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DESCRIPCION
Polimeros de amina para su uso como secuestrantes de acidos biliares
Campo de la invencién

La presente invenciéon se refiere en general a polimeros de amina utiles para unir acidos biliares en el tracto
gastrointestinal de un paciente que necesita la eliminacion de acidos biliares. Estos polimeros y composiciones
farmacéuticas de los mismos son Utiles para reducir el colesterol, particularmente, lipoproteinas de alta densidad (no
HDL), o mas en particular, colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL), en pacientes que lo necesitan.

Antecedentes de la invencion

El colesterol es utilizado por el cuerpo como componente estructural de las membranas celulares. Ademas, es un
elemento basico para la produccion de muchas hormonas, esteroides suprarrenales, vitamina D y acidos biliares.
Los niveles elevados de colesterol transportados en particulas de colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-
C), o menos especificamente, colesterol no transportado en particulas de colesterol de alta densidad (no HDL-C) se
asocian con un mayor riesgo de enfermedad coronaria. Se ha confirmado un vinculo directo entre el colesterol alto
en sangre y la enfermedad cardiovascular (ECV) para los ensayos con estatinas y sin estatinas, consistente con una
relacion directa entre la disminucion del LDL-C y la reduccion de las ECV. Estos estudios y muchos otros han llevado
a recomendaciones de las autoridades sanitarias para reducir los niveles elevados de colesterol total y LDL-C.

Los acidos biliares son detergentes anfipaticos con propiedades de formacion de micelas que se sintetizan en el
higado a partir del colesterol y solubilizan lipidos para ayudar en su captacion del lumen gastrointestinal. Los acidos
biliares comunes encontrados en el ser humano incluyen acidos biliares no conjugados (por ejemplo, acido colico,
acido quenodesoxicdlico, acido desoxicodlico, acido litocolico) y acidos biliares conjugados (por ejemplo, acido
taurocodlico, acido glicocdlico, acido glicoquenodesoxicdlico, acido tauroquenodesoxicdlico, acido glicodesoxicdlico,
acido taurodesoxicélico, acido glicolitocolico y acido taurolitocolico). Después de una comida, los acidos biliares se
liberan por la vesicula biliar. Al pH del ileo, los acidos biliares estan predominantemente desprotonados y estan en
su forma de sal. La mayoria de los acidos biliares se reabsorben, principalmente por transporte activo en el ileon
distal, siendo la eliminacion en las heces la via principal de excrecién de colesterol.

Un secuestrante de acidos biliares puede unirse a los acidos biliares para evitar la reabsorcion de los acidos biliares
y causar que una mayor cantidad de acidos biliares se excreten en las heces. El secuestrante reduce la cantidad de
acidos biliares reabsorbidos por el intestino y posteriormente transportados al higado. Para compensar esta
alteracion en la circulacion enterohepatica y la consiguiente reduccion de la reserva de acidos biliares enddégenos, la
7-alfa-hidroxilasa de colesterol hepatica esta regulada positivamente. Esto da como resultado una conversion
adicional de colesterol en acidos biliares, restaurando asi la reserva de acidos biliares. La regulacion excesiva de la
conversion de colesterol a acidos biliares también implica una cascada de sefializacién que da como resultado la
regulacion positiva de los receptores LDL hepaticos y la consecuente disminucion de los niveles séricos de LDL-C,
entre otros efectos.

Los secuestrantes de acidos biliares existentes no reducen la concentracion sérica de LDL-colesterol lo suficiente sin
requerir que el paciente tome grandes cantidades del secuestrante u otro farmaco que se combine con el
secuestrante (por ejemplo, estatinas). Estos reducen el cumplimiento y la tolerancia del paciente. Por lo tanto, se
necesitan secuestrantes de acidos biliares capaces de eliminar mas eficazmente las sales biliares del tracto
gastrointestinal con dosis iguales o menores.

