenden uno o mas de los polimeros anteriores.

En algunas otras realizaciones, los polimeros pueden ser polimeros cationicos. En general, los polimeros catiénicos
son capaces de condensar y/o proteger cadenas de acido nucleicos cargadas negativamente (por ejemplo, ADN,
ARN o derivados de los mismos). Los polimeros que contienen amina tales como poli(lisina) (Zauner y col., 1998,
Adv. Drug Del. Rev., 30: 97; y Kabanov y col., 1995, Bioconjugate Chem., 6: 7), poli(etilenimina (PEI; Boussif y col,
1995, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1995, 92: 7297) y dendrimeros de poli(amidoamina) (Kukowska-Latallo y col.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 93: 4897; Tang y col., 1996, Bioconjugate Chem., 7: 703; y Haensler y col., 1993,
Bioconjugate Chem., 4: 372) estan cargados positivamente a pH fisiolégico, forman parejas de iones con acidos
nucleicos y median la transfeccion en una diversidad de lineas celulares.

En otras realizaciones mas, los polimeros pueden ser poliésteres degradables que lleven cadenas laterales
catiénicas (Putnam y col., 1999, Macromolecules, 32: 3658; Barrera y col., 1993, J. Am. Chem. Soc., 115: 11010;
Urny col., 1999, J. Am. Chem. Soc., 121: 5633; y Zhou y col, 1990, Macromolecules, 23: 3399). La incorporacion de
comonomeros hidrofébicos (por ejemplo, lactida, glicolido, caprolactona o aminoacidos hidrofébicos tales como
alanina, valina, leucina, isoleucina o fenilalanina) en la cadena principal del polimero en una medida que impartira
caracter hidrofobo al copolimero, permite la formacion de nanoparticulas con un grado de caracter catidnico dentro
de la particula nucleo. Esto, a su vez, permite la encapsulacion de farmacos tales como ARNip en el nlcleo de la
nanoparticula. Los ejemplos de estos poliésteres incluyen poli(L-lactida-co-L-lisina) (Barrera y col., 1993, J. Am.
Chem. Soc., 115: 11010), poli(serina éster) (Zhou et al, 1990, Macromolecules, 23: 23:3399), poli(éster de -hidroxi-L-
prolina) (Putnam y col., 1999, Macromolecules, 32: 3658; y Lim y col, 1999, J. Am. Chem. Soc., 121: 5633). Se
demostré que el poli(éster de 4-hidroxi-L-prolina) condensaba el ADN plasmidico a través de interacciones
electrostaticas y mediaba la transferencia de genes (Putnam y col, 1999, Macromolecules, 32: 3658; y Lim el al,
1999, J. Am. Chem. Soc., 121: 5633). Estos nuevos polimeros son menos téxicos que la poli(lisina) y la PEI, y se
degradan en metabolitos no toxicos.

En una realizacion particular, En una realizacion particular, el peso molecular de los polimeros de las nanoparticulas
de la invencidn se optimiza para el tratamiento eficaz del cancer, por ejemplo, cancer de prostata. Por ejemplo, el
peso molecular del polimero influye en la velocidad de degradacion de la nanoparticula (particularmente cuando se
ajusta el peso molecular de un polimero biodegradable), la solubilidad, la captacion de agua y la cinética de
liberacion de farmaco (por ejemplo, "liberacion controlada"). Como ejemplo adicional, el peso molecular del polimero
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puede ajustarse de modo que la nanoparticula se biodegrade en el sujeto que se esté tratando dentro de un periodo
de tiempo razonable (que varia de unas pocas horas a 1-2 semanas, 3-4 semanas, 5-6 semanas, 7-8 semanas, efc.
). En realizaciones particulares de una nanoparticula que comprende un polimero de PEG y PLGA, el PEG tiene un
peso molecular de 1.000--20.000 Da (por ejemplo, 5.000-20.000, por ejemplo, 10.000-20.000) y, en algunas
realizaciones, 5000 Da, y el PLGA tiene un peso molecular de 5.000- 100.000 Da (por ejemplo, 20.000-70.000, por
efemplo, 20.000-50.000) o en algunas realizaciones, 15.000-30.000 Da.

Las nanoparticulas desveladas en el presente documento pueden usarse para el tratamiento de las enfermedades y
trastornos analizados en un sujeto. Un sujeto puede ser un animal humano o no humano. Los ejemplos de sujetos
incluyen, aunque sin limitaciones, un mamifero, tal como un perro, un gato, un caballo, un burro, un conejo, una
vaca, un cerdo, una oveja, una cabra, una rata, un ratén, una cobaya, un hamster, un primate, un ser humano o
similares.

La divulgacion proporciona una serie de procedimientos para fabricar nanoparticulas que comprenden uno o mas
agentes de direccionamiento y/o uno o mas restos bioactivos/agentes terapéuticos. En diversos aspectos de la
invencion, se sintetiza un copolimero dibloque conjugado con un agente de direccionamiento funcionalizado
iniciando la polimerizacién de un polimero hidrofébico biocompatible y biodegradable (tal como poli(éster)) desde el
extremo w del poli(etilenglicol). El esquema 1 ilustra este proceso como se ejemplifica mediante un poli(etilenglicol)
que lleva un grupo funcional hidroxilo en su extremo a y su agente de direccionamiento (AD) en su extremo w. La
polimerizacién de un bloque de poli(éster) a partir de este extremo hidroxilo produce el copolimero dibloque deseado
que lleva un AD unido covalentemente a su extremo PEG.

Monomero de lactida o glicolido
HO-PEG-TA : —
Catalizador de la polimerizacion
con apertura de anillo

Poli(éster)-PEG-TA

PEG= poli(etilenglicol)
AD= agente de direccionamiento
El poli(éster) incluye poli(D,L-lactida), poli(L-lactida), poli(D,L-lactida-co-glicélido)

Esquema 1. Procedimiento de sintesis e poli(éster)-bloque-poli(etilenglicol) que lleva un agente
de direccionamiento (AD) en su extremo PEG

De acuerdo con la invencion, se puede preparar un copolimero de dibloque que porta un agente de direccionamiento
(AD) en su extremo de poli(etilenglicol) mediante conjugacion de una forma adecuadamente protegida del agente de
direccionamiento (TA-PRO) al polimero de poli(etilenglicol) (produciendo HO-PEG-TA (PRO)), y, posteriormente,
usando este macroiniciador en la polimerizacion de apertura de anillo de un monémero de lactona ciclica, tal como
lactida, glicélido o una mezcla de los mismos. La retirada de los grupos protectores del agente de direccionamiento
usando metodologia de desproteccion estandar proporciona el poli(éster)-bloque-PEG-TA deseado (véase el
esquema 2). En una divulgacion adicional, se puede preparar un copolimero dibloque funcional (poli(éster)-PEG-TA)
mediante el acoplamiento covalente del PEG-TA dirigido a un poli(éster) preformado. Por ejemplo, un poli(lactida-co-
glicdlido) terminado en acido carboxilico (Poli(éster)-CO,H y poli(etilenglicol) que llevan el agente de
direccionamiento en su extremo a y un grupo funcional amino reactivo a acido en su extremo w (H2N-PEG-TA)
puede hacerse reaccionar en condiciones de disolvente organico.

Monomero de lactida o glicolido
HO-PEG-TA(PRO) —» Poli(éster)-PEG-TA(PRO)
Catalizador de la polimerizacion
con apertura de anillo

Eliminacion de los grupos protectores el
Poli(éster)-PEG-TA -

agente de direccionamiento

usando quimica de desproteccion estandar

PEG= poli(etilenglicol)
AD= agente de direccionamiento

TA(PRO)= Forma protegida del agente de direccionamiento
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El poli(éster) incluye poli(D,L-lactida), poli(L-lactida), poli(D,L-lactida-co-glicélido)

Esquema 2. Procedimiento de sintesis e poli(éster)-blogue-poli(etilenglicol) que lleva un agente de
direccionamiento (AD) en su extremo PEG usando la forma protegida del agente de direccionamiento
(HO-PEG-TA(PRO)) como macroiniciador en la polimerizacién con abertura del anillo de un monémero
de lactona ciclica.

Los agentes de direccionamiento (AD) pueden estar compuestos de aminoacidos naturales o no naturales
individuales o una combinacién de dos o mas residuos de aminoacidos unidos covalentemente por un enlace amida
o de urea. Los AD también puede estar compuestos por acidos nucleicos. Como tales, los AD pueden contener
restos de cadena lateral que llevan grupos funcionales que incluyen acidos carboxilicos, aminas, tioles, alcoholes,
fenoles, guanidina, purinas (tales como adenina, guanina), pirimidinas (tales como citosina, uracilo, timina). El
procedimiento del esquema 2 es preferido sobre el procedimiento del esquema 1 cuando los AD contienen grupos
funcionales que pueden iniciar una polimerizacioén de apertura de anillo (tal como un alcohol, un fenol, una amina o
un tiol) o reaccionar y alterar estructuralmente el catalizador de la polimerizacion (tal como guanidina, restos de
acido 1,5-pentandioico como se encuentran cuando un dipéptido o polipéptido AD tiene un residuo de acido
glutamico en su extremo C, o un enlace de urea capaz de unirse al catalizador de la polimerizacion).

La presente invencion o divulgacion también describe procedimientos para la sintesis de conjugados covalentes de
poli(etilenglicol) heterobifuncional y agentes de direccionamiento (TA). En el presente documento se describen
poli(etilenglicol) (PEG) que lleva un grupo hidroxilo en su extremo a y un grupo funcional reactivo en su extremo w
tal como un acido carboxilico, un aldehido, una azida, un alquino, un grupo maleimido. Dichos PEG
heterobinfuncionales pueden hacerse reaccionar con un AD que porta una amina, un tiol, un alquino o una azida
para producir un conjugado covalente de PEG y TA (HO-PEG-TA). Los restos reactivos preferidos incluyen amina 'y
acido carboxilico y amina y aldehido que producen enlaces naturales tales como amidas o aminas secundarias. El
Esquema 3 proporciona metodologias quimicas sintéticas para permitir tal conjugacion covalente.

quimica de conjugacion

HO-PEG-X + Y-TA o Y-TA(PRO) » HO-PEG-Z-TA o HO-PEG-Z-TA(PRO)

PEG= poli(etilenglicol)

AD= agente de direccionamiento

TA(PRO)= Forma protegida del agente de direccionamiento
X= acido carboxilico, aldehido, maleimida, azida o alquino
Y= amina, tiol, azida o alquino

Y-TA se usa cuando el agente de direccionamiento esta libre de grupos funcionales capaces e producir reaccioens
secundarias indeseadas con X y/o iniciacion e polimerizacién con abertura de anillo o capaces de producir
reacciones secundarias indeseadas con catalizadores de la polimerizacién

Y-TA(PRO) se usa cuando el agente e direccionamiento no cumple los requisitos estructurales quimicos indicados
anteriormente para el uso e Y-TA

Las quimicas de conjugacion incluyen activacion de acido en éster de succinimidilo usando, por ejemplo,
etildimetilaminopropilcarbodiimida (EDC) y/o N-hidroxisuccinimida (NHS), seguido de reaccion de amidacion;
alquilacién reductora que implica un aldehido y amina y la posterior reduccion usando, por ejemplo, cianoborohidruro
de sodio; quimica clic que implica restos azido y alquino usando, por ejemplo, un catalizador de cobre; quimica de
tiol-maleimida para dar un mercaptano secundario estable.

El poli(éster) incluye poli(D,L-lactida), poli(L-lactida), poli(D,L-lactida-co-glicélido)

Esquema 3. Metodologias de sintesis de conjugados convalentes de poli(etilenglicol) y agente de direccionamiento
(AD) o su andlogo protegido (TA-PRO).

La presente invencién también describe procedimientos para la sintesis de conjugados HO-PEG-TA (PRO) en
condiciones de disolvente organico anhidro usando la reaccion de amidacion preferida de un resto amina del TA
(PRO) y un extremo acido de PEG. El esquema 4 ilustra el procedimiento utilizado para la conjugacion covalente de
HO-PEG-CO2H en un agente de direccionamiento de lisina-urea-glutamico (lys-urea-glu) protegido con alilo. El uso
del analogo protegido con alilo del agente objetivo de lys-urea-glu mejora su solubilidad en disolventes organicos
mas adecuados (tales como diclorometano) para la quimica de activaciéon de acido EDC/NHS. La reaccion de
amidacion en condiciones de disolvente organico anhidro permite un alto grado de eficacia de la conjugacion y
produce mas del 80 % de funcionalizacion del grupo terminal en HO-PEG-lys-urea-glu (protegido con alilo). Ademas,
Ademas, el lys-urea-glu protegido con alilo (TA (PRO)) permite la polimerizacion de apertura de anillo de los
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monomeros de lactona sin reaccidon secundaria indeseable con el catalizador de la polimerizacion preferido (2-
etilhexanoato de estafio (Il)).

NHz TFA

(o] o
\/\CHZ %\/09\/(&12)‘ 0
HO’ \(
OH

N o + 114
Hzc/\/o S~ NHJ\NHS 0\/\042

Lys-urea-glu alilo protegido HO - PEG - COZH

TA(PRO)
1. Dimetilaminopropilcarbodiimida de etilo (EDC), ° cH o
N-hidroxisuccinimida (NHS), diisopropiletilamina HO )\/( 211‘/
(DIEA) en cloroformo anhidro 114 L
2.2 h a temperatura ambiente
3. Eliminar el cloroformo mediante evaporacion k‘ O 0\/\(;“2
rotatoria a temperatura ambiente K
- s (||)\
4. Disolver en etanol-cloroformo (10:1) y diafiltro o i g P 0 =
contra 30 diavolumenes ¢ disolvente binario Hye?” \'(S\NH NHS™ \/\CHZ
o] o]

5. Eliminar el disolvente mediante evaporacion rotatoria a 35 °C

6. Purificar mediante precipitacion en éter/hexano (70/30) ) )
HO-PEG-lys(urea)-glu alilo protegido

HO-PEG-TA(PRO)

Esquema 4. Sintesis del conjugado HO-PEG-lys-urea-glu(alilo protegido) en condiciones de disolvente organico
anhidro usando activacion con EDC/NHS del extremo acido de PEG, seguido de amidacién mediante reaccion con el

resto amina de TA(PRO)

La presente invenciéon también describe procedimientos para la sintesis de conjugados HO-PEG-TA (PRO) en
condiciones de disolvente organico usando la reaccion de alquilacion reductora de un resto amina del TA (PRO) y un
extremo aldehido de PEG. El esquema 5 ilustra el procedimiento utilizado para la conjugacion covalente de HO-
PEG-CHO al lisina-urea-acido glutamico (TA(PRO) protegido con alilo. El uso del analogo protegido con alilo del
agente de direccionamiento de lys-urea-glu mejora su solubilidad en disolventes organicos (tales como
diclorometano, dimetilformamida) adecuados para la quimica de alquilacién reductora. La reacciéon de alquilacion
reductora en condiciones de disolvente organico permite un alto grado de eficacia de la conjugacion y produce mas
del 80 % de funcionalizacion del grupo terminal en HO-PEG-lys-urea-glu (protegido con alilo).
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NH> TEA

OO
5 B “°%\/OW o

0. S~ J\ 0
Hye? W(\NH NHS ™ S,
o o

Lys-urea-glu alilo protegido HO - PEG - CHO

TA(PRO) .
~o
k)

NH

1. D}lsop.ropﬂetﬂa.mma (DIEA) y cianoborohidruro de sodio ( 0 0\/\CH
en dimetilformamida (DMF) . z
2. 2 h a temperatura ambiente

~N o

3. Diluir la mezcla de reaccion por 3 con etanol-cloroformo (10:1) o /]\ )

4. Diafiltrar contra 30 diavolimenes e etanol-cloroformo (10:1 Hzc/\/ \rS\NH NHS \/\CHz
[¢] o]

5. Eliminar el disolvente mediante evaporacion rotatoria a 35 °C . .
6. Purificar mediante precipitacion en éter/hexano (70/30) HO-PEG-lys-(urea)glu alilo protegido
HO-PEG-TA(PRO)

Esquema 5. Sintesis del conjugado HO-PEG-lys-urea-glu(alilo protegido) en condiciones de disolvente organico
usando aminacion reductora que implica el resto amina del agente de direccionamiento protegido (TA(PRO) vy el
extremo aldehido de PEG

La presente invencion también describe la polimerizacion de apertura de anillo de monédmeros de lactona ciclica
utilizando el conjugado HO-PEG-lys (urea) glu (protegido con alilo) (HO-PEG-TA (PRO)) como macroiniciador y 2-
etilhexanoato de estafio (lI) como catalizador de la polimerizacion en condiciones de fusion del monémero a 130 °C
(esquema 6), este procedimiento también se denomina enfoque de "polimerizacion a partir de". Por ejemplo, el
poli(D, L-lactida)-bloque-poli(etilenglicol)-lys-urea-glu (protegido con alilo) obtenido mediante tal polimerizacion se
convierte después en poli(D,L-lactida)-bloque-poli(etilenglicol)-lys-urea-glu mediante la eliminacion de los grupos
protectores de alilo usando base organica (morfolina) y tetrakis(trifenilfosfina) paladio (0) como catalizador (esquema
7). Las condiciones de la reaccion de desproteccion se optimizan con respecto a los equivalentes molares de
morfolina, catalizador de paladio y tiempo de reaccién para permitir la eliminacion cuantitativa de grupos protectores
de alilo (> 98 %, determinados mediante espectroscopia de RMN), sin reduccion mensurable de la masa molar
(segun lo determinado por cromatografia de exclusiéon por tamafio y viscosimetria de solucién diluida) del copolimero
de bloque.
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(8] (CH,) [e]
HO%\/ 9\/ a

114,

o
RN
H CH, 1. Lactida, 2-etilhexanoato de estaiio (II);
N o 16 HA 130°C
] 0 “ - »
Hzc/\/o\ﬁ/s\NHLNH Sy \/\CHz 2. Disolver en diclorometano
0 0

3. Precipitar a temperatura ambiente mezcla
de éter dietilico/hexano

HO-PEG-lys-urea(protegido con alilo)

CH,
HO-PEG-TA(PRO) ”\
o] o]
HO
{\Ao}{v())cc%t\w S NH
HaC y z
0% “NH
PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido con alilo) S (o]
PLA-PEG-TA(PRO) O 0
© \L\CH
y=222;z= 114 )/ 2
=
HoC

Esquema 6. Sintesis del conjugado de poli(D,L-Lactida)-b-PEG-lys-ura-glu(protegido con alilo) mediante
polimerizaciéon con apertura de anillo de D,L-lactida en condiciones de fusién de monémero a 130°C usando HO-
PEG-PEG-lys-glu(protegido con alilo) como macroiniciador y 2-etilhexanoato de estano (Il) como catalizador de

polimerizacién

Esta solicitud también describe la eliminacion del paladio residual del copolimero dibloque funcionalizado PLA-PEG-
lys-urea-glu (PLA-PEG-TA). El Esquema 8 muestra las estructuras quimicas de varias resinas disponibles
comercialmente usadas para eliminar contaminantes de paladio. Se prefiere la resina funcional trimercaptotriazida
(TMT) para la eliminacion de paladio de muestras de PLA-PEG-lys-urea-glu con una pérdida minima de rendimiento
del polimero en la etapa de eliminaciéon de paladio. La pérdida de rendimiento se observa cuando se usan resinas
funcionalizadas con restos de unién a paladio distintos de TMT. Esto se debe a la interaccién entre los restos de
union a paladio unidos a resina y el AD en PLA-PEG-TA.