Resumen de la invencion
La presente invencién se refiere a un polimero de amina que comprende unidades de repeticiéon derivadas de la

polimerizacion de un monémero de amina y un monoémero de reticulacion, en el que el monémero de amina es una
amina de féormula 2 que tiene la estructura:
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H2N\ /NH2
N——R;—NL_
R RZ\
/ NH,

en el que cada R; es independientemente alquileno C; a Cg o alquileno C, a Cg en el que uno o mas de los grupos -
CH- del grupo alquileno esta sustituido por al menos un grupo funcional amida, y Rs es alquileno C, a Cy», arileno,
diformilheterociclo, o alquileno C; a Cg en el que uno o mas de los grupos -CH- del grupo alquileno esta sustituido
por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo; y

el monémero de reticulacion es guanidina, una sal de guanidinio, un compuesto que tiene la férmula X-R+-X, o una
combinacioén de los mismos, en el que cada X es independientemente un grupo saliente, R1 es alquileno Cg a C1s 0
alquileno Cs a Csp en el que uno o mas de los grupos -CH; del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo
funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo, o uno o mas de los grupos -CH; del grupo
alquileno esta sustituido por hidroxi; y

en el que al menos uno de R1 0 Rz es un grupo hidréfobo que tiene un log P calculado (c Log P) superior a 4.
El polimero de amina de la invencion es eficaz para unir y eliminar sales biliares del tracto gastrointestinal.

Otro aspecto en el que el polimero de amina de la invencion es eficaz para unir y eliminar las sales biliares del tracto
gastrointestinal es un polimero de amina que comprende las unidades de repeticion derivadas de la polimerizacion
de un mondmero de amina que tiene seis, siete u ocho sitios de reaccién posibles y un mondmero de reticulacion
que tiene dos o tres posibles sitios de reaccion, en el que la relacién molar del monémero de amina al monémero de
reticulacion esta en el intervalo de 1: 3 a aproximadamente 1: 1, y en el que: el polimero se une al fosfato in vitro en
una cantidad de menos de 0,3 mmol/gramo de polimero cuando se mide usando un ensayo B; y el polimero se une
a los acidos biliares con una capacidad in vitro superior a aproximadamente 3 mmol/gramo de polimero cuando se
mide usando un ensayo B.

Aun otro aspecto en el que el polimero de amina de la invencioén es eficaz para unir y eliminar las sales biliares del
tracto gastrointestinal es un polimero de amina que comprende unidades de polimero que tienen nodos de carga
positiva separados por segmentos alifaticos, en el que los nodos de carga positiva tienen una densidad de carga de
al menos 19,0 mEg/g y un peso molecular de al menos 200,0 g/mol y al menos un segmento alifatico esta unido a
cada nodo de carga positiva, el al menos un segmento alifatico que tiene un log P calculado (c Log P) superiora 4y
en el que cada uno de los nodos de carga positiva no contiene un segmento alifatico que tiene un log P calculado (c
Log P) superior a 4

Un aspecto adicional en el que el polimero de amina de la invencion es eficaz para unir y eliminar sales biliares del
tracto gastrointestinal es un polimero de amina que comprende unidades del polimero que tienen nodos de carga
positiva separados por segmentos alifaticos, en el que los nodos de carga positiva tiene una densidad de carga
superior a 17,3 mEqg/g y la estructura de formula A

cada Ry es independientemente alquileno C3 a Cg 0 alquileno Cz a Cg en el que uno o mas de los grupos -CH; del
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grupo alquileno esta sustituido por un grupo funcional amida; y en el que al menos un segmento alifatico esta unido
a cada nodo de carga positiva, cada segmento alifatico que tiene un log P calculado (c Log P) superior a 4.

Un aspecto adicional en el que el polimero de amina de la invencion es eficaz para unir y eliminar las sales biliares
del tracto gastrointestinal se refiere a un polimero de amina que comprende unidades de repeticion derivadas de la
polimerizacion de un monémero aminico de férmula 2 y un monémero de reticulacion, en el que cada R; es
independientemente alquileno C, a Cg o alquileno C; a Cg en el que uno o mas de los grupos -CH; del grupo
alquileno esta sustituido por un grupo funcional amida; y Rs es alquileno C, a C», arileno, diformilheterociclo, o
alquileno C; a Cq2 en el que uno o mas de los grupos -CH; del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo
funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo; y una porcién de los atomos de nitrégeno del
polimero de amina estan sustituidos por un ligando seleccionado entre aminoalquilo, arilo, arilalquilo, oxoalquilo,
cicloalquilo, (cicloalquil) alquilo, guanidino, heterociclo, heterocicloalquilo, (trialquilamonio) alquilo, 2-(amino
protegido)-m-(heterociclo)-1-oxoalquilo C;,, 2-(amino protegido)-1-oxoalquilo Cy, 2-(amino protegido)-3-metil-1-
oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-4-metil-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-1-oxo-m-arilalquilo C,, 2-(amino
protegido)-m-(alquiltio)-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-m-(aril)-1-oxoalquilo Cy,, 2-(amino protegido)-m-carboxi-
1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-guanidino-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-(m-1)-hidroxi-1-oxoalquilo
Cm, 2-(amino protegido)-m-hidroxi-1-oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-m-mercapto-1-oxoalquilo Cn, m-
(alquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(alquilheterociclo) alquilo Cn,, m-amino-2-(amino protegido)-1-oxoalquilo Cy,, m-
amino-2-(amino protegido)-1,m-dioxoalquilo Cn, m-(x-aminoalquilo Cy) heterocicloalquilo Cn, (m-1)-amino-m-
(heterociclo)-1-oxoalquilo Cy,, m-(arilalquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-(alquiltio) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cy,,
m-(x-aminoalquilamino  Cx)-m-oxoalquilo Cn, m-(x-amino-x-oxoalquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cmn, m-(x-
carboxialquilamino Cy)-m-oxoalquilo C,, m-(heterocicloalquilamino)-m-oxoalquilo Cn,, m-(x-hidroxialquilamino Cy)-m-
oxoalquilo Cr,, m-((x-1)-hidroxialquilamino C)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-mercaptoalquilamino C)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-
trialquilamonioalquil Cy) heterocicloalquilo Cy,, m-(x-(2-(alcoxi) benzamido) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-(3-
(alcoxi) benzamido) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cr, m-(x-(4-(alcoxi) benzamido) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cy,,
un ligando de férmula 4

*—Rgss Ra7 Rag (4)

0 una combinacion de los mismos, en la que R4 es alquileno Cs a C+s, Ra7 €s 1,y-bis (1-metilpiperidin-4-il) alquileno
Cy, Rug es alquilo Cs a C16, m es un nimero entero de 3 a 12, x es un numero entero de 1 a 12, y es un numero
entero de 1 a 14, y z es un numero entero de 1 a 16.

Otro aspecto mas es un polimero de amina util como secuestrante de acidos biliares, en el que, en una solucion
tampon a 37 °C que contiene menos de 2,6 mM de acido taurocdlico, el polimero de amina se une mas al acido que
el sevelamer y en una solucién tampon a 37 °C que contiene mas de 5,0 mM de acido taurocolico, el polimero de
amina se une a mas acido al biliar que el colesevelam.

Otros objetos y caracteristicas seran en parte evidentes y en parte se sefialaran a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A es un grafico de la concentracion de acido taurocdlico libre frente a la concentracién de acido
taurocolico unido para varios aglutinantes de acidos biliares a concentraciones de acido taurocdlico de hasta 20 mM.

La Figura 1B es el mismo grafico que la Figura 1A a concentraciones de acido taurocdlico de hasta 5 mM.

La Figura 2A es un grafico de la concentracion de acido glicodesoxicoélico no unido frente a la concentracion de acido
taurocolico unido para diversos aglutinantes de acidos biliares a concentraciones de acido glicodesoxicélico de hasta
20 mM.

La Figura 2B es el mismo grafico que la Figura 2A a concentraciones de acido glicodesoxicolico de hasta 5 mM.
Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente invencion es un polimero de amina util para unir sales biliares, composiciones farmacéuticas que
comprenden el polimero de amina y el uso del polimero de amina de la invencién que es eficaz para unir y eliminar
sales biliares del tracto gastrointestinal en el tratamiento de la hipercolesterolemia, la diabetes u otras afecciones

que podrian beneficiarse del secuestro de acidos biliares en el tracto gastrointestinal y/o la excrecion fecal
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aumentada de acidos biliares y/o metabolitos de acidos biliares, administrando el polimero de amina a un sujeto
animal que lo necesite. Los polimeros de amina exhiben una afinidad y/o capacidad mayores para unirse a las sales
biliares y/o su retencién en comparacion con los secuestrantes de acidos biliares comerciales. Los polimeros tienen
una combinacion de enlaces de hidrégeno y propiedades electrostaticas, atomos de nitrégeno cargados,
hidrofobicidad y/o arquitectura de polimero para proporcionar una afinidad y/o capacidad mayores por las sales
biliares. Los términos "acido biliar" y "sal biliar" se usan indistintamente en este documento y los expertos en la
técnica comprenderan que un acido biliar estara presente en forma de sal y, en menor medida, en la forma
protonada en el tracto gastrointestinal.