CHo
3
¢]

o} o}
oL o /u\ /\/\/\ 1. Tgrais(trifenilfosfona)paladio )y mc?rfolina
0 (CHa)s "NH S NH en diclorometano; 2 h a temperatura ambiente
H3C y z

0% NH »
PLA-PEG-lys-urca(protegido con alilo) e ié’f;;;lr’;ttifr o Iﬁ;’fgifeiitﬂiw/hexam (70/30)
PLA-PEG-TA(PRO) © 0
/(0 ICHz . o HO._ O
HZC/ HOMO%/O)CH;I;L\NH/\/\;/S[NH

y=222;z=114 CHa z P

Mn (PLA) = 16,000 Da (y = 222); PLA - PEG - lys-urea-glu 3 0
Mn (PEG) = 5000 Da (z = 114) PLA-PEG-TA ° OH

OH
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Esquema 7. Conversion de poli(D,L-Lactida)-b-PEG-lys-urea-glu(protegido con alilo) (PLA-PEG-TA(PRQO)) en PLA-
PEG-PEG-lys-urea-glu (PLA-PEG-TA) usando catalizador tetrakis(trifenilfosfina) paladio (0) en solucién de
morfolina/diclorometano

Esta solicitud también describe la conjugacion covalente de los agentes de direccionamiento (AD) en su forma nativa
no protegida en condiciones de soluciéon acuosa a poli(etilenglicol) heterobifuncional. Este procedimiento utiliza la
alta solubilidad en agua del resto de direccionamiento tal como lys-urea-glu u otros ligandos de direccionamiento
basados en péptidos. Las propiedades de solubilidad del conjugado PEG-lys-urea-glu estan dominadas por el
polimero de poli(etilenglicol). Por lo tanto, a diferencia de lys-urea-glu, PEG-lys-urea-glu es soluble en disolventes
organicos comunes que incluyen, pero no se limitan a, diclorometano, dimetilformamida, tetrahidrofurano, cloroformo
o dimetilsulféxido. Esto permite el acoplamiento covalente del conjugado PEG-lys-urea-glu al poli(éster) funcional
final para producir el poli(éster)-PEG-lys-urea-glu (poli(éster)-PEG-TA) deseado en condiciones de disolvente
organicos, en los que lys-urea-glu antes de la conjugacion de PEG es insoluble o escasamente soluble. Este
enfoque se conoce como el enfoque de "acoplamiento a". La disolucion completa del poli(éster) funcional final y la
PEG-lys-urea-glu en un disolvente comun es critica para obtener un alto rendimiento del copolimero de bloque
funcional de poli(éster)-PEG-TA deseado.

PS-Resina 5 um

N
s Ny _SH )]\
\lr \( PS-Resina 5 um/\N N
=
Trimercaptotriazida Y

Guanidina

0
PS-Resina 5 um SH PS-Resina 5 um/\NH NH/\/\CHs

Tiol Urea

Recuperacion de PLA-PEG-lys-urea-glu
De la resina de TMT > 90 % p

S
PS-Resina 5 um/\NHJJ\NH/\CHE‘

Tiourea

Esquema 8. Estructuras quimicas de resinas de depuracion de paladio disponibles comercialmente; funcionalidad
preferida para la eliminacion de paladio de PLA-PEG-lys-urea-glu es trimercaptotriazida (TMT)

El PEG-lys-urea-glu se acopla de manera covalente a un poli(éster) funcional final usando quimicas que proceden
sin reacciones secundarias con los restos de acido carboxilico de lys-urea-glu. Por ejemplo, un acido a-azido-w-
carboxilico puede conjugarse con el resto amino de la lys-urea-glu mediante su reaccion con el extremo carboxi de
dicho PEG.

El PEG funcional del agente de direccionamiento, el a-azido-w- (lys-urea-glu) polietilenglicol puede prepararse
mediante sintesis de un precursor heterobifuncional tal como a-azido-w-carboxi polietilenglicol (N3-PEG-CO2H) a
partir de materiales de partida comercialmente disponibles tales como a-amino-w-carboxi-poli(etilenglicol) y, por
ejemplo, isotiocianato de 4-azidofenilo, O-(2-azidoetil)-O-[2-diglicolil-amino)etillheptaetilenglicol o azida-PEG4-NHS
usando metodologias de conjugacion estandar (esquema 9). A continuacidon, se hace reaccionar el polimero
heterobifuncional, N3-PEG-COH, con la funcionalidad amina de lys-urea-glu en condiciones acuosas utilizando los
procedimientos ilustrados en el esquema 10.
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NCS

1. Diclorometano, 6 horas, temperatura ambiente

H N/\/\O’é\//a)\/(CHzl‘/O
2 \ y :

114 OH + 2. Precipitar en éter/hexano (70/30)

3. Secar al vacio a temperatura ambiente durante 48 horas

P

H,N - PEG - CO,H N

o) lo]
(CH2)4
NH/\/\‘ON 4\/ \I/

OH
N3 N, - PEG - COH
] (0]
o 0 ’
HQN/\/\O’Q\/ )Tﬁ(cw‘ a N3~ ,(/\\/OWO\N
OH : 3
O
H)N - PEG - COH N, - PEG4 - NHS ©

1. Diclorometano, 6 horas, temperatura ambiente
2. Precipitar en éter/hexano (70/30)
3. Secar al vacio a temperatura ambiente durante 48 horas

o}
I 0 Q
o] {CH2)4
NS/\/ &//\\0 NH ON:M\/ \K
3

OH
N, - PEG - CO,H

Esquema 9. Sintesis de N,-PEG-CO,H de materiales de partida disponibles comercialmente usando técnicas
quimicas convencionales

Como alternativa, N3-PEG-NHS puede prepararse mediante la activacion del extremo carboxi de N3-PEG-CO2H en

5 condiciones de disolvente organico anhidro, tal como en diclorometano usando etildimetilaminopropilcarbodiimida
(EDC) soluble organica, N-hidroxisuccinimida (NHS) y diisopropiletilamina (DIEA) y, posteriormente, se purifica
mediante precipitacion en éter/hexano anhidro (70/30). A continuacion, el polimero activado (N3-PEG-NHS) se
recupera por filtracion y se seca al vacio y se almacena en un ambiente seco en nitrégeno seco (1 ppm de agua en
caja de guantes durante 48 horas) antes del almacenamiento a -20 °C. A continuacion se prepara N3-PEG-NHS

10 mediante este procedimiento para preparar N3-PEG-lys-urea-glu como se indica en las etapas 6 a 10 del esquema
10.
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1. Tampoén MES, Ph= 4,7, 20 equivalentes de EDC.HCl/sulfo-NHS
2. 1 hora a temperatura ambiente en agitacion

3. 2-mercaptoetanol, 1 equivalente con respecto a EDC-HCI

4. 5-10 minutos a temperatura ambiente en agitacion

5. Purificar a partir de impurezas de molécula pequeiia

a) Concentrado 50 x mediante filtracion centrifuga a 4 °C; 4000 g
60 minutos

b) Reconstituir en agua DI

¢) Usar esta solucion (A) de N2-PEG-NHS (4°C) en la ctapa 8

en 30 minutos de preparacion

N,-PEG-CO,H e N,-PEG-lys-urea-glu
6. Disolver lys-urea-glue (10 equivalente frente a N>-PEG-NHS
en tampon bicarbonato, pH= 9,7
7. Ajustar el pH A 7.4 vsando hidréxido sodico 0,1N (solucion B)
8. Afiadir la solucion A a la solucion B gota a gota y agitar
a temperatura ambiente durante 6 horas
9. Purificar a partir de exceso de lys-urea-glu en la etapa 5(a) (solucion C)

10. Liofilizar la solucién C para recuperar N>-PEG-lys-urea-glu

Esquema 10. Sintesis de No-PEG-lys-urea-glu en condiciones acuosas a partir de N,-PEG-CO.H usando ajuste de
pH para maximizar el rendimiento del producto deseado

Tal como se ha afirmado anteriormente, esta aplicacién también describe el acoplamiento covalente de 3-PEG-lys-
urea-glu a un poli(éster) funcional final que tiene un resto alquino en su extremo o-terminal y un extremo hidroxi en
su extremo w usando técnicas quimicas "clic" bien establecidas, tal como el uso de un catalizador de sulfato de
cobre en condiciones de disolvente organico, por ejemplo en dimetilformamida (DMF) (esquema 11). Esta
metodologia de quimica "clic" es particularmente util, ya que las funcionalidades de acido carboxilico de lys-urea-glu
no son reactivas hacia la funcionalidad alquino del poli(éster). Tal quimica ortogonal descarta posibles reacciones
secundarias y permite el uso de largos tiempos de reaccién entre el poli(éster)-alquino y N3-PEG-lys-urea-glu.
Ademas, a diferencia de la quimica de amidacion que usa poli(éster)-NHS, la quimica de "clic" no es sensible a la
humedad, por lo que la necesidad de condiciones anhidras no es crucial para garantizar un grado aceptable de
conjugacion covalente que proporcione > 80 % de funcionalizacion final.
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1. Lactida, 2-etilhexanoato de estafio (II) G CH,
c 16 ha130°C 1)
HC=—, - /\
OH 2. Disolver en diclorometano HC{/ 07\ X COH
CH, O

3. Precipitar a temperatura ambiente
en mezcla de éter dimetilico/hexano
(70/30) Alquino-PLA; X= 10 a 400 unidades

0}\/(CH 4 1. Bromuro de cobre (I)
NH//\/\O ) \(O en dimetilformamida (DMF)
y

NH

2.60°C, 18 h
N3
‘ HO ipi
Na-PEG-lys-urea-glu; y= 20 a 230 unidades 3. Precipitar en metanol
C[4. Recuperar el producto mediante
o NH filtracion, seguido de secado al vacio
0 Y a temperatura ambiente
)—\\/m. NH
HO o
CH, 0 s Y
o} 0 {CH2)a o
HO ' )(() — N NH/\//\O \f
O  CHy Nz Y NH

HC
PLA-PEG-lys-urea-ghu;

X= 10 a 400 unidades o
Y= 20 a 30 unidades

Esquema 11. Sintesis de PLA-PEG-lys-urea-glu mediante conjugacién covalente de N,-PEG-lys-urea-glu a alguino-
PLA en dimetilformamtida usando catalizador de bromuro de cobre (1) a 60 °C

El enfoque de "polimerizacién a partir de" del esquema 6 y 7 tiene las siguientes ventajas:

10
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25

1. El uso de HO-PEG-TA(PRO) en la polimerizacion de apertura de anillo garantiza la ausencia de reactividad
cruzada entre los grupos funcionales del catalizador o monémero de polimerizacion de AD, evitando asi la
pérdida de control sobre la polimerizacion y los subproductos contaminantes.

2. La ausencia de reacciones secundarias permite un excelente control del peso molecular y la composicién del
poli(éster)-PEG-TA (PRO)

3. El ajuste de la composicién de la alimentacion de monémero y la relacion molar entre el iniciador y el
monomero permite la sintesis del bloque de poli(éster) de una amplia gama de composiciones y pesos
moleculares deseados. La relacion entre el PEG y el poli(éster) también se puede variar con facilidad.

4. El PLA-PEG-TA (PRO) es soluble en los disolventes organicos deuterados habituales que se utilizan para la
espectroscopia de RMN, tal como cloroformo-d, DMSO-d6), DMF-d7 o THF-d4. Esto permite el analisis de RMN
de poli(éster)-PEG-TA (PRO), proporcionando informacion cuantitativa con respecto a las caracteristicas
cruciales del polimero, tal como la extensién del grupo final TA(PRO) en poli(éster)-PEG-TA (PRO), asi como el
peso molecular promedio en numero absoluto (M,). Siempre que la masa molar relativa (determinada, por
ejemplo, mediante cromatografia de exclusion por tamafio o viscosidad inherente) de poli(éster)-PEG-TA sea
equivalente a la de su precursor protegido (poli(éster)-PEG-TA (PRO)), el M, absoluto de poli(éster)-PEG-
TA(PRO) (determinado mediante espectroscopia de RMN) puede considerarse igual a la de su precursor. Esto
permite una determinacién precisa

de la caracteristica del polimero.

5. La determinacion precisa de la caracteristica poli(éster)-PEG-TA, tal como su M, absoluto y el grado de
funcionalizacion del grupo terminal AD es crucial para controlar las propiedades de direccionamiento de las
nanoparticulas hechas de poli(éster)-PEG-TA. Dichas nanoparticulas se preparan mezclando cantidades
conocidas de este polimero funcional (poli(éster)-PEG-TA) con polimero no funcional (poli(éster)-PEG) para
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controlar el grado del agente de direccionamiento dentro de la nanoparticula terapéutica.
El enfoque de "polimerizacién a partir de" del esquema 6 y 7 tiene los siguientes defectos:

1. Requiere que los grupos funcionales del AD estén protegidos. Esto puede requerir el uso de materiales de
partida costosos y/o dificiles de obtener cuando el AD se basa en 2 o mas residuos de aminoacidos o acidos
nucleicos que contienen restos de la cadena lateral que pueden interferir con la polimerizaciéon de apertura del
anillo.

2. Se necesita la eliminacion de los grupos protectores de TA (PRO) para producir el poli(éster)-PEG-TA
deseado. La reaccion de desproteccion puede requerir el uso de un catalizador de metal pesado que debe
eliminarse del producto final. Esto agrega una etapa de purificacion al proceso que, en algunos casos, puede ser
dificil de lograr con suficiente eficacia para proporcionar un material polimérico de pureza farmacéuticamente
aceptable.

El enfoque de "acoplamiento a" (que no es parte de la invencion) tiene las siguientes ventajas:

1. No requiere analogos protegidos potencialmente costosos del agente de direccionamiento (TA (PRO))
2. No requiere la desproteccion del TA (PRO) para obtener el polimero de poli(éster)-PEG-TA deseado, evitando
de ese modo los inconvenientes asociados descritos anteriormente.

El enfoque de "acoplamiento a" tiene las siguientes deficiencias:

1. Se basa en el acoplamiento de poli(ésteres) funcionales finales prefabricados a PEG-TA, por lo que el control
sobre la composicion y el peso molecular del poli(éster) requiere la sintesis de poli(ésteres) de varias
propiedades deseadas antes de la reaccion de acoplamiento.

2. El acoplamiento de entidades macromoleculares, tales como un poli(éster) funcional final y PEG-TA es lento
debido a la escasa difusion caracteristica de los polimeros y requiere largos tiempos de reaccion a altas
concentraciones de reactivos para asegurar eficiencias de acoplamiento aceptables (> 80 %).

3. El procedimiento produce poli(éster)-PEG-TA. Los copolimeros dibloque que tienen AD como un grupo final
son dificiles de analizar mediante espectroscopia de RMN debido a las diferencias en las caracteristicas de
solubilidad del polimero de poli(éster)-PEG y el AD. Por lo tanto, el analisis cuantitativo de la funcionalidad del
grupo final y el M, absoluto es dificil usar procedimientos convencionales, tales como espectroscopia de RMN.

En vista de las ventajas y deficiencias de los enfoques de "polimerizacion a partir de" y "acoplamiento a", este ultimo
se prefiere sobre el primero solamente cuando el TA (PRO) es costoso y/o dificil de obtener o las condiciones de
desproteccion son dificiles o contaminar de forma irreversible el producto polimérico final. En caso contrario, se
prefiere el enfoque de "polimerizacion a partir de" debido al facil acceso a una gran variedad de arquitecturas y
composiciones de polimeros, asi como la facilidad de la caracterizacion analitica del poli(éster)-PEG-TA (PRO) v,
por lo tanto, del producto final (poli(éster)-PEG-TA) en casos en los que la equivalencia de la arquitectura del
polimero puede establecerse mediante otros procedimientos analiticos no absolutos pero fiables.

El autoensamblaje de los copolimeros dibloque de poli(éster)-PEG-X en un medio acuoso produce nanoparticulas
que comprenden un nucleo hidréfobo y una corona hidréfila de poli(etilenglicol) (exterior). El ntcleo hidrofébico porta
el agente bioactivo/terapéutico, mientras que la corona hidréfila presenta el agente de direccionamiento en la
superficie de la nanoparticula y permite que las nanoparticulas se unan selectivamente a los sitios diana (por
ejemplo, tejido enfermo) a través de la interaccion del agente de direccionamiento con un agente correspondiente
expresado en el sitio de destino.

Estructuras quimicas de las abreviaturas utilizadas:
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EDC CHs HO

DS SN2

CHy

DIEA Catalizador de Pd

RESTOS BIOACTIVOS / AGENTES TERAPEUTICOS

Como se ha analizado anteriormente, los agentes terapéuticos (restos bioactivos) pueden incorporarse en el nucleo
de las nanoparticulas hidréfobas en un medio acuoso o en disolventes organicos y las nanoparticulas pueden
purificarse posteriormente. Agentes bioactivos (agentes terapéuticos) incluyen, sin limitaciones, agentes terapéuticos
(por ejemplo, agentes anticancerosos), agentes de diagndstico (por ejemplo, agentes de contraste; radionucleidos; y
restos fluorescentes, luminiscentes y magnéticos), agentes profilacticos (por ejemplo, vacunas), y/o agentes
nutracéuticos (por ejemplo, vitaminas, minerales, etc.). Como se trata en el presente documento, los agentes
bioactivos se pueden administrar a un individuo como se divulga en el presente documento. Los ejemplos de
agentes terapéuticos que se administraran de acuerdo con la presente invencion incluyen, aunque sin limitaciones,
moléculas pequefas (por ejemplo, agentes citotoxicos), acidos nucleicos (por ejemplo, agentes de ARNip, ARNi y
microARN), proteinas (por ejemplo, anticuerpos, péptidos, lipidos, carbohidratos, hormonas, metales, elementos y
compuestos radiactivos, farmacos, vacunas, agentes inmunoldgicos, etc. y/o combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, el agente a administrar es un agente util en el tratamiento del cancer (por ejemplo, cancer de
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prostata).

Algunos ejemplos de agentes terapéuticos que pueden administrarse dentro de las nanoparticulas producidas de
acuerdo con los procedimientos desvelados incluyen, pero sin limitacion, agentes tales como penicilinas,
aminopenicilinas, penicilinas junto con inhibidor de penicilinasa y/o agentes antifingicos), cefalosporinas,
cefamicinas y carbapenémicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrdlidos y aminoglucdsidos. Ejemplos especificos
incluyen, aunque sin limitaciones, eritromicina, bacitracina cinc, polimixina, sulfatos de polimixina B, neomicina,
gentamicina, tobramicina, gramicidina, ciprofloxacino, trimetoprima, ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino,
moxifloxacino, norfloxacino, sulfacetamida de sodio, cloranfenicol, tetraciclina, azitromicina, claritromicina, sulfato de
trimetoprima y bacitracina.

Todavia otros ejemplos de agentes terapéuticos adecuados para su inclusiéon dentro de las nanoparticulas
desveladas son agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y esteroideos (generalmente denominados agentes
antiinflamatorios (que incluyen tanto inhibidores de COX-1 como COX-2)). Los ejemplos incluyen, aunque sin
limitaciones, corticoesteroides, medrisona, prednisolona, acetato de prednisolona, fosfato sddico de prednisolona,
fluormetolona, dexametasona, fosfato sédico de dexametasona, betametasona, fluorometasona, antazolina, acetato
de fluorometolona, rimexolona, etabonato de loteprednol, diclofenaco (diclofenaco sédico), ketorolaco, ketorolaco
trometamina, hidrocortisona, bromfenaco, flurbiprofeno, antazolina y xilometazolina.

Otros agentes terapéuticos que se pueden incorporar en las nanoparticulas como se desvelan en el presente
documento incluyen antihistaminicos, estabilizadores de mastocitos y otros agentes antialérgicos. Los ejemplos
incluyen, aunque sin limitaciones, cromolino sédico, lodoxamida trometamina, olopatadina HCI, nedocromilo sédico,
fumarato de ketotifeno, levocabastina HCL, azelastina HCL, pemirolast (pemirolast de potasio), epinastina HCL,
nafazolina HCL, emedastina, antazolina, feniramina, cromoglicato soédico, acido N-acetil-aspartilgutamico y
amlexanox.

Otros ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos potencialmente adecuados para la incorporacion en
nanoparticulas incluyen agentes anticancerosos tales como 5-fluorouracilo (5-FU), CPT-11, 10-hidroxi-7-
etilcamptotecina (SN38), S-I capecitabina, ftorafur, 5-desoxiflurouridina, UFT, eniluracilo, desoxicitidina, 5-
azacitosina, 5-azadesoxicitosina, alopurinol, 2-cloroadenosina, aminopterina, metileno-10-deazaaminopterina
(MDAM), oxaplatino, picoplatino, tetraplatino, satraplatino, platino-DACH, ormaplatino, CI-973, JM-216, y analogos
de los mismos, 9-aminocamptotecina, 10,11-metilendioxicamptotecina, karenitecina, 9-nitrocamptotecina, TAS 103,
mostaza de L-fenilalanina, ifosfamida mefosfamida, trofosfamida carmustina, epotilonas A-E, tomudex, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, karenitecina, aciclovir, valaciclovir, ganciclovir, amantadina, rimantadina, lamivudina,
zidovudina, bevacizumab, trastuzumab, rituximab, 20-epi-1a, 25 dihidroxivitamina D3, 4-ipomeanol, 5-etiniluracilo, 9-
dihidrotaxol, abiraterona, acivicina, aclarubicina, clorhidrato de acodazol, acronina, acilfilveno, adecipenol,
adozelesina, aldesleucina, todos los antagonistas de tk, altretamina, ambamustina, ambomicina, acetato de
ametantrona, amidox, amifostina, aminoglutetimida, acido aminolevulinico, amrubicina, amsacrina, anagrelida,
anastrozol, andrografolida, inhibidores de la angiogénesis, antagonista D, antagonista G, antarelix, antramicina, anti-
proteina morfogenética dorsalizante 1, antiestrogenos, antineoplastén, oligonucleétidos antisentido, glicinato de
afidicolina, moduladores de genes de apoptosis, reguladores de la apoptosis, acido apurinico, ARA-CDP-DL-PTBA,
arginina desaminasa, asparaginasa, asperlina, asulacrina, atamestano, atrimustina, axinastatina 1, axinastatina 2,
axinastatina 3, azacitidina, azasetron, azatoxina, azatirosina, azetepa, azotomicina, derivados de bacatina lIl,
balanol, batimastat, benzoclorinas, benzodepa, benzoilestaurosporina, derivados de beta-lactama, beta-aletina,
betaclamicina B, acido betulinico, inhibidor de BFGF, bicalutamida, bisantreno, bisantreno hidrocloruro,
bisazuidinilespermina, bisnafida, dimesilato de bisnafida, bistrateno A, bizelesina, bleomicina, sulfato de bleomicina,
antagonistas de BRC/ABL, breflato, brequinar sodico, bropirimina, budotitano, busulfan, butionina sulfoximina,
cactinomicina, calcipotriol, calfostina C, calusterona, derivados de camptotecina, IL-2 de viruela del canario,
capecitabina, caraceraida, carbetimer, carboplatino, carboxamida-amino-triazol, carboxiamidotriazol, carest M3,
carmustina, earn 700, inhibidor derivado de cartilago, clorhidrato de carubicina, carzelesina, inhibidores de caseina
cinasa, castanosperrnina, cecropina B, cedefingol, cetrorelix, clorambucilo, clorinas, cloroquinoxalina sulfonamida,
cicaprost, cirolemicina, cisplatino, cisporfirina, cladribina, analogos de clomifeno, clotrimazol, colismicina A,
colismicina B, combretastatina A4, analogo de combretastatina, conagenina, crambescidina 816, crisnatol, mesilato
de crisnatol, criptoficina 8, derivados de criptoficina A, curacina A, ciclopentantraquinonas, ciclofosfamida,
cicloplatam, cipemicina, citarabina, ocfosfato de citarabina, factor citolitico, citostatina, dacarbazina, dacliximab,
dactinomicina, clorhidrato de daunorubicina, decitabina, dehidrodidemnina B, deslorelina, dexifosfamida,
dexormaplatino, dexrazoxano, dexverapamilo, dezaguanina, mesilato de dezaguanina, diazicuona, didemnina B,
didox, dietilhiorespermina, dihidro-5-azacitidina, dioxamicina, difenil espiromustina, docetaxel, docosanol, dolasetrén,
doxifluridina, doxorrubicina, clorhidrato de doxorubicina, droloxifeno, citrato de droloxifeno, propionato de
dromostanolona, dronabinol, duazomicina, duocanicina SA, ebseleno, ecomustina, edatrexato, edelfosina,
edrecolomab, eflomitina, clorhidrato de eflomitina, elemeno, elsarnitrucina, emitefur, enloplatino, enpromato,
epipropidina, epirrubicina, epirrubicina hidrocloruro, epristerida, erbulozol, sistema vector de terapia génica de
eritrocitos, clorhidrato de esorubicina, estramustina, analogo de estramustina, fosfato sédico de estramustina,
agonistas de estrogenos, antagonistas de estrogenos, etanidazol, etopdsido, fosfato de etopdsido, etoprina,
exemestano, fadrozol, clorhidrato de fadrozol, fazarabina, fenretinida, filgrastim, finasterida, flavopiridol, flezelastina,
floxuridina, fluasterona, fludarabina, fosfato de fludarabina, fluorodaunorunicina hidrocloruro, fluorouracilo,
flurocitabina, forfenimex, formestano, fosquidona, fostriecina, fostriecina sddica, fotemustina, texafirina de gadolinio,
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nitrato de galio, galocitabina, ganirelix, inhibidores de gelatinasa, gemcitabina, clorhidrato de gemcitabina, inhibidores
de glutation, hepsulfam, herregulina, bisacetamida de hexametileno, hidroxiurea, hipericina, acido ibandrénico,
idarrubicina, clorhidrato de idarrubicina, idoxifeno, idramantona, ifosfamida, ihnofosina, ilomastat, imidazoacridonas,
imiquimod, péptidos inmunoestimulantes, inhibidor del receptor del factor de crecimiento de tipo insulina 1, agonistas
de interferdn, interferon alfa-2A, interferén alfa-2B, interferén alfa-N1, interferon alfa-N3, interferén beta-lA, interferén
gamma-IB, interferones, interleucinas, iobenguano, yododoxorrubicina, iproplatm, irinotecan, clorhidrato de
irinotecan, iroplact, irsogladina, isobengazol, isohomohalicondrina B, itasetrén, jasplaquinolida, kahalalida F,
triacetato de lamelarina-N, lanreotida, acetato de lanreotida, leinamicina, lenograstim, sulfato de lentinan,
leptolstatina, letrozol, factor inhibidor de leucemia, interferon alfa de leucocitos, acetato de leuprolida,
leuprolida/estrégeno/progesterona, leuprorelina, levamisol, liarozol, clorhidrato de liarozol, analogo de poliamina
lineal, péptido de disacarido lipdfilo, compuestos de platino lipdfilos, lissoclinamida, lobaplatino, lombricina,
lometrexol, lometrexol sdédico, lomustina, lonidamina, losoxantrona, clorhidrato de losoxantrona, lovastatina,
loxoribina, lurtotecan, texafirina lisofilina de lutecio, péptidos liticos, maitansina, manostatina A, marimastat,
masoprocol, maspina, inhibidores de matrilisina, inhibidores de metaloproteinasa de matriz, maitansina,
mecloretamina hidrocloruro, acetato de megestrol, acetato de melengestrol, melfalano, menogaril, merbarona,
mercaptopurina, meterelina, metioninasa, metotrexato, metotrexato sédico, metoclopramida, metoprina, meturedepa,
inhibidores de proteina quinasa C de microalgas, inhibidor de MIF, mifepristona, miltefosina, mirimostim, ARN
bicatenario desemparejado, mitindomida, mitocarcina, mitocromina, mitogilina, mitoguazona, mitolactol, mitomalcina,
mitomicina, analogos de mitomicina, mitonafida, mitosper, mitotano, mitotoxina factor de crecimiento de fibroblastos-
saporina, mitoxantrona, mitoxantrona clorhidrato, mofarotena, molgramostim, anticuerpo monoclonal, gonadotropina
coriénica humana, lipido A de monofosforilo/SK de la pared celular de Mycobacterium, mopidamol, inhibidor del gen
de resistencia a multiples farmacos, terapia a base de supresor de multiples tumores-1, agente anticancer de
mostaza, micaperéxido B, extracto de pared celular micobacteriana, acido micofendlico, miriaporona, n-acetildinalina,
nafarelina, nagrestip, naloxona/pentazocina, napavina, nafterpina, nartograstim, nedaplatino, nemorrubicina, acido
neidrénico, endopeptidasa neutra, nilutamida, nisamicina, moduladores del 6xido nitrico, antioxidante de nitréxido,
nitrulina, nocodazol, nogalamicina, benzamidas n-sustituidas, 06-bencilguanina, octreotida, okicenona,
oligonucledtidos, onapristona, ondansetron, oracina, inductor de citocinas oral, ormaplatino, osaterona, oxaliplatino,
oxaunomicina, oxisuran, paclitaxel, analogos de paclitaxel, derivados de paclitaxel, palauamina, palmitoil- rizoxina,
acido pamidrénico, panaxitriol, panomifeno, parabactina, pazeliptina, pegaspargasa, peldesina, peliomicina, pen-
tamustina, polisulfato sédico de pentosano, pentostatina, pentrozol, sulfato de peplomicina, perflubron, perfosfamida,
alcohol perililico, fenazinomicina, fenilacetato, inhibidores de fosfatasa, picibanilo, pilocarpina hidrocloruro,
pipobromano, piposulfan, pirarrubicina, piritrexim, clorhidrato de piroxantrona, placetina A, placetina B, inhibidor de
activador de plasmindgeno, complejo de platino, compuestos de platino, complejo de platino-triamina, plicamicina,
plomestano, porfimer sédico, porfiromicina, prednimustina, clorhidrato de procarbazina, propil bis-acridona,
prostaglandina J2, antiandrogeno de carcinoma prostatico, inhibidores del proteosoma, inmunomodulador basado en
proteina A, inhibidor de proteina cinasa C, inhibidores de proteina tirosina fosfatasa, inhibidores de fosforilasa de
nucledsidos de purina, puromicina, puromicina hidrocloruro, purpurinas, pirazorurina, pira- zoloacridina, conjugado
de hemoglobina piridoxilada-polioxietileno, antagonistas de RAF, raltitrexed, ramosetrén, inhibidores de la RAS
farnesil proteina transferasa, inhibidor de RAS, inhibidor de RAS-GAP, reteliptina desmetilada, etidronato de renio
Re 186, rizoxina, riboprina, ribozimas, RFI retinarnida, iARN, rogletimida, rohitucina, romurtida, roquinimex,
rubiginona B1, ruboxil, safingol, safingol clorhidrato, saintopina, SarCNU, sarcofitol A, sargramostim, miméticos de
SDI1, semustina, inhibidor 1 derivado de senescencia, oligonucledtidos sentido, inhibidores de la transduccion de
sefiales, moduladores de la transduccion de sefiales, simtrazeno, proteina de unién a antigeno de cadena sencilla,
sizofiran, sobuzoxano, borocaptato sddico, fenilacetato sédico, solverol, proteina de unién a somatomedina,
sonermina, esparfosafo sodico, acido esparfésico, esparsomicina, espicamicina D, espiro- germanio hidrocloruro,
espiromustina, espiroplatino, esplenopentina, espongistatina 1, escualamina, inhibidor de células madre, inhibidores
de la division de las células madre, estipiamida, estreptonigrina, estreptozocina, inhibidores de estromelisina,
sulfinosina, sulofenur, antagonista del péptido intestinal vasoactivo superactivo, suradista, suramina, swainsonina,
glucosaminoglucanos sintéticos, talisomicina, talimustina, metyoduro de tamoxifeno, tauromustina, tazaroteno,
tecogalan sodico, tegafur, telurapirilio, inhibidores de telomerasa, clorhidrato de teloxantrona, temoporfina,
temozolomida, tenipdsido, teroxirona, testolactona, tetraclorode- caoxida, tetrazomina, taliblastina, talidomida,
tiamiprina, tiocoralina, tioguanina, tiotepa, trombopoyetina, mimético de trombopoyetina, timafalsina, agonista del
receptor de timopoyetina, timotrinano, hormona estimulante tiroidea, tiazofurina, etil etiopurina de estafio,
tirapazamina, diclorhidrato de titanoceno, clorhidrato de topotecan, topsentina, toremifeno, citrato de toremifeno,
factor de células madre totipotentes, inhibidores de la traduccién, acetato de trestolona, tretinoina, triacetiluridina,
triciribina, fosfato de triciribina, trimetrexato, glucuronato de trimetrexato, triptorelina, tropisetron, clorhidrato de
tubulozol, turosterida, inhibidores de tirosina cinasa, trifostinas, inhibidores de UBC, ubenimex, mostaza de uracilo,
uredepa, factor inhibidor del crecimiento derivado del seno urogenital, antagonistas del receptor de urocinasa,
vapreotida, variolina B, velaresol, veramina, verdinas, verteporfina, sulfato de vinblastina, sulfato de vincristina,
vindesina, sulfato de vindesina, sulfato de vinepidina, sulfato de vinglicinato, sulfato de vinleurosina, vinorelbina,
sulfato de vinorelbina, sulfato de vinrosidina, vinxaltina, sulfato de vinzolidina, vitaxina, vorozol, zanoterona,
zeniplatino, zilascorb, zinostatina, zinostatina stimalamer o zorubicina hidrocloruro y combinaciones de los mismos.