Ademas, el polimero de amina comprende unidades del polimero que tienen nodos de carga positiva separados por
segmentos alifaticos. Los nodos de carga positiva tienen una densidad de carga de al menos 19,0 mEg/g y un peso
molecular de al menos 200,0 g/mol y al menos un segmento alifatico esta unido a cada nodo de carga positiva, al
menos un segmento alifatico que tiene un log P calculado (c Log P) superior a 4 y en el que cada uno de los nodos
de carga positiva no contiene un segmento alifatico que tiene un log P calculado (c Log P) superior a 4.

En algunos casos, el polimero de amina comprende unidades del polimero que tienen nodos de carga positiva
separados por segmentos alifaticos, en los que los nodos de carga positiva tienen una densidad de carga superior a
17,3 mEqg/g y la estructura de formula A

en la que cada Ry es independientemente alquileno C3 a Cg 0 alquileno C3z a Cg en el que uno o mas de los grupos -
CH> del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida; y en el que al menos un segmento alifatico
esta unido a cada nodo de carga positiva, cada segmento alifatico que tiene un log P (c Log P) superior a 4. Los
segmentos alifaticos que separan los nodos de carga positiva pueden ser un alquileno Cg a Cs, 0 alquileno Cg a Csp
en el que uno o mas de los grupos -CH» del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida,
carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo. Para algunos de los polimeros, el polimero se une al fosfato in
vitro en una cantidad de menos de 0,3 mmol/gramo de polimero cuando se mide usando un ensayo B; y el polimero
se une a los acidos biliares con una capacidad in vitro superior a aproximadamente 3 mmol/gramo de polimero
cuando se mide usando el ensayo B. En algunos casos, el polimero se une al fosfato in vitro en una cantidad de
menos de 0,2 mmol/gramo de polimero cuando se mide usando el ensayo B. Ademas, en algunos de los polimeros,
cada uno de los nodos de carga positiva no contiene un segmento alifatico que tenga un log P calculado (c Log P)
superior a 4.

Un polimero de amina también puede comprender unidades de repeticion derivadas de la polimerizacion de un
monémero de amina y un mondmero de reticulacion, en el que el monémero de amina es una amina de férmula 2
que tiene la estructura:

H>N NH

2 \ / 2
Ra /Rz

N—R3—N\

R
R 2

/o “SNH,

HoN (2)

en la que cada R; es independientemente alquileno C; a Cs o alquileno C, a Cg en el que uno o mas de los grupos -
CH> del grupo alquileno estan sustituidos por al menos un grupo funcional amida, y Rs es alquileno C; a C12, arileno,
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diformilheterociclo, o alquileno C; a Cg en el que uno o mas de los grupos -CH> del grupo alquileno estan sustituidos
por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo; y el monémero de reticulacion es
guanidina, una sal de guanidinio, un compuesto que tiene la férmula X-R1-X, 0 una combinacién de los mismos, en el
que cada X es independientemente un grupo saliente, R1 es alquileno Cg a C1g, 0 alquileno Cs a Csp en el que uno o
mas de los grupos -CH del grupo alquileno estan sustituidos por una amida, un carbonilo, un éter, un éster, un
cicloalquilo, un arilo, o un grupo funcional heterociclo, o uno o mas de los grupos -CH; del grupo alquileno estan
sustituidos por el polimero de amina de la invencidon que es eficaz para unir y eliminar las sales biliares del tracto
gastrointestinal. En algunos casos, R1 es alquileno Cg a C16, 0 alquileno Cs a Csp en el que uno o mas de los grupos -
CH> del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o
heterociclo.

Algunos de los polimeros de amina descritos en este documento anteriormente se derivan de un monémero de
amina que es una amina de férmula 2 en la que cada R; es independientemente alquileno C; a Cs 0 alquileno C; a
Cs en el que uno o mas de los grupos -CH> del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida, y R3
es alquileno C; a Cy», arileno, diformilheterociclo, o alquileno C; a Cg en el que uno o mas de los grupos -CH; del
grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo.
En algunos casos, el monémero de reticulacion usado en la obtencion de los polimeros es guanidina, una sal de
guanidinio, un compuesto que tiene la férmula X-R4-X, o una combinacién de los mismos, en el que cada X es
independientemente un grupo saliente, R1 es alquileno Cg a C1g, dimetilbifenilo o alquileno C; a Cso en el que uno o
mas de los grupos -CH> del grupo alquileno esta sustituido por un grupo funcional fenilo, piperidinio o imidazolio. En
algunos casos, Ry es alquileno Cg a C+g, dimetilbifenilo, o alquileno C, a Cso en el que uno o dos de los grupos -CH;
del grupo alquileno estan sustituidos por grupos funcionales de uno o dos de fenilo, piperidinio o imidazolio.