En una realizacion, las nanoparticulas de la presente invencion pueden contener ARNip como agente terapéutico.
Preferentemente, la molécula de ARNip tiene una longitud de aproximadamente 10-50 o mas nucleétidos. Mas
preferentemente, la molécula de ARNip tiene una longitud de aproximadamente 15-45 nucleétidos. Incluso mas
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preferentemente, la molécula de ARNip tiene una longitud de aproximadamente 19-40 nucledtidos. Incluso mas
preferentemente, la molécula de ARNip tiene una longitud de aproximadamente 21-23 nucleétidos. EI ARNip de la
invencion media, preferentemente, en el ARNi contra un ARNm diana. La molécula de ARNip puede disefarse de
modo que cada resto sea complementario a un resto en la molécula diana. Como alternativa, pueden realizarse una
0 mas sustituciones dentro de la molécula para aumentar la estabilidad y/o aumentar la actividad de procesamiento
de dicha molécula. Las sustituciones pueden realizarse dentro de la cadena o pueden realizarse en restos en los
extremos de la cadena.

Las moléculas de ARNip usadas como agentes terapéuticos en las nanoparticulas divulgadas se pueden modificar
para mejorar la estabilidad, ya sea in vivo o in vitro. Para aumentar la estabilidad, los residuos 3' pueden
estabilizarse frente a la degradacion, por ejemplo, pueden seleccionarse de modo que consistan en nucledtidos de
purina, particularmente nucleétidos de adenosina o guanosina. Como alternativa, la sustitucion de nucleétidos de
pirimidina por analogos modificados, por ejemplo, la sustitucion de uridina por 2'-desoxitimidina se tolera y no afecta
a la eficacia de la interferencia del ARN. Por ejemplo, la ausencia de un 2'-hidroxilo puede aumentar
significativamente la resistencia a la nucleasa de los ARNsi.

Las herramientas de disefio y kits disponibles en el mercado, tales como las disponibles en Ambion, Inc. (Austin, TX)
y el Whitehead Institute of Biomedical Research en el MIT (Cambridge, MA), permiten el disefio y la produccion de
ARNSsi. A modo de ejemplo, una secuencia de ARNm deseada puede introducirse en un programa de secuencias
que generara secuencias de cadena diana con sentido y antisentido. Estas secuencias pueden introducirse después
en un programa que determine los moldes de oligonucleodtidos de ARNip sentido y antisentido. Los programas
también pueden usarse para afadir, por gjemplo, insertos de tipo horquilla o secuencias de cebadores de promotor
T1. También pueden emplearse después kits para construir casetes de expresion de ARNSsi.

En diversas realizaciones, los ARNip se sintetizan in vivo, in situ, e in vitro. La ARN polimerasa enddgena de la
célula puede mediar la transcripcion in vivo o in situ, o puede usarse ARN polimerasa clonada para la transcripcién in
vivo o in vitro. Para la transcripcion de un transgen in vivo o una construccion de expresion, una region reguladora
(por ejemplo, promotor, potenciador, silenciador, donador y aceptor de corte y empalme, poliadenilacion) para
transcribir los ARNSsi. La inhibiciéon puede dirigirse por transcripcion especifica en un érgano, tejido o tipo celular; la
estimulacion de una condicion ambiental (por ejemplo, infeccidn, estrés, temperatura, inductores quimicos); y/o
transcripcion por ingenieria genética en una fase o edad del desarrollo. Un organismo transgénico que expresa
ARNip a partir de una construcciéon recombinante puede producirse mediante la introduccién de la construccion en
un cigoto, una célula madre embrionaria, u otra célula multipotente derivada del organismo apropiado.

En una realizacion, las moléculas de ARNip estan dirigidas al ARNm que codifica al menos una proteina celular (por
ejemplo, una proteina nuclear, citoplasmatica, transmembrana o asociada a membrana). En otra realizacion, las
moléculas de ARNip estan dirigidas al ARNm que codifica una o mas proteinas extracelulares (por ejemplo, una
proteina de la matriz extracelular o proteina secretada). Por lo tanto, un ARNm diana puede codificar proteinas del
desarrollo (por ejemplo, moléculas de adhesion, inhibidores de ciclina cinasa, miembros de la familia Wnt, miembros
de la familia Pax, miembros de la familia de hélice alada, miembros de la familia Hox, citocinas/linfocinas y sus
receptores, factores de crecimiento/diferenciacion y sus receptores, neurotransmisores y sus receptores); proteinas
codificadas por oncogenes (por ejemplo, ABLI, BCLI, BCL2, BCL6, CBFA2. CBL, CSFIR, ERBA, ERBB, EBRB2,
ERBB2, ERBB3, ETSI, ETSI, ETV6, FGR, FOS, FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN, MDM2, MLL, MYB,
MYC, MYCLI, MYCN, NRAS, PIM 1, PML, RET, SRC, TALI, TCL3 y YES); proteinas supresoras de tumores (por
ejemplo, APC, BRCA1, BRCA2, MADH4, MCC, NF1, NF2, RB 1, TP53 o WTI); y enzimas (por ejemplo, ACC
sintasas y oxidasas, ACP desaturasas e hidroxilasas, ADP glucosa piroforilasas, acetilasas y desacetilasas,
ATPasas, alcohol deshidrogenasas, amilasas, amiloglucosidasas, catalasas, celulasas, chalcona sintasas,
quitinasas, ciclooxigenasas, descarboxilasas, dextrinasas, ADN y ARN polimerasas, galactosidasas, glucanasas,
glucosa oxidasas, sintasas de almidon unidas a granulos, GTPasas, helicasas, hemicelulasas, integrasas,
inulinasas, invertasas, isomerasas, cinasas, lactasas, lipasas, lipooxigenasas, lisozimas, nopalina sintasas, octopina
sintasas, pectinoesterasas, peroxidasas, fosfatasas, fosfolipasas, fosforilasas, fitasas, sintasas del regulador del
crecimiento de plantas, poligalacturonasas, proteinasas y peptidasas, pulanasas, recombinasas, transcriptasas
inversas, RUBISCO, topoisomerases o xilanasas). El ARNm diana también puede codificar proteinas implicadas en
el crecimiento de tumores (incluyendo la vascularizacién) o en la actividad o potencial metastasico (por ejemplo,
receptores de superficie celular y sus ligandos). EI ARNm diana también puede codificar una o mas proteinas
secretadas, proteina reguladora del ciclo celular, proteina reguladora génica, proteina reguladora de la apoptosis o
proteinas implicadas en la respuesta inmune, inflamacion, cascada del complemento o sistemas de coagulacion.
Ejemplos adicionales del ARNm diana contra los que pueden disefiarse construcciones de ARNip incluyen c-myc, c-
myb, mdm2, PKA-I (proteina cinasa A tipo 1), Ras, c-Raf cinasa, CDC25 fosfatasas, ciclinas, cinasas dependientes
de ciclina (cdks), telomerasa, PDGF/sis y mos. El ARNip también se puede utilizar para atacar el ARNm codificado
por un gen de fusidon que resulta de la translocacién cromosémica, por ejemplo, el oncogén de fusion Bcr/Abl. El
ARNip también puede ser dirigido contra ARNm que codifica proteinas tales como las cinasas dependientes de
ciclina, antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), factor beta transformante de crecimiento (TGF-beta),
factor nuclear kappa B (NF-kB), E2F, HER-2/neu, PKA, TGF-alfa, EGFR, TGF- beta, IGFIR, P12, MDM2, VEGF,
MDR, transferrina, ferritina, receptor de ferritina, receptor de transferrina, IRE, C-fos, HSP27, metalotioneina.
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AGENTES DE DIRECCIONAMIENTO

Como se ha indicado anteriormente, las nanoparticulas producidas por la presente invencion también pueden
incorporar uno o mas agentes de direccionamiento a través de los restos de PEG funcionalizado. Los agentes de
direccionamiento adecuados incluyen, por ejemplo, anticuerpos y polipéptidos que se unen a polipéptidos que
habitualmente estan sobreexpresados por células tumorales o cancerosas. Los ejemplos no limitantes de tales
polipéptidos son el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptor de somatostatina (SSTR),
receptor del factor de crecimiento insulinico, receptores del acido félico, receptor HER2, receptor de interleucina 13,
receptor peptidico liberador de gastrina, CD30, receptor peptidico intestinal vasoactivo, receptor de gastrina,
antigeno prostatico especifico y/o el receptor de estrogeno.

Otro ejemplo de un agentes de direccionamiento adecuado para el acoplamiento a las nanoparticulas desveladas a
través de PEG funcionalizado son ligandos de molécula pequefia. Tales ligandos de molécula pequefia se pueden
usar para atacar canceres que expresan proteinas diana particulares. Por ejemplo, para tumores o canceres que
expresan antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA) (incluidos, entre otros, cancer de prostata, cancer de
pulmén no microcitico, carcinoma colorrectal y glioblastoma, y tumores sdlidos que expresan PSMA en la
neovasculatura tumoral), se pueden usar ligandos de PSMA. En algunas realizaciones, el ligando de PSMA de bajo
peso molecular tiene las Férmulas |, II, 11l o IV:

CO,H COoH
CO,H
R1 0] 9 ( m 2 R4 0
Ho,c—L I 1-CO-H P COH . coH gl -COaH
4 H H 0 R27 | s n HS \/\’/\/ RN
(OR )p CoH H
I II I v

y enantidmeros, estereoisémeros, rotameros, tautomeros, diasteredmeros o racematos del mismo;

en la que

cada uno de my n es, independientemente, 0, 1,2 0 3;

pes0o1;

R', R, R* y R® son cada uno, independientemente, del grupo que consiste en alquilo sustituido o sin sustituir, (por
ejemplo, alquilo Ci.10, alquilo C46 0 alquilo C4.), arilo sustituido o sin sustituir (por ejemplo, fenilo o piridinilo), y
cualquier combinacion de los mismos; y

R®es H o alquilo C1.6 (por ejemplo, CH).

Para los compuestos de Formulas |, I, lll y IV, R', R2, R* y R® comprenden puntos de union a la nanoparticula dentro
de la porcién de PEG de la nanoparticula. El punto de unién puede formarse por un enlace covalente, enlace iénico,
enlace de hidrégeno, un enlace formado por absorcion incluyendo adsorcién quimica y adsorcion fisica, un enlace
formado a partir de enlaces van der Waals, o fuerzas de dispersion. Por ejemplo, si R', R?, R* o R® se definen como
una anilina o un grupo alquilo C1-s-NH>, cualquier hidrégeno (por ejemplo, un hidrégeno amino) de estos grupos
funcionales se podria eliminar de modo que el ligando PSMA de bajo peso molecular se una covalentemente a la
matriz polimérica (por ejemplo, el bloque PEG de la matriz polimérica) de la nanoparticula. Como se usa en el
presente documento, la expresién "enlace covalente" se refiere a un enlace entre dos atomos que se forma
compartiendo al menos un par de electrones.

En realizaciones particulares de las Formulas 1, I, [ll o IV, R, R?, R* y R% son cada uno, independientemente, alquilo
C1.6 0 fenilo, o cualquier combinacién de alquilo C1.s o fenilo, que estan sustituidos independientemente una o mas
veces con OH, SH, NH,, o CO2H, y en la que el grupo alquilo puede interrumpirse por N(H), S u O. En otra
realizacion, R', R?, R*y R® son cada uno, independientemente, CHx-Ph, (CH2)2-SH, CH2-SH, (CH2).C(H)(NH2)CO2H,
CH2C(H)(NH2)CO2H, CH(NH2)CH2CO2H, (CH2)2C(H)(SH)CO2H, CH2-N(H)-Ph, O-CH2-Ph, u O-(CH3).-Ph, en las que
cada pH puede estar independientemente sustituido una o mas veces con OH, NH;, CO,H o SH. Para estas
férmulas, los grupos NH,, OH o SH sirven como el punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -N(H)-
PEG, -O-PEG, o -S-PEG).

En otra realizacion mas, el ligando de PSMA de bajo peso molecular se selecciona del grupo que consiste en

HO
HZN COQH COZH SH COZH

0 o 0
HO,C COzH HO,C —COzH HO,C rco H
20 Ay 00 o o~ A Ao

HH HH » HH HH , HH HH ’
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CO,H
0 0
P
NH, OH

y enantiémeros, estereoisémeros, rotameros, tautdmeros, diastereémeros, o racematos de los mismos, y en los que
los grupos NHz, OH o SH sirven como el punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -N(H)-PEG, -O-
PEG o -S-PEG).

En otra realizacion, el ligando de PSMA de bajo peso molecular se selecciona del grupo que consiste en

CO,H

R 0O R O COMH R o g COH

/P Ny COH
HOzCﬁ\NJ\N —CO-H HO,C \/c')H COMH | P OH
HH H H ’
y
H clg CO,H

‘\\ e COH

/ 3
y enantiémeros, estereoisémeros, rotameros, tautdmeros, diasteredmeros o racematos del mismo, en la que cada R
se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en NHz, SH, OH, CO2H, alquilo Cys que esta
sustituido con NHz, SH, OH o CO;H, y fenilo que esta sustituido con NHz, SH, OH o0 CO2H, y en el que R sirve como
el punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -N(H)-PEG, -S-PEG, -O-PEG, o CO,-PEG).

En otra realizacion, el ligando de PSMA de bajo peso molecular se selecciona del grupo que consiste en

COZH COQH HO
NH- O N COzH
HO W
HO\H/YU\N\\ COZH ) Nm COZH s I >
O NHp M o COLH
y
NH,
o]
HOzC)\/\I% COzH
OH
CO5H

y enantiémeros, estereoisdmeros, rotameros, tautdmeros, diasteredbmeros o racematos del mismo, en el que los
grupos NH2 o CO2H sirven como el punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -N(H)-PEG, o CO,-
PEG). Estos compuestos pueden estar sustituidos adicionales con NH;, SH, OH, CO.H, alquilo Cis que esta
sustituido con NH;, SH, OH o CO2H, o fenilo que esta sustituido con NHz, SH, OH o COzH, en los que estos grupos
funcionales también pueden servir como el punto de unién covalente a la nanoparticula.

En otra realizacion, el ligando de PSMA de bajo peso molecular es

H2N )
HO,C

Ir=z >

H
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y enantiomeros, estereocisémeros, rotameros, tautdmeros, diasteredmeros o racematos del mismo, en el que n es 1,
2, 3,4, 5 o 6. Para este ligando, el grupo NH» sirve como el punto de union covalente a la nanoparticula (por
ejemplo, -N(H)-PEG).

En otra realizacion mas, el ligando de PSMA de bajo peso molecular es

H,N
HoN 2
? CO.H CO,H
O o
HO,C—. I _L-coxH HO,C CO,H
N7 NTE N
H H H H

H H H

y enantiémeros, estereoisdmeros, rotameros, tautémeros, diasteredmeros, o racemato del mismo. Particularmente,
el compuesto de butil-amina tiene la ventaja de la facilidad de sintesis, especialmente debido a su carencia de un
anillo de benceno. Ademas, sin desear quedar ligado a teoria, el compuesto de butil-amina se degradara
probablemente en moléculas de origen natural (es decir, lisina y acido glutamico), minimizando de este modo las
preocupaciones por la toxicidad.

Para estos ligandos, los grupos NH; sirven como el punto de unién covalente a la nanoparticula (por ejemplo, -N(H)-
PEG). Por consiguiente, la presente invencion proporciona los ligandos de PSMA de bajo peso molecular mostrados
anteriormente, en los que los sustituyentes amina de los compuestos se unen covalentemente a poli(etilenglicol), por

efemplo, los compuestos:
Hovf\
© CO,H
HOZC ﬁcozH

Hovf\o
COZH
HOZC /E‘COZH

Otro aspecto de la invencién proporciona un polimero PEG conjugado con un agente de direccionamiento y/o restos
bioactivos/agentes terapéuticos como se desvela en el presente documento.

en los que n es de 20 a 1720.

COMPOSICIONES DE NANOPARTICULAS Y USOS DE LOS MISOS

Las nanoparticulas producidas de acuerdo con los procedimientos desvelados pueden administrarse solos 0 en una
composicion. Cuando las nanoparticulas se administran como una composicién, la composicién puede ser una
composicion farmacéutica (por ejemplo, fisiolégicamente aceptable). La composiciéon comprende un vehiculo (por
ejemplo, un vehiculo farmacéutica o fisiolégicamente aceptable) y las nanoparticulas. Se puede usar cualquier
vehiculo adecuado (por ejemplo, agua, solucion salina y PBS) dentro del contexto de la invencién y tales vehiculos
son bien conocidos en la técnica. La eleccion del vehiculo se determinara, en parte, por el sitio particular al que se
administrara la composicion y el procedimiento particular usado para administrar la composicion. Los vehiculos, asi
como otros componentes adecuados para su uso en la composiciéon de la invencién, son conocidos en la técnica
(por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ediciéon, (Mack Publishing Company, Philadelphia, Pa.:
1985)). Adicionalmente, la composicién puede comprender agentes activos adicionales, tales como agentes
anticancerosos/quimioterapéuticos.
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Las nanoparticulas y la composicion de las mismas se pueden administrar a un sujeto para tratar o prevenir
trastornos y enfermedades particulares. Los ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos que pueden
tratarse segun la presente invencion incluyen cancer, tal como cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de
prostata, cancer de cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de piel, cancer testicular, cancer de pancreas, cancer
de esdfago, cancer colorrectal, cancer de rifidn, cancer de cuello de Utero, cancer gastrointestinal y combinaciones
de los mismos. Las nanoparticulas o la composicion de las mismas preferentemente se administran al sujeto en una
cantidad terapéuticamente efectiva.

Una cantidad terapéuticamente efectiva se refiere a la cantidad de nanoparticulas necesarias para tratar o prevenir
la enfermedad o trastorno particular. Por ejemplo, las nanoparticulas desveladas en el presente documento pueden
usarse para inhibir el crecimiento tumoral, inhibir o reducir la proliferacion, la invasividad o la metastasis de células
cancerosas o tumorales, ralentizar el crecimiento de tumores o canceres o reducir el tamarfio de los tumores.

Se puede usar cualquier via de administracion para administrar las nanoparticulas al sujeto. Las vias de
administracion adecuadas incluyen inyeccion intramuscular, administracion transdérmica, inhalacion, aplicacion
topica al tejido (por ejemplo, tejido tumoral/canceroso), administracion intratumoral y administracion parenteral (por
ejemplo, administracion intravenosa, peritoneal, intraarterial, subcutanea, rectal o vaginal). Los expertos en la técnica
pueden determinar facilmente una ruta de administracién apropiada.

Como se ha analizado anteriormente, las composiciones que comprenden nanoparticulas pueden ser Utiles en el
tratamiento o prevencion o mejora de uno o mas sintomas de cancer, particularmente canceres que expresan
antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA). Estos canceres incluyen, aunque sin limitaciones, cancer de
prostata, cancer de pulmén no microcitico, carcinoma colorrectal y glioblastoma, y tumores sdlidos que expresan
PSMA en la neovasculatura tumoral.

Varios aspectos de la presente divulgacion incluyen:
1. Un procedimiento de preparar una nanoparticula que comprende:

proporcionar un agente de direccionamiento;

proporcionar un polimero de poli(etilenglicol) (PEG) funcionalizado; proporcionar un ligando de agente de
direccionamiento;

hacer reaccionar el polimero de poli(etilenglicol) funcionalizado con el agente de direccionamiento para
formar un complejo de agente de direccionamiento-polimero de PEG; y

mezclar el complejo de agente de direccionamiento-polimero de PEG con un segundo polimero y un agente
terapéutico para formar una nanoparticula, en el que:

el polimero PEG tiene un peso molecular de entre 1.000-20.000 Da (por ejemplo, 5.000-20.000, por
efemplo,10.000- 20.000) y, en algunas realizaciones especificas, 5000 Da; y el segundo polimero tiene un
peso molecular de 5.000-100.000 Da (por ejemplo, 20.000-70.000, por ejemplo, 20.000-50.000), o en
algunas realizaciones especificas,15.000- 30.000 Da;

2. El procedimiento de la realizaciéon 1, en el que el poli(etilenglicol) es heterobifuncional y dicho agente de
direccionamiento estd unido covalentemente al extremo a de dicho poli(etilenglicol) y al menos un grupo
funcional iniciador de la polimerizacion esta presente en el extremo w de dicho poli(etilenglicol);

3. El procedimiento de la realizacion 2, en el que dicho al menos un grupo funcional iniciador de la polimerizacion
es un grupo hidroxilo (-OH) o un grupo amina (-NH) en el extremo w libre;

4. El procedimiento de la realizacion 1, 2 o 3, en el que el segundo polimero comprende una mezcla de dos o
mas polimeros y contiene al menos un grupo funcional que reacciona al grupo funcional presente en el extremo
w libre de dicho poli(etilenglicol) y dicho a al menos un grupo funcional de dicha mezcla de dos o mas polimeros
es un grupo hidroxilo, un grupo NHS o un grupo amina;

5. El procedimiento de la realizacion 1, en el que el segundo polimero o el copolimero es un copolimero de
poliéster que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de un grupo hidroxilo, un grupo NHS o un grupo
amina y que reacciona al grupo funcional presente en el extremo libre w de dicho poli(etilenglicol);

6. El procedimiento de la realizaciéon 4, en el que el segundo polimero o el copolimero es un copolimero de
poliéster que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de un grupo hidroxilo, un grupo NHS o un grupo
amina y que reacciona al grupo funcional presente en el extremo libre co de dicho poli(etilenglicol);

7. El procedimiento de la realizacién 6, en el que dicho copolimero de poliéster comprende un heteropolimero o
un homopolimero;

8. El procedimiento de la realizacion 6, en el que dicho heteropolimero comprende unidades de acido lactico y
acido glicdlico o unidades de poli(acido lactico-co-acido glicolico) y poli(lactida-co-glicélido) (PLGA); y dicho
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homopolimero comprende unidades de acido glicélico (PGA), unidades de acido lactico (PLA), unidades de acido
poli-L-lactico, unidades de acido poli-D-lactico, poli-D, unidades de acido L-lactico, unidades de poli-L-lactida,
unidades de poli-D-lactida o poli-D, unidades de poli-L-lactida;

9. El procedimiento de la realizacion 6, en el que dicho copolimero de poliéster se selecciona de
polihidroxiacidos; Polimeros y copolimeros PEGilados de unidades de lactida y unidades de glicélido, PLA
PEGilado, PGA PEGilado, PLGA PEGilado, polianhidridos, poli(orto éster), poli(orto éster) PEGilado,
poli(caprolactona), poli(caprolactona) PEGilada, polilisina, polilisina PEGilada, poli(etileninlina), poli(etilenimina)
PEGilada, poli(L-lactida-co-L-lisina), poli(éster de serina), poli(4-hidroxi-L-prolina éster), poli[acido a-(4-
aminobultil)-L-glicélico] oo derivados de los mismos;

10. El procedimiento de la realizacién 1, en el que los grupos acidos carboxilicos libres o grupos hidroxilo libres
en dicho agente de direccionamiento se protegen antes de hacer reaccionar el polimero funcionalizado de
poli(etilenglicol) con el agente de direccionamiento para formar un complejo de agente de direccionamiento-
polimero PEG;

11. El procedimiento de la realizacion 4, en el que dicho grupo funcional de dicho segundo polimero es un grupo
amina que reacciona con un grupo hidroxilo o un grupo de acido carboxilico en dicho complejo de agente de
direccionamiento-PEG;

12. El procedimiento de la realizacién 4, en el que dicho grupo funcional de dicho segundo polimero es un grupo
hidroxilo o un grupo NHS que reacciona con un grupo amina en dicho complejo de agente de direccionamiento -
PEG;

13. El procedimiento de la realizacion 6, en el que dicho grupo funcional de dicho segundo polimero o dicho
copolimero es un grupo amina que reacciona con un grupo hidroxilo o un grupo de acido carboxilico en dicho
complejo de agente de direccionamiento-PEG;

14. El procedimiento de la realizacion 6, en el que dicho grupo funcional de dicho segundo polimero o dicho
copolimero es un grupo NHS o hidroxilo que reacciona con un grupo amina en dicho complejo de agente de
direccionamiento-PEG;

15. El procedimiento de la realizacién 1-14, en el que dicho segundo polimero es una mezcla de al menos dos
polimeros que pueden ser el mismo polimero o un polimero diferente, en el que el primero de dichos al menos
dos polimeros contiene al menos un grupo hidroxilo o un grupo NHS como un grupo funcional y el segundo de
dichos al menos dos polimeros contiene al menos un grupo amina como dicho grupo funcional;

16. El procedimiento de la realizacion 1-15, en el que dicho agente terapéutico es un antibiético, un agente
anticanceroso, agente antivirico, un agente antiinflamatorio, un agente de diagndstico, un antigeno de vacuna o
un nutracéutico;

17. El procedimiento de la realizacion 16, en el que dicho agente terapéutico es/son penicilinas, aminopenicilinas,
penicilinas junto con inhibidor de penicilinasa y/o agentes antifungicos, cefalosporinas, cefamicinas,
carbapenémicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrdélidos, aminoglucosidos, eritromicina, bacitracina cinc,
polimixina, sulfatos de polimixina B, neomicina, gentamicina, tobramicina, gramicidina, ciprofloxacino,
trimetoprima, ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino, norfloxacino, sulfacetamida de sodio,
cloranfenicol, tetraciclina, azitromicina, claritromicina, sulfato de trimetoprima, bacitracina, corticoesteroides,
medrisona, prednisolona, acetato de prednisolona, fosfato sédico de prednisolona, fluormetolona, dexametasona,
fosfato sdédico de dexametasona, betametasona, fluorometasona, antazolina, acetato de fluorometolona,
rimexolona, etabonato de loteprednol, diclofenaco (diclofenaco sédico), ketorolaco, ketorolaco trometamina,
hidrocortisona, bromfenaco, flurbiprofeno, antazolina, xilometazolina, cromolino sédico, lodoxamida trometamina,
olopatadina HCI, nedocromilo sddico, fumarato de ketotifeno, levocabastina HCL, azelastina HCL, pemirolast
(pemirolast de potasio), epinastina HCL, nafazolina HCL, emedastina, antazolina, feniramina, cromoglicato
sodico, acido N-acetil-aspartilgutamico, amlexanox, 5-fluorouracilo (5-FU), CPT-11, 10- hidroxi-7-etilcamptotecina
(SN38), S-lI capecitabina, ftorafur, 5'-desoxiflurouridina, UFT, eniluracilo, desoxicitidina, 5-azacitosina, 5-
azadesoxicitosina, alopurinol, 2-cloroadenosina, aminopterina, metileno-10-deazaaminopterina (MDAM),
oxaplatino, picoplatino, tetraplatino, satraplatino, platino-DACH, ormaplatino, CI-973, JM-216, y analogos de los
mismos, 9-aminocamptotecina, 10,11-metilendioxicamptotecina, karenitecina, 9-nitrocamptotecina, TAS 103,
mostaza de L-fenilalanina, ifosfamida mefosfamida, trofosfamida carmustina, epotilonas A-E, tomudex, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, karenitecina, aciclovir, valaciclovir, ganciclovir, amantadina, rimantadina,
lamivudina, zidovudina, bevacizumab, trastuzumab, rituximab, 20-epi-1a, 25 dihidroxivitamina D3, 4-ipomeanol,
5-etiniluracilo, 9-dihidrotaxol, abiraterona, acivicina, aclarubicina, clorhidrato de acodazol, acronina, acilfiilveno,
adecipenol, adozelesina, aldesleucina, todos los antagonistas de tk, altretamina, ambamustina, ambomicina,
acetato de ametantrona, amidox, amifostina, aminoglutetimida, acido aminolevulinico, amrubicina, amsacrina,
anagrelida, anastrozol, andrografolida, inhibidores de la angiogénesis, antagonista D, antagonista G, antarelix,
antramicina, anti-proteina morfogenética dorsalizante 1, antiestrogenos, antineoplastén, oligonucledtidos
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antisentido, glicinato de afidicolina, moduladores de genes de apoptosis, reguladores de la apoptosis, acido
apurinico, ARA-CDP-DL-PTBA, arginina desaminasa, asparaginasa, asperlina, asulacrina, atamestano,
atrimustina, axinastatina 1, axinastatina 2, axinastatina 3, azacitidina, azasetrén, azatoxina, azatirosina, azetepa,
azotomicina, derivados de bacatina lll, balanol, batimastat, benzoclorinas, benzodepa, benzoilestaurosporina,
derivados de beta-lactama, beta-aletina, betaclamicina B, acido betulinico, inhibidor de BFGF, bicalutamida,
bisantreno, clorhidrato de bisantreno, bisazuidinilespermina, bisnafida, dimesilato de bisnafida, bistrateno A,
bizelesina, bleomicina, sulfato de bleomicina, antagonistas de BRC/ABL, breflato, brequinar sédico, bropirimina,
budotitano, busulfan, butionina sulfoximina, cactinomicina, calcipotriol, calfostina C, calusterona, derivados de
camptotecina, IL-2 de viruela del canario, capecitabina, caracemida, carbetimer, carboplatino, carboxamida-
amino-triazol, carboxiamidotriazol, carest M3, carmustina, earn 700, inhibidor derivado de cartilago, clorhidrato de
carubicina, carzelesina, inhibidores de caseina cinasa, castanosperrnina, cecropina B, cedefingol, cetrorelix,
clorambucilo, clorinas, cloroquinoxalina sulfonamida, cicaprost, cirolemicina, cisplatino, cisporfirina, cladribina,
analogos de clomifeno, clotrimazol, colismicina A, colismicina B, combretastatina A4, analogo de
combretastatina, conagenina, crambescidina 816, crisnatol, mesilato de crisnatol, criptoficina 8, derivados de
criptoficina A, curacina A, ciclopentantraquinonas, ciclofosfamida, cicloplatam, cipemicina, citarabina, ocfosfato
de citarabina, factor citolitico, citostatina, dacarbazina, dacliximab, dactinomicina, clorhidrato de daunorubicina,
decitabina, dehidrodidemnina B, deslorelina, dexifosfamida, dexormaplatino, dexrazoxano, dexverapamilo,
dezaguanina, mesilato de dezaguanina, diazicuona, didemnina B, didox, dietilhiorespermina, dihidro-5-
azacitidina, dioxamicina, difenil espiromustina, docetaxel, docosanol, dolasetrén, doxifluridina, doxorrubicina,
clorhidrato de doxorubicina, droloxifeno, citrato de droloxifeno, propionato de dromostanolona, dronabinol,
duazomicina, duocanicina SA, ebseleno, ecomustina, edatrexato, edelfosina, edrecolomab, eflomitina, clorhidrato
de eflomitina, elemeno, elsarnitrucina, emitefur, enloplatino, enpromato, epipropidina, epirrubicina, clorhidrato de
epirubicina, epristerida, erbulozol, sistema vector de terapia génica de eritrocitos, clorhidrato de esorubicina,
estramustina, analogo de estramustina, fosfato sédico de estramustina, agonistas de estrégenos, antagonistas
de estrogenos, etanidazol, etopdsido, fosfato de etopdsido, etoprina, exemestano, fadrozol, clorhidrato de
fadrozol, fazarabina, fenretinida, filgrastim, finasterida, flavopiridol, flezelastina, floxuridina, fluasterona,
fludarabina, fosfato de fludarabina, clorhidrato de fluorodaunorunicina, fluorouracilo, flurocitabina, forfenimex,
formestano, fosquidona, fostriecina, fostriecina sodica, fotemustina, texafirina de gadolinio, nitrato de galio,
galocitabina, ganirelix, inhibidores de gelatinasa, gemcitabina, clorhidrato de gemcitabina, inhibidores de
glutation, hepsulfam, herregulina, bisacetamida de hexametileno, hidroxiurea, hipericina, acido ibandrénico,
idarrubicina, clorhidrato de idarrubicina, idoxifeno, idramantona, ifosfamida, ihnofosina, ilomastat,
imidazoacridonas, imiquimod, péptidos inmunoestimulantes, inhibidor del receptor del factor de crecimiento de
tipo insulina 1, agonistas de interferdn, interferdn alfa-2A, interferdn alfa-2B, interferén alfa-Nl, interferon alfa-N3,
interferon beta-lA, interferon gamma-IB, interferones, interleucinas, iobenguano, yododoxorrubicina, iproplatm,
irinotecan, clorhidrato de irinotecan, iroplact, irsogladina, iso-bengazol, isohomohalicondrina B, itasetrén,
jasplaquinolida, kahalalida F, triacetato de lamelarina-N, lanreotida, acetato de lanreotida, leinamicina,
lenograstim, sulfato de lentinan, leptolstatina, letrozol, factor inhibidor de leucemia, interferén alfa de leucocitos,
acetato de leuprolida, leuprolida/estrogeno/progesterona, leuprorelina, levamisol, liarozol, clorhidrato de liarozol,
analogo de poliamina lineal, péptido de disacarido lipdfilo, compuestos de platino lipdfilos, lissoclinamida,
lobaplatino, lombricina, lometrexol, lometrexol sédico, lomustina, lonidamina, losoxantrona, clorhidrato de
losoxantrona, lovastatina, loxoribina, lurtotecan, texafirina lisofilina de lutecio, péptidos liticos, maitansina,
manostatina A, marimastat, masoprocol, maspina, inhibidores de matrilisina, inhibidores de metaloproteinasa de
matriz, maitansina, clorhidrato de mecloretamina, acetato de megestrol, acetato de melengestrol, melfalano,
menogaril, merbarona, mercaptopurina, meterelina, metioninasa, metotrexato, metotrexato sddico,
metoclopramida, metoprina, meturedepa, inhibidores de proteina quinasa C de microalgas, inhibidor de MIF,
mifepristona, miltefosina, mirimostim, ARN bicatenario desemparejado, mitindomida, mitocarcina, mitocromina,
mitogilina, mitoguazona, mitolactol, mitomalcina, mitomicina, analogos de mitomicina, mitonafida, mitosper,
mitotano, mitotoxina factor de crecimiento de fibroblastos-saporina, mitoxantrona, mitoxantrona clorhidrato,
mofarotena, molgramostim, anticuerpo monoclonal, gonadotropina coriénica humana, lipido A de
monofosforilo/SK de la pared celular de Mycobacterium, mopidamol, inhibidor del gen de resistencia a multiples
farmacos, agente anticancer de mostaza, micaperéxido B, extracto de pared celular micobacteriana, acido
micofendlico, miriaporona, n-acetildinalina, nafarelina, nagrestip, naloxona/pentazocina, napavina, nafterpina,
nartograstim, nedaplatino, nemorrubicina, acido neidrénico, endopeptidasa neutra, nilutamida, nisamicina,
moduladores del 6xido nitrico, antioxidante de nitréxido, nitrulina, nocodazol, nogalamicina, benzamidas n-
sustituidas, O6-bencilguanina, octreotida, okicenona, oligonucledtidos, onapristona, ondansetron, oracina,
inductor de citocinas oral, ormaplatino, osaterona, oxaliplatino, oxaunomicina, oxisuran, paclitaxel, analogos de
paclitaxel, derivados de paclitaxel, palauamina, palmitoilrizoxina, acido pamidrénico, panaxitriol, panomifeno,
parabactina, pazeliptina, pegaspargasa, peldesina, peliomicina, pentamustina, polisulfato sédico de pentosano,
pentostatina, pentrozol, sulfato de peplomicina, perflubron, perfosfamida, alcohol perililico, fenazinomicina,
fenilacetato, inhibidores de fosfatasa, picibanilo, pilocarpina hidrocloruro, pipobromano, piposulfan, pirarrubicina,
piritrexim, piroxantrona hidrocloruro, placetina A, placetina B, inhibidor de activador de plasminégeno, complejo
de platino, compuestos de platino, complejo de platino-triamina, plicamicina, plomestano, porfimer sodico,
porfiromicina, prednimustina, clorhidrato de procarbazina, propil bis-acridona, prostaglandina J2, antiandrégeno
de carcinoma prostatico, inhibidores del proteosoma, inmunomodulador basado en proteina A, inhibidor de
proteina cinasa C, inhibidores de proteina tirosina fosfatasa, inhibidores de fosforilasa de nucleésidos de purina,
puromicina, puromicina hidrocloruro, purpurinas, pirazorurina, pirazoloacridina, conjugado de hemoglobina
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piridoxilada-polioxietileno, antagonistas de RAF, raltitrexed, ramosetrén, inhibidores de RAS farnesil proteina
transferasa, inhibidor de RAS, inhibidor de RAS-GAP, reteliptina desmetilada, etidronato de renio Re 186,
rizoxina, riboprina, ribozimas, RFI retinarnida, iARN, rogletimida, rohitucina, romurtida, roquinimex, rubiginona B1,
ruboxilo, safingol, safingol clorhidrato, saintopina, SarCNU, sarcofitol A, sargramostim, miméticos de SDI1,
semustina, inhibidor 1 derivado de senescencia, oligonucledtidos sentido, inhibidores de la transduccion de
sefiales, moduladores de la transduccion de sefales, simtrazeno, proteina de union a antigeno de cadena
sencilla, sizofiran, sobuzoxano, borocaptato sédico, fenilacetato sédico, solverol, proteina de uniéon a
somatomedina, sonermina, esparfosafo sédico, acido esparfdsico, esparsomicina, espicamicina D, clorhidrato de
espirogermanio, espiromustina, espiroplatino, esplenopentina, espongistatina 1, escualamina, inhibidor de células
madre, inhibidores de la divisién de células madre, estipiamida, estreptonigrina, estreptozocina, inhibidores de
estromelisina, sulfinosina, sulofenur, antagonista del péptido intestinal vasoactivo superactivo, suradista,
suramina, swainsonina, glicosaminoglucanos sintéticos, talisomicina, talimustina, metyoduro de tamoxifeno,
tauromustina, tazaroteno, tecogalan soédico, tegafur, telurapirilio, inhibidores de telomerasa, clorhidrato de
teloxantrona, temoporfina, temozolomida, tenipdsido, teroxirona, testolactona, tetraclorodecadxido, tetrazomina,
taliblastina, talidomida, tiamiprina, tiocoralina, tioguanina, tiotepa, trombopoyetina, mimético de trombopoyetina,
timafalsina, agonista del receptor de timopoyetina, timotrinan, hormona estimulante tiroidea, tiazofurina, etil
etiopurina de estafio, tirapazamina, diclorhidrato de titanoceno, clorhidrato de topotecan, topsentina, toremifeno,
citrato de toremifeno, factor de células madre totipotentes, inhibidores de la traduccién, acetato de trestolona,
tretinoina, triacetiluridina, triciribina, fosfato de triciribina, trimetrexato, glucuronato de trimetrexato, triptorelina,
tropisetron, clorhidrato de tubulozol, turosterida, inhibidores de tirosina cinasa, trifostinas, inhibidores de UBC,
ubenimex, mostaza de uracilo, uredepa, factor inhibidor del crecimiento derivado del seno urogenital,
antagonistas del receptor de urocinasa, vapreotida, variolina B, velaresol, veramina, verdinas, verteporfina,
sulfato de vinblastina, sulfato de vincristina, vindesina, sulfato de vindesina, sulfato de vinepidina, sulfato de
vinglicinato, sulfato de vinleurosina, vinorelbina, sulfato de vinorelbina, sulfato de vinrosidina, vinxaltina, sulfato
de vinzolidina, vitaxina, vorozol, zanoterona, zeniplatino, zilascorb, zinostatina, zinostatina estimalamer o
zorubicina hidrocloruro, ARNip o cualquier combinacién de los mismos;

18. El procedimiento de la realizacion 1-17, en el que dicho al menos un agente de direccionamiento se
selecciona de anticuerpos, ligandos PMSA y polipéptidos que se unen al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), receptor de somatostatina (SSTR), receptor del factor de crecimiento insulinico, receptores
del acido fdlico, receptor HER2, receptor de interleucina 13, receptor peptidico liberador de gastrina, CD30,
receptor peptidico intestinal vasoactivo, receptor de gastrina, antigeno prostatico especifico y/o el receptor de
estrégeno;

19. El procedimiento de la realizacién 1-18, en el que dicho procedimiento se realiza en un medio acuoso;
20. El procedimiento de la realizacion 1-18, en el que dicho procedimiento se realiza en un disolvente organico;
21. Una nanoparticula producida de acuerdo con los procedimientos de las realizaciones 1-20;

22. Una composicién que comprende la nanoparticula de la realizacion 21 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable;

23. Un procedimiento para tratar una enfermedad que comprende la administracién de una nanoparticula de
acuerdo con la realizacion 21 a un sujeto en una cantidad suficiente para tratar dicha enfermedad;

24. El procedimiento de la realizacion 23, en el que dicha enfermedad se selecciona de cancer de pulmoén,
cancer de mama, cancer de préstata, cancer de cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de piel, cancer
testicular, cancer de pancreas, cancer de eséfago, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de cuello de utero,
cancer gastrointestinal, infecciones viricas, infecciones bacterianas o inflamacion; y

25. Un polimero producido de acuerdo con el procedimiento de las realizaciones 1-19, comprendiendo dicho
polimero un agente de direccionamiento unido covalentemente al extremo a de un polimero de poli(etilenglicol) y
al menos un segundo polimero unido covalentemente a dicho polimero de poli(etilenglicol) a través de un grupo
funcional presente en el extremo w de dicho poli(etilenglicol).

Debe entenderse que los ejemplos y formas de realizacion descritos en la presente memoria descriptiva son con
fines ilustrativos Unicamente y que varias modificaciones o cambios a la luz de los mismos se sugeriran a personas
expertas en la técnica y se deben incluir dentro del espiritu y ambito de esta solicitud, en la medida en que estan
cubiertos por las presentes reivindicaciones. Ademas, cualquier elemento o limitacién de cualquier invencion o
realizacion del mismo divulgada en el presente documento se puede combinar con cualquiera y/o todos los otros
elementos o limitaciones (individualmente o en cualquier combinacién) o cualquier otra invencién o realizacion del
mismo divulgada en el presente documento, en la medida en que estan cubiertos por las presentes reivindicaciones.
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Ejemplo 1. Sintesis de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) mediante conjugacion covalente de lys-urea-glu
(protegido) a HO-PEG-CO2H

Los materiales utilizados para la sintesis y purificacion de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) incluyeron a-hidroxietil-
w-carboxipentilo, poli(etilenglicol) (peso molecular promedio = 5 kg/mol, Actividad terminal = 98 %) (HO-PEG-CO2H,
NOF America Corporation, White Plains, Nueva York); Diprop-2-en-1-il N-{[6-ammonio-1-oxo-1-(prop-2-en-1-
iloxi)hex- an-2-illcarbamoil}glutamato trifluoroacetato (lys-urea-glu(protegido), Organix, Woburn, MA); N-(3-
dimetilaminopro- pil)-N'-etil carbodiimida (= 97,0 %) (EDC, Sigma-Aldrich); N-Etil Di-isopropiamina (99,5 %) (DIEA,
Sigma-Aldrich); N-hidroxisuccinimida (98 %) (NHS, Sigma-Aldrich); Cloroformo (anhidro, = 99 %) Sigma-Aldrich);
Etanol (Absoluto = 99,5 %) (Sigma-Aldrich).

La instrumentacion utilizada para la caracterizacion en proceso y el tratamiento de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido)
incluyo el espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker de 400 MHz para el analisis espectroscépico de
RMN de protones; Atmdsferas de vacio en caja de guantes de nitrégeno seco (<1 ppm de agua); Bomba de vacio
Edwards RV5 y un horno VWR para secado al vacio; Sistema de diafiltracion por ultrafiltracion (UFDF) basado en
una bomba peristaltica (Masterson), Filtro de membrana de celulosa regenerada (Millipore, area superficial = 0,1 m?,
MMWCO 3 kDa) y tubos de PTFE expandido (Chem-Sure); Evaporador rotatorio (Buchi); Conjunto de filtracién a
vacio de 2 | Millipore vy filtros de membrana Millipore 0,2 um Fluoropore (PTFE); Sistema de cromatografia de
exclusion por tamafio Waters equipada con detector de indice de refraccion y columnas HR1, HR3 y HR4 (7,8 X 300
mm, Intervalo del peso molecular 100 - 5000 Da, 500 - 30.000 Da, 5000 - 600.000 Da, respectivamente). La masa
molar promedio en nimero y en peso se determind usando patrone de calibracion de poli(etilenglicol) de Patrones
Shodex, (Kawasaki, Japon) de la masa molar maxima (Mp = 960, 1400, 4290, 7130, 12900, 20600 Da).

Procedimiento experimental: Todos los reactivos (HO-PEG-CO2H, lys-urea-glu(protegido), EDC, NHS, DIEA y
cloroformo anhidro) se transfirieron a una caja de guantes de nitrégeno seco y posteriormente se pesaron o
transfirieron (usando pipetas volumétricas o jeringas en microlitros) en viales de reaccién de 20 ml en argén a
temperatura ambiente. Se afadié NHS (230 mg, 2 mmol) a una solucién de HO-PEG-CO2H (1 g, 0,2 mmol) en
cloroformo anhidro (5 ml) (solucion A). Se disolvié GL2P (1,106 g, 2 mmol) en cloroformo anhidro (5 ml), luego se
afiadieron EDC (354 ul, 2 mmol) y DIEA (685 ul, 4 mmol) a esta solucion (solucion B). La solucion B se afiadio a la
solucién A y el vial de reaccion (solucion AB) se cerré en argon. La solucion AB se movio después a una campana
extractora ventilada y se agité magnéticamente a temperatura ambiente durante 2 horas en oscuridad (el vial de
reaccion se envolvié en papel de aluminio). La soluciéon AB se diluyé con etanol (100 ml), produciendo una
composicion disolvente de etanol/cloroformo (10: 1) (Solucién C). La solucion C se diafiltrd frente a 29 diavolumenes
(1,5 1) de una mezcla de disolventes binarios de etanol/cloroformo (9: 1 en volumen) a un caudal de 800 ml/min y una
contrapresion de 30-40 psi aplicada ajustando adecuadamente una valvula de bola de 1/4 de vuelta. En estas
condiciones de UFDF, el caudal del permeado es de aproximadamente 5 mi/min. El disolvente se eliminé de la
solucion retenida (solucion CR) mediante evaporacion rotatoria a 35 °C y a continuacion se sec6 a vacio a
temperatura ambiente durante 18 horas para obtener el producto bruto (770 mg, 70 %). El producto en bruto se
disolvio en 7,7 ml de cloroformo (100 mg/ml, solucién D). La solucién D se afiadio gota a gota a 150 ml de
precipitante de éter/hexano (70/30) mientras se agitaba. El producto precipitado se recuperé mediante filtracion
usando un filtro de membrana de PTFE de 0,2 micrometros en un aparato de filtracién al vacio Millipore. El producto
purificado, HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) (polvo blanco, 700 mg, 91 %) se obtuvo mediante secado al vacio a
temperatura ambiente durante 24 horas para eliminar los disolventes residuales.

Ejemplo 2. Caracterizacion de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) para determinar la funcionalizacion de final
en % mol con PEG con agente de direccionamiento de lys-urea-glu y su masa molar

La identidad de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) se determiné mediante RMN de 1H en D>O usando los siguientes
parametros del instrumento: intensidad de campo de RMN = 400 MHz; Nimero de barridos= 128; Retraso del pulso
= 5 s; Secuencia de pulso = 7 ps. Las asignaciones de los picos de RMN son las siguientes: Alil sp?> CH (3H
multiplete, 5,9 - 6,03ppm), alil sp? CH, (6H, dos dobletes superpuestos, 5,27 - 5,4ppm), alil sp®> CH, (6H, dos
dobletes superpuestos, 4,6 - 4,7ppm), PEG terminal CH,-OH (2H triplete, 3,85 - 3,92ppm), PEG 6xido de etileno CH;
(aprox. 408H segun un M, KDa, singlete 3,7ppm), PEG terminal CH; epsilon a CONH- lys-urea-glu (2H triplete, 3,5 -
3,55ppm), lisina CH; epsilon C (2H dos tripletes, 3,05 - 3,14ppm y 3,15 - 3,22 ppm), PEG terminal CH, alfa a CONH-
lys-urea-glu y PEG terminal CH; alfa a COOH de PEG desacoplado (2H multiplete, 2,15 - 2,3 ppm), acido glutamico
CH2 gamma C (dos 2H tripletes superpuestos 2,5 - 2,6 ppm), acido glutdamico CH beta C (dos 1H multipletes, 1,8 -
2,1ppm), lisina CH; beta C (1H multiplete, 1,67 - 1,8ppm). Los multipletes superpuestos entre 1,3 y 1,67 ppm se
asignaron a (a) lisina CH, beta C (1H), (b) lisina CHz gamma C (2H), (c) lisina CH; delta C (2H), (d) PEG terminal
CHy's beta y delta a CONH-lys-urea-glu (2H cada), (e) PEG terminal CH, gamma a CONH-lys-urea- glu (2H). La
incorporacion de Lys-urea-glu en el producto de HO-PEG-lys-urea-glu(protegido) se estimé usando la proporcion del
multiplete del ligando entre 1,95 - 2,1 ppm y el multiplete PEG entre 2,15 - 2,3 ppm, produciendo un 82 % de
incorporacion de lys-urea. glu (protegido) en el conjugado HO-PEG-lys-urea-glu (protegido).

Véase la figura 1 para conocer los espectros de RMN de protones de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido), Numeros de
lote 11-189-1y 11-176-1.

El peso molecular de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) se determind mediante cromatografia de exclusion por
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tamafio usando deteccion de indice de refraccion y cloroformo como disolvente de elucién. Temperatura de la
columna = 30 °C, Temperatura del detector del IR = 35 °C, Concentracion de la muestra = 10 mg/ml, Volumen de
inyeccion = 10 pl. El peso molecular promedio en numero y en peso (M, y My) se obtuvo con respecto a los
estrechos patrones dispersos de poli(etilenglicol) del Servicio de patrones de polimeros, EE.UU., (Warwick, Rhode
Island). Un ajuste polindmico de cuarto orden (R? = 0,99957; Error estandar = 0,02) rindié Mn = 5200 Da; Mw = 5700
Da; Mw/Mn = 1,1 para HO-PEG-lys-urea-glu(protegido).

Véase la figura 2 para los cromatogramas de exclusion por tamafio (SEC) de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido),
numeros de lote 11-189-1 (marcados 44-44-6 para analisis SEC y 11-176-1.

Ejemplo 3. Sintesis de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegida) por polimerizacion de apertura de anillo de D, L-
lactida usando HO-PEG-lys-urea-glu (protegido) como macroiniciador y 2-etilhexanoato de estafo (Il) como
catalizador de polimerizacion

Los materiales utilizados en la sintesis de PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido) incluian HO-PEG-lys-urea-glu
(protegido), sintetizados como se describe en el Ejemplo 1; 2-etilhexanoato de estafio (Il) (95 %) (Sn (Oct),, Sigma-
Aldrich); D, L-lactida (= 99,5 %, Altasorb, Piedmont, SC); Hexano, anhidro (95 % de DriSolv, EMD) en la reaccién de
polimerizacién y Hexano (Chromasolv., 295 %, Sigma) para la precipitacién de procesamiento; Eter dietilico (= 99,0
%, Sigma);

La instrumentacion utilizada para la caracterizacion en proceso y el tratamiento/reaccion de PLA-PEG-lys-urea-
glu(protegido) incluy6 el espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker de 400 MHz para el analisis
espectroscopico de RMN de protones en Spectral Data Services, Champaign, IL; Atmdsferas de vacio en caja de
guantes de nitrogeno seco (<1 ppm de agua); El carrusel de reaccion en paralelo de 12 posiciones (Brinkmann-
Hiedolph) equipado con una placa de agitacion de multiples posiciones y controlador de temperatura de estado
solido (placa de multiagitacion IKA y controlador de temperatura con circuito de retroalimentacion; tubos de reaccion
Schlenk equipados con un brazo lateral de polietileno de Teflon. Bomba de vacio Edwards RV5 y un horno VWR
para secado al vacio; Evaporador rotatorio (Buchi); Sistema de cromatografia de exclusiéon por tamafio Waters
equipada con detector de indice de refraccion y columnas HR1, HR3 y HR4 (7,8 X 300 mm, Intervalo del peso
molecular 100 - 5000 Da, 500 - 30.000 Da, 5000 - 600.000 Da, respectivamente). La masa molar promedio en
numero y en peso se determind usando patrones de calibracion de poli(estireno) de Patrones Shodex, (Kawasaki,
Japon) de la masa molar maxima (Mp = 1200, 3900, 12800, 31.400, 55.100 y 197.000 Da).

Procedimiento experimental: Todos los reactivos (HO-PEG-lys-urea-glu (protegido), Sn (Oct)2, d, I-lactida, hexano
anhidro) se transfirieron a una caja de guantes de argén seco y posteriormente se manipularon en nitrégeno seco a
temperatura ambiente. Se pesdé HO-PEG-lys-urea-glu (200 mg, 4 X 10?mmol) y lactida (800 mg, 5,55 mmol) se
pesaron en el tubo de reaccién (que contiene una barra de agitacion magnética de tamafio adecuado) y se sellaron
con septo en argdn seco (mezcla A). Se pesé Sn(Oct), (250mg) en un vial de vidrio de 6 ml y se disolvié en hexano
anhidro (2,5 ml) para producir una solucion de 100 mg/ml (B) y se sell6 con septo en nitrégeno seco. La mezcla A se
retird a una campana extractora ventilada y se sec6 bajo una corriente constante de argén seco durante 1 hora a
temperatura ambiente usando un colector de gas argén equipado con agujas de 8 pulgadas como entradas de gas
de argoén. Los brazos laterales del tubo de reaccidon Schlenk se conectaron a un burbujeador de aceite de silicona
para servir como salida de gas de argdn. Los tubos Schlenk se sellaron posteriormente al detener el flujo de entrada
de argon desde el colector de gas argon y la salida de gas del brazo lateral a través del brazo lateral del tubo
Schlenk utilizando el tapén de tope de Teflén. Se colocaron tubos Schlenk sellados en un baio de aceite de silicona
a 130 °C y agitador magnético para obtener una masa fundida de mondémero de lactida incolora transparente
(aproximadamente 10 minutos). La solucion B (80 ul) se introdujo a través de una jeringa de 500 ul a través del sello
del septo. La mezcla de reaccion (C) se dejo en agitacion a 130 °C durante 16 horas. La mezcla de reaccion se
enfrié hasta la temperatura ambiente, el tubo de Schlenk se abrié en aire y el sedimento de polimero se disolvié en 5
ml de diclorometano agitando en voértice durante 1 hora a temperatura ambiente (solucién D). La solucion D se
transfirié a un vial de vidrio de 20 ml y se aclaré el tubo de Schlenk con una porcién de 2 x 2,5 ml de diclorometano
recién preparado. El lavado se combind con la solucién D. Esta solucién ligeramente turbia se filtré usando filtros de
jeringa de PTFE de 0,45 micrometros para obtener una solucion transparente incolora (Solucion E). La solucion E se
afadié gota a gota a éter dietilico/hexano (70/30) (200 ml) mientras se agitaba a temperatura ambiente. El
precipitado turbio se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas para permitir que el polimero se
coagulara y sedimentara en el fondo del vaso de precipitados. El sobrenadante transparente se decantd y el
producto polimérico pegajoso (700 mg, 70 %) se transfirié a un vial de vidrio con una espatula y posteriormente se
seco al vacio a temperatura ambiente durante 18 horas.

Ejemplo 4. Caracterizacion de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido) para determinar la funcionalizacion de final
en % mol con PEG con agente de direccionamiento de lys-urea-glu y su masa molar

La identidad de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido) se determind mediante RMN de 1H en cloroformo-d usando los
siguientes parametros del instrumento: intensidad de campo de RMN = 400 MHz; Numero de barridos= 128; Retraso
del pulso = 5 s; Secuencia de pulso = 7 ys. Las asignaciones de los picos de RMN son las siguientes: Lactida metino
CH (1H muiltiplete, 5,1 - 5,3 ppm), Lactida metilo CHs (3H multiplete, 1,45 - 1,65), PEG 6xido de etileno CH, (aprox.
408H basado en M,=5 KDa, singlete 3,55 - 3,8), alil sp?> CH (3H multiplete, 5,8 - 6,0ppm). La masa molar promedio
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en numero (Mn) de PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido) se determind por espectroscopia de RMN de protones
utilizando una relacion de PEG vy poli(d, IHactida). Comparacion de las intensidades de alil sp? CH (3H multiplete, 5,8
- 6,0 ppm) pico y la lactida metino CH (1H multiplete, 5,1 - 5,3 ppm) pico dio un M, (PLA-PEG-lys- urea-
glu(protegido) = 20,100 Da suponiendo PEG M, = 5 kg/mol.

Véase la figura 3 para conocer los espectros de RMN de protones de PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido), nimeros de
lote 11-187-1, 11-188-1y 11-198-1.

El peso molecular de PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido) se determind mediante cromatografia de exclusién por
tamafio usando deteccion de indice de refraccion y cloroformo como disolvente de elucién. Temperatura de la
columna = 30 °C, Temperatura del detector del IR = 35 °C, Concentracion de la muestra = 10 mg/ml, Volumen de
inyeccion = 10 yl. Los M, y My, se obtuvieron con relacion a patrones de poliestireno dispersos estrechos (patrones
Shodex, Kawasaki, Japén). Un ajuste polindmico de cuarto orden (R? = 0,999977; Error estandar = 0,009) rindi6 Mn
= 20700 Da; M, = 25400 Da; Mw/Mn = 1,23 para PLA-PEG-PLA-PEG-lys-urea- glu(protegido).

Véase la figura 4 para los cromatogramas de exclusion por tamafio (SEC) de HO-PEG-lys-urea-glu (protegido),
numeros de lote 11-189-1 (marcados 44-44-6 para analisis SEC y 11-176-1.

Ejemplo 5. Sintesis de PLA-PEG-lys-urea-glu mediante la eliminacion de los grupos protectores de alilo de
PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido) usando tetrakis (trifenilfosfina) paladio (0)

Los materiales utilizados en la sintesis de PLA-PEG-lys-urea-glu incluian PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido),
sintetizados como se describe en el Ejemplo 3;

Tetrakis(trifenilfosfeno)paladio (0)(99 %) (Pd-tetraquis, Sigma); Morfolina (99,5 %, Sigma); Diclorometano (Anhidro, 2
99,8 %, Sigma); Eter dietilico (= 99,0 %, Sigma); Hexano (Chromasolv., 295 %, Sigma).

La instrumentacion y el equipo utilizados para los procedimientos de procesamiento y la caracterizacion en proceso
incluyeron un espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker de 400 MHz para el analisis espectroscépico
de RMN de protones; Bomba de vacio Edwards RV5 y un horno VWR para secado al vacio; Evaporador rotatorio
(Buchi).

Procedimiento experimental: PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido) (1000 mg, 4,76 X 10-°mmol) se disolvio en
diclorometano anhidro (4 ml) en aire ambiente (Solucion A). Se disolvié Pd-tetrakis (55 mg, 4,76 X 10°2mmol) en
diclorometano anhidro (4 ml) también en aire ambiente (Soluciéon B). Se afiadié morfolina (41,5 mg o 45,2 ul, 0,476
mmol) a la solucién A, a esto le siguié inmediatamente la adicion de la Solucion B a la Solucion A. Se uso6
diclorometano (2 ml) para aclarar el vial de la Solucion B y esta solucion de aclarado se combiné con la Soluciéon A
para asegurar la transferencia cuantitativa del Pd-tetrakis a la mezcla de reaccion (C). La mezcla C se dejo en
agitacion cerrada y en la oscuridad (el vial de reacciéon se envolvié en papel de aluminio) a temperatura ambiente
durante 2 horas. La mezcla de reaccion C se abrié al aire y se afadié gota a gota a éter dietilico/hexano (70/30,
(v/v)) (200 ml) a temperatura ambiente mientras se agitaba. La suspension de polimero resultante se dejé en
agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas para permitir que el polimero se coagulara y sedimentara en el
fondo del vaso de precipitados. El sobrenadante transparente se separé por decantacion y el polimero pegajoso se
transfirié6 usando una espatula a un vial de vidrio. El producto de PLA-PEG-lys-urea-glu (800 mg, 80 %) se seco al
vacio durante 18 horas a temperatura ambiente.

Ejemplo 6. Eliminacion de paladio de PLA-PEG-lys-urea-glu utilizando resina de barrido con paladio
trimercapto triazida funcional

Se disolvié PLA-PEG-lys-urea-glu (1050 mg) en diclorometano (30 ml) para producir una solucién de 35 mg/ml. La
resina depuradora de paladio (TMT, 5 g en una columna de 60 ml) se solvaté con diclorometano (10 ml) y se afiadio
una soluciéon de PLA-PEG-lys-urea-glu (30 ml). El eluyente se recogioé por gravedad y la columna se aclaré con
diclorometano adicional (40 ml). Las fracciones eluyentes principal y de aclarado se combinaron y el disolvente se
eliminé mediante evaporacion rotatoria para recuperar el polimero. El polimero se disolvié posteriormente en
diclorometano (10,5 ml, solucién de 100 mg/ml) y se afadié gota a gota a 70/30 de éter/hexano (210 ml). La
suspension de polimero resultante se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas para permitir que el
polimero se coagulara y sedimentara en el fondo del vaso de precipitados. El sobrenadante transparente se separd
por decantacion y el polimero PLA-PEG- lys-urea-glu pegajoso se transfirid usando una espatula a un vial de vidrio
(940 mg, 90 %).

Ejemplo 7. Caracterizacion de PLA-PEG-lys-urea-glu para determinar la eficacia de la desproteccion, la masa
molar y el contenido residual de paladio

La identidad de PLA-PEG-lys-urea-glu se determin6 mediante RMN de 1H en cloroformo-d usando los siguientes
parametros del instrumento: intensidad de campo de RMN = 400 MHz; Nimero de barridos= 128; Retraso del pulso
= 5's; Secuencia de pulso = 7 ps. Las asignaciones de los picos de RMN son las siguientes: Lactida metino CH (1H
multiplete, 5,1 - 5,3 ppm), Lactida metilo CHs; (3H multiplete, 1,45 - 1,7, PEG 6xido de etileno CH, (aprox. 408H
basado en M,=5 KDa, singlete 3,55 - 3,8), alil residual sp? CH (3H multiplete, 5,8 - 6,0 ppm).
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La eficacia de la reaccion de desproteccion también se determind mediante RMN como 95 % (eliminacion de alilo).
Esto se calcul6 usando la relacion de la intensidad del pico de alilo residual en el espectro de producto PLA-PEG-lys-
urea-glu a la del pico correspondiente en el espectro del material de partida (PLA-PEG-lys-urea-glu (protegido).

La masa molar promedio en numero (M,) de PLA-PEG-lys-urea-glu se estimé mediante RMN usando la relacion de
PEG a poli(d, I-lactida). La comparacion de las intensidades del PEG 6xido de etileno CH» (408H, singlete 3,55 - 3,8)
pico y la lactida metino CH (1H multiplete, 5,1 - 5,3 ppm) pico dio un M, (PLA-PEG-lys- urea-glu = 21.400 Da
suponiendo PEG M, = 5 kg/mol.

El contenido de paladio en el producto PLA-PEG-lys-urea-glu se determin6 mediante espectrometria ICP y encontrd
<5 ppm.

La masa molar de PLA-PEG-lys-urea-glu se estim6 mediante la medicién de la viscosimetria inherente (VI) en
dimetilsulféxido y cloroformo (0,309 dl/g y 0,198 dl/g, respectivamente). La VI del precursor protegido PLA-PEG-lys-
urea-glu (protegido) se determind en dimetilsulfoxido (0,217 dl/g). Se observd una pequefa disminucion en la
viscosidad de 0,217 dl a 0,198 dl/g y puede atribuirse a las diferencias en las interacciones del disolvente del
polimero como resultado de la naturaleza mas polar de lys-urea-glu con respecto al precursor protegido de alilo.

Véase la figura 5 para conocer los espectros de RMN de protones de PLA-PEG-lys-urea-glu bruto (antes de la
eliminacion del paladio), nimeros de lote 11-187-1, 11-188-1 y 11-198-1.

Véase la figura 6 para conocer los espectros de RMN de protones de PLA-PEG-lys-urea-glu purificado (después de
la eliminacion del paladio), numero de lote 44-49-1.

Véase la figura 7 para conocer la viscosidad inherente de PLA-PEG-lys-urea-glu purificado (después de la
eliminacion del paladio), lote nimero 44-49-1 y el precursor protegido PLA-PEG-lys-urea-glu(protegido)

Véase la figura 8 para consultar el contenido de paladio en el lote de PLA-PEG-lys-urea-glu crudo (antes de la
eliminacién del paladio) nimero 44-48-1 (cédigo de la muestra 11-204-1) y en el lote purificado (después de la
eliminacion del paladio) de PLA-PEG-lys-urea-glu nimero 44-49-1 (codigo de la muestra 11-204-2) determinado por
espectrometria ICP.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de preparacién de una nanoparticula que comprende:

proporcionar un agente de direccionamiento (AD);

proteger grupos funcionales de dicho agente de direccionamiento;

proporcionar un polimero de poli(etilenglicol) (PEG) funcionalizado;

hacer reaccionar el polimero de poli(etilenglicol) funcionalizado con el agente de direccionamiento protegido
(PRO-TA) para formar un complejo de agente de direccionamiento-polimero de PEG;

conjugar el complejo de agente direccionamiento-polimero de PEG con un segundo polimero para formar un
complejo de agente de direccionamiento-polimero de PEG-segundo polimero; y

mezclar el complejo de agente de direccionamiento-polimero de PEG-segundo polimero con un segundo
polimero y un agente terapéutico para formar una nanoparticula.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el poli(etilenglicol) es heterobifuncional y dicho agente de
direccionamiento esta unido covalentemente al extremo a de dicho poli(etilenglicol) y al menos un grupo funcional
iniciador de la polimerizacion esta presente en el extremo w de dicho poli(etilenglicol).

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que dicho al menos un grupo funcional iniciador de la polimerizacion
es un grupo hidroxilo (-OH) o un grupo amina (-NH-) en el extremo w libre que reacciona con un segundo polimero.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el segundo polimero comprende una mezcla de dos o mas
polimeros y contiene al menos un grupo funcional que reacciona con el grupo funcional presente en el extremo w
libre de dicho poli(etilenglicol) y dicho a al menos un grupo funcional de dicha mezcla de dos o mas polimeros es un
grupo hidroxilo, un grupo NHS o un grupo amina.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el segundo polimero o el copolimero es un copolimero de
poliéster que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de un grupo hidroxilo, un grupo NHS o un grupo
amina y que reacciona con el grupo funcional presente en el extremo libre w de dicho poli(etilenglicol).

6. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el segundo polimero o el copolimero es un copolimero de
poliéster que contiene al menos un grupo funcional seleccionado de un grupo hidroxilo, un grupo NHS o un grupo
amina y que reacciona con el grupo funcional presente en el extremo libre w de dicho poli(etilenglicol).

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que dicho copolimero de poliéster comprende un heteropolimero o
un homopolimero.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que dicho heteropolimero comprende unidades de acido lactico y de
acido glicolico o unidades de poli(acido lactico-co-acido glicdlico) y poli(lactida-co-glicolido) (PLGA); y dicho
homopolimero comprende unidades de acido glicélico (PGA), unidades de acido lactico (PLA), unidades de acido
poli-L-lactico, unidades de acido poli-D-lactico, unidades de acido poli-D,L-lactico, unidades de poli-L-lactida,
unidades de poli-D-lactida o unidades de poli-D,L-lactida.

9. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que dicho copolimero de poliéster se selecciona de polihidroxiacidos;
polimeros y copolimeros PEGilados de unidades de lactida y unidades de glicélido, PLA PEGilado, PGA PEGilado,
PLGA PEGilado, polianhidridos, poli(orto éster), poli(orto éster) PEGilado, poli(caprolactona), poli(caprolactona)
PEGilada, polilisina, polilisina PEGilada, poli(etileninlina), poli(etilenimina) PEGilada, poli(L-lactida-co-L-lisina),
poli(éster de serina), poli(4-hidroxi-L-prolina éster), poli[acido a-(4-aminobutil)-L-glicélico] oo derivados de los
mismos.

10. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el grupo funcional en el agente de direccionamiento es un
grupo acido carboxilico libre o un grupo hidroxilo libre y el grupo acido carboxilico libre o el grupo hidroxilo libre esta
protegido antes de hacer reaccionar el polimero funcionalizado de poli(etilenglicol) con el agente de direccionamiento
para formar un complejo de agente de direccionamiento-polimero de PEG.

11. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho grupo funcional de dicho segundo polimero es:

a) un grupo amina que reacciona con un grupo hidroxilo o un grupo de acido carboxilico en dicho complejo de
agente de direccionamiento-PEG; o

b) un grupo hidroxilo o un grupo NHS que reacciona con un grupo amina en dicho complejo de agente de
direccionamiento-PEG.

12. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que dicho grupo funcional de dicho segundo polimero o dicho
copolimero es:

a) un grupo amina que reacciona con un grupo hidroxilo o un grupo de acido carboxilico en dicho complejo de
agente de direccionamiento-PEG; o

b) un grupo NHS o un grupo hidroxilo que reacciona con un grupo amina en dicho complejo de agente de
direccionamiento-PEG.
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13. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho segundo polimero es una mezcla de al menos dos
polimeros que pueden ser el mismo polimero o un polimero diferente, en el que el primero de dichos al menos dos
polimeros contiene al menos un grupo hidroxilo o un grupo NHS como grupo funcional y el segundo de dichos al
menos dos polimeros contiene al menos un grupo amina como dicho grupo funcional.

14. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho agente terapéutico es un antibidtico, un agente
anticanceroso, agente antivirico, un agente antiinflamatorio, un agente de diagnéstico, un antigeno de vacuna o un
compuesto nutracéutico.

15. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho al menos un agente de direccionamiento se selecciona
de anticuerpos, ligandos de antigeno prostatico especifico de membrana (PMSA) y polipéptidos que se unen al
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptor de somatostatina (SSTR), receptor del factor de
crecimiento insulinico, receptores del acido félico, receptor HER2, receptor de interleucina 13, receptor peptidico
liberador de gastrina, CD30, receptor peptidico intestinal vasoactivo, receptor de gastrina, antigeno prostatico
especifico y/o el receptor de estrégeno.

16. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho procedimiento se realiza en un medio acuoso o en un
disolvente organico.
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Resultados de GPC
I P

I ! Poli- Area
M Mw MP Mz i Mzt dispersidad (ulis)

i Nombre
i delamuestra
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Resultados de GPC
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Resultados de GPC

Nombre

Mn

M

MP

Mz

Mz+1

Poli-
dispersidad

Area
(ulrs)

. de la muestra
1/11-187-1
2111-188-1

; 3

125487
174329
107628

92865
73135
77936

54646
48234
48733

28944
28240
26443

31382
20711
29148

1,750072
1,702407
1,7101086

17932
17452

17045

L S S S T

20.00 25,00
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LA St S S R B

0,00 5,00
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[,
35,00 40,00

1 T T T T
10,00 15,00 30,00

FIG. 4

46



ES 2 654 533 T3

0O'PE LR BSEL . PERE aﬁ.ﬁ] T | T2 e 29 13—

BrE'Y #5/BELT ER‘A@ LEEEEE  S@WET T
ESE'w BS/ERLT  BR'@ SEDRSE ESYET  TT
' 6z'evBT IT'T HSELY LZTOFT T
IL’s 95 ‘9EBT sL'E HEERIT PEELT AT
S5T'5 3T ' oEe o3’y HSERLT SIELT &T
SIS se'reET Sr'v ¥SREFL B5BLT BT
Faa BT L9ET 6 FTEEYT EPBLL AT

o ] PEL‘S BS/T£8C  TAE #2883 ETEIT BT
z8T’S s5/grez  mE'T ATBTHL BESLT ST
9IT's 5 vRET T SRITRT TS S
PET’S 1S /TEBT T o4t ] BERLL  EE
74 £E /@583 5509 RTEIT E6LLT  TE
BETL 82/s187  wi‘a 697185 552 S 2 4
£1T'L % 28Ez @1'd sEeEEr  EPIPT AL
53T L +E “E06T SE'% WEBLSE ZEePT &
I5E‘L B¢ 'EEET g'a BHSSEL TIEET B
LEE"L £T' G163 599 @IFVSE EESET 4
Bar’ L SE/ LSET = 0] ESEHIE BELET 9
EIS L L81 LBBE zi@ BELEQS g5SET &
£TS'L £/ DRBE [ 1K) STERIE BSSEL ¥
EES'L 624 ALBE L] BETTIE EtSET £ - .
LESL 6L/ TI8E 50'a BILITE SESET T <m U-H—
LEEE 28/ STBE 1] GISLIE SISET T
A13d ZH “19d 1M WdOLTY  OINNd 0214

sopetodisjutr ou sootd ep opelstT

47



ES 2 654 533 T3

[ BT A 1 T tavE R =T I - - W | S 1 .- S = - -+ SO [~
un....uEl\_

sP'T £8°BES &T'a BLETT BAEYT T
wwanﬂ .w_mumam mnun ITFE sSSP BT
bvir'T at’e@s #E'® FLLTT BYEYT 0T

65 TEPT (E'T85 ZE'® FITLET STEYT AL
TEr L €2 965 sE'n ¥ITST L@EYT BT
85T ] et'a HTGET TELPT LT
LIS ITEES 8% 'E HIWEHT ThivT  &T
55T TR ‘LTS 6 /B FEERES oLive ST
grs'T £ 'gI9 Tr'sc 52685 TELHT T
35T 8853 'St WIPLTE saser £t
ST 91 ‘559 =1 WELEES B59PT  ZE
55T 5% ‘679 o' Ix HEELEY E21-0 S 1 4
BLE'T 58 'BE9 ¥2 e HIRED SHEPT BT
BEST 53 5£9 EL'B HEDSLE YIIT 5
E6S T 5 'sEs =g PEITSE ISt &
v’ LZ'FRET BUB YHESTE  QEYLZ 2
TERE 30/ 95T  BOBAT  HELMTY  TELET B
TEYE 22591 ET'D TESERL  RELOT 5
TES'E H2/TLer EZ'® SBLATS  PTLRT v mm -U”—”rﬁ”
EE3E R/ SLRT  BLD EPIEYL  ZRLOE &
388 ‘5 £Le825T 2R £LSBI6  EEFOE T
BIB'E €6/ 5TST  BL'® SESCER  S9WRT I
qLdd ZH “TEE IH WMNLTY  OINNd 0014

soperTodaajur ou sootd ap ope3lsTIq

48



Pidd 5% c's 8% ae 5@ at g
1 1 i 1 1 AL 1 L i AL i 1 1 L 1 i 1 L 1 L 1 i i A i | 1

ES 2 654 533 T3

eo'ghn GEEE. STML . SUEL.. ELhs ev'ayE o gszae gLe - SO PRL—

LS FL - e HES¥S szesr  er
T S S4/588T 'y ¥EITT SEELT LT
5T’ S 9658z 5T’y FTHTEL [3"1 SEE 14
€305 /o383 LW ¥BIEE 236l 5T
Tet's 589980 'y MELBET seeLT vT
TS BT TLET BT'E RLFEPT STELT  £T
282'% 528482 25'% FELSTT TegLI  TI
ST, 5 8 vieg 8T RLLTT Lt S 24
EET § T 1682 sT'T FIFEST TERLT WX
857 B’ EBeT ] ATSLT BBl §
o6’ L 25/ S0ET sr'e ersEss  LeIvl  ®
me'e TLTRET jad-] aT¥LES CHILT 4
5354 ST/EA6Z  BS'Z ILBTVE esT 9
TRE' L EL/RFET s2'a EEFFTY BIEET 5
BEE'L 5 ‘9562 BL‘e ZERLEP  EBLET ¥ °
t25'L a5 /SN2t kel | SISTYS F55ET £ Um Uﬂrm
BIE L HE'@@RE (=N ] SEsely  LSSET T
TES'L 88" g08E 64'@ LTEEIF  FPSET I
KARE| ZH "1 IH w40ITY  OLNAd 0014
goperodiejutr ou go0oTd ap OpPEJIST

49



ES 2 654 533 T3

as "Oid

Widd a4 S az ST ge G'E
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 L L 1 L 1
TR =1 s CEE SLEL . GRGE GO SRR gegee  , EO0E
mn_w@..hr\_

gy’ o' 8i8 BE'® FEIEL HERYT D
muvun z€ 538 mmw ] ¥TLST LSEYT I
£+ T 5¢'sEs TE'e HEBET TEEET B
TeeE 54165 SE'9 HEBST LTEYT @D
889 ‘T 15655 sr'e #SELT =1 A
U 4 I8 E5S ar'a ¥Le0Z weivT 9T
]ET 5 ‘602 T FERRTT ¥PL¥T LT
» ST 19 ‘ST £L’ st FTTTLL TILME 9T
25 s’ £€'812 #' it SEIEL T82¥T 3L
pas’E BL 523 E6' 8T FPETPE T I
TE'T o' Lze 2311 ¥PDEDT &59¢T  ET
't =< ST'T FIEETS es9T I
#z't s 'ome s’ tL Pt shErT T
65T &' 5ER ee's HETTE sT9PT o1
TES'T 1T ‘ess 8’8 FIEBBY BTSPT &
£94's 98 "€8EL 'a TEESE  LETLZ 8
e 95'S%eT BB BAT  NEEFISY  SELeT 2
BIHIE SE‘SIFT ITe WELAEE  BYLRT 9
BLAIE eg/S¥T TR FESESE BT S
ELBIE =28 Yo% S <11 ] CBCYSE  BLLAT ¥
TegIE LTYBTST Ep@ HATHT E T
EIEE 1551 EI'@ BREITE  BLFOT T
LIRE 1€/8T51 I8 GIERLE  TLROT T

IL3d ZH “TEE LH VANLTY OLNNd 02Id

sopeTodiejut ou sootd ap

ope3sT]

50



ES 2 654 533 T3

97,57

T ) 1,

G, 3 EE, 38

PP

1313311
<ML EEHEAN

R EE L]

FOM

WM R RERR

NUMERO

FIG. 5SE

51

45

55

a0



ES 2 654 533 T3

sopeTodialut ou sootd ap

ope3sTT

AS DA

Pidd Ok o'l gz ST 0't G't
3 1 i 1 1 i i 1 1 1 1 i 1 1 i i i i 1 i L
SRR Ssi'm az'zLe 28115 e o 7 Zi'ZEL B0 R

S6E'T #1655 sr'e $EELIS  BLEVE ST
20 B2 85 ®e SLE9EE  LEEYT 43
sap'T 5585 'S WSTTE SSETT 9T ‘av05 ___
Pep’T L6835 sz'e AEDST BEE¥T 5T B
ey’ 5L 1865 ZE'B HTTIE oTEYT  ¥T
TeFT TESES Fa ] ASBET LIETT  ET
66%'T v 655 r'e AHERT TRLFE T
ST 5£°689 £5'¢ uSTETL ey I
5T E5 ‘913 56 %1 WSITES BT 8T
w8’ £2'819 e’st NTLLSS ZRLPT &L
395°T 9’539 £8°81 ABREST G937T &L
TE5'T aLrere ££°2 HERTSH BE¥T LT
eES'T 3z ‘sE9 w'E FSTEAE £TSPT 9T
zse'E 98 ‘BLET ir'e EvEERS TSITZ ST
9% 'E 38 'ERET =e TBESTL BELEZ  ¥T
15 LIS TTYERET it SISSES  SRIEZ  £C
#BEE ES'8EFT  SL'R $BSLIS  ZIGST  IC
sEE'E reeEERT  SCUe E08ILS  PEESY  TI
PESE ZEsBERT ER SrELEY SRESZ BT
e 93/55pT  BE'GE ¥ZBEYSE  SELET &
g3e's SE‘SHT ¥T'B 53 CEE S A
LEF'E BEEMT TR TITHYS  TEAT &
TEIE BoTAMT 2R e80T EzLer  ®
PES'E BT LB EITPEY  BELOT S
sBe'E 2E/8IST  FT'@ £IGHEE  FATAT &
$TRE [0 S < TEBESL  S4MRE €
18 'E E5'SZST $T B TEZTEIE  EIFET I
sTEE PIIREST  SEYB £6LTIS  LvRET L
9134 ZH 194 IH WMOLTY  OINNd 0014

52



Sy s g3 a's

ES 2 654 533 T3

B S e — J_ .!lif
£ m'y TERL . BERE . iR WD SupEs o'g 84E

ovoggas

ast'w L7'889T e BLIT £9%61  ET
Ty ez'seit  wa's sEtas ersEL BT
L 16'90eT ve'e FEBEY TESEL &L
LHE' 90 ¢ELT SR aEES IB¥EL BT
vet'y EE‘oviT s2's 5TTAL EEFET AT
ERE'w E9 ‘IScT 09 TLEEY ¥IFEL ST
By ST'5RET EOB EYELY ETAIET ST
FEL'Y EZ'EIET  E8'® TSRy L1
e’y B3 'sTET €' TSELE BYSST  EL
968’5 £9'3E0T a0 PIGRE *EOST DL
8IS ES‘ev@T  SO'C ¥OEFL YIRSl L
W' S BI'9SBT 5E'E ITITS TEELT BT
IST'S 9% ‘@987 fx i ¥ETES EET &
9T 5 TE'¥9AT LTS FLSTI S56LT §
LA -1 ES ‘298z SE'w BLTHS BHEIT L
5ET‘S E0‘TiBT  STE FEETT SLELL 9
EBT/5 IT'5RT S5'T FEREE WAL 5
. LTS ﬂﬁ.ﬁ B3’z ITHE 58I ¥
<© w“—m TS sc'tser @'z T TR OE
z51'E 2 'B5ET BS'D EETEDL PELLT T
LR S EE'REIT  E6'® MLBTT BT T
qLad ZH “Tad IH LTy OINNd 0014

sopetodiajur ou sood1d sp opelsT

53



g'g 0% 5 oz gz a'e g'e

ES 2 654 533 T3

BSE EFS0L 99'0ZE A2} GLR) ZE'9L I -
= @l
¥E'E
_E__@t_

Q,L 62’9 sdd vE'E Wed TT'@ TE
F5'% 2 238 i '8 13
oSt was 9’ Hod %68 &2
3'Er Had TB'T ldd 60°T 2T
SBITEYE W4 ST Kdd ¥2°T LE
TE'SIRE W4 BT Mdd TE'T T
6T'BFETE  Wdd 9F T ude TR'T 5%
EP/ERT  Bhad 56T Wl €8T t4]
897921 skdd EX'Z Wad E2°T €2
iB'te Héd .nm.N Hdd 0T zZE
2L/TIL dd ¥5'T Mdd £9'Z Tz
- TE'SL Sdd LT Kdd ¥E'T az
M—© UHrm SI'h  Wda GB'E Wdd I 51
SE'ES Had L0'E Mdd FE'E £
¥558%7  Wdd TP E M E5E LT
ELOBTTLT Wdd V5 'E Med 9L'E E14
8LTIT dd B8 E Ydd BE'E k14

HOTVA v 3a Od3INNN

54



ES 2 654 533 T3

L O

8000 60£°0 vIE0 €0€0 TO Ow.ojolI0[D n|3-eain-sA|-934-v1d T-6v-v¥
0 8610 86T°0 8610 T0 OSWda n|3-eaun-sA|-034-v1d 1-6v-vv
9100 LTC0 S0C'0 6CC0 10 OSING (opiBeyjoud) eain-sA-93d-v1d a101/061poo| 9-96T-TT
3/1p 3/1p 3/1p p/3 IA 3P
Jepuelsa Al zohesuz | Tohesu | o M__MHMMMM 910|/081p9)
uopelnsaqg | olpawoug | 3judsayul pepisodsiA | epouod | asyusajosig eJ3sanwi e| ap uondiIsaq easan

55



ES 2 654 533 T3

8 "OId

widd LT wschd BE olpeled ZREF-S Pt = 1 i A 1
wikd 0BgL widd GBIE olpeled LBERS -0Z-1 1
oavolldnNa ¥od
sSoav.iinsay (s)oavliins3y SISITYNY dv1713addl vd1S3anAvi13aal

56



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