Otros de los polimeros de amina descritos en este documento se derivan de la polimerizacién de una amina de
férmula 2 en la que cada Rz es independientemente alquileno C, a Cs o alquileno C, a Cs en el que uno o mas de los
grupos -CH; del grupo alquileno esta sustituido por un grupo funcional amida, y Rs es alquileno Cg a Css, arileno,
diformilheterociclo, o alquileno Cg a C16 en el que uno o mas de los grupos -CH. del grupo alquileno estan sustituidos
por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo; y un monédmero de reticulacion
que es un compuesto que tiene la férmula X-R¢-X, en el que cada X es independientemente un grupo saliente, Ry es
alquileno C; a Cg 0 alquileno C; a Cs en el que uno o mas de los grupos -CH; del grupo alquileno estan sustituidos
por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo, o uno o mas de los grupos -CH.
del grupo alquileno estan sustituidos por hidroxi.

Los polimeros de amina derivados de un mondémero de amina de Férmula 2 pueden tener un Rz de etileno,
propileno, butileno, pentileno, hexileno, heptileno, octileno, decileno, undecileno, dodecileno, 3,3’-(1H-imidazol-3-io-
1,3-diil) dipropilo, 1,4-fenilendimetilo, 1,6-dioxohexano-1,6-diilo o 2,6-diformilpiridina. Ademas, en algunos polimeros
de amina derivados de un mondémero de amina de Féormula 2, Rs es alquileno C3; a Ci2; particularmente, Rs es
butileno; también R; puede ser decileno o dodecileno. Ademas, para polimeros de amina derivados de un monémero
de amina de Férmula 2, cada R puede ser independientemente alquileno C, a Cs; cada R, puede ser
independientemente alquileno C, a Cy; particularmente, cada Rz puede ser propileno.

Muchos de los polimeros de amina descritos en la presente memoria pueden experimentar una reaccion de
polimerizacién posterior, que comprende la reaccién del polimero de amina con al menos un mondémero de
reticulacion o un ligando adicionales. Cuando los polimeros de amina experimentan dicha reaccion de polimerizacion
posterior con dos mondémeros de reticulacién, la reacciéon puede proceder tanto con los monémeros de reticulacion
presentes (por ejemplo, usando mondémeros de reticulacion con diferentes tasas de reactividad) o el monémero
amino puede reaccionar con un monoémero de reticulacion y a continuacion reaccionar con el segundo monémero de
reticulacion (por ejemplo, los mondmeros de reticulacion se afiaden secuencialmente al reactor o el polimero se
recupera antes de la reaccién con el segundo mondémero de reticulacién). Estas reacciones con dos o mas
monoémeros de reticulacion diferentes pueden proporcionar un rendimiento mejorado o caracteristicas fisicas
mejoradas.

Ademas, el monémero de amina es distinto de un dendrimero en el que un dendrimero tiene una estructura fractal
hiperramificada que emana de un nucleo central y consiste en un gran ndmero de grupos terminales con un
crecimiento geométrico definido (Peppas et al., "Dendrimers and star polymers for pharmaceutical and medical
applications", Proceed. Intern. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater, 20:143-144 (1993)).

En algunos de los polimeros de amina, el mondmero de reticulacion es guanidina, un compuesto que tiene la

féormula X-R+-X en la que R¢ es alquileno Cg a C16, 0 una combinacién de los mismos, y el polimero comprende un
comondémero, siendo el comondmero alcano Cy-1,m-diildiamina, alquilendicicloalcanamina, (m-aminoalquilo Cy,)
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heterociclo, 3-(m-aminoalquilo Cr)-1H-imidazol-3-io, 0 una combinacién de los mismos, en el que m es un numero
entero de 2 a 16, y cada X es independientemente un grupo saliente, tal como hexano-1,6-diildiamina, heptano-1,7-
diilamina, octano-1,8-diildiamina, nonano-1,9-diilamina, decano-1,10-diildiamina, undecano-1,11-diilamina,
dodecano-1,12-diildiamina, 4,4’-metilendiciclohexanamina, 3-(3-aminopropil)-1H-imidazol-3-io, o una combinacién de
los mismos. En algunos de los polimeros de amina, R1 es alquileno Cg a C14; particularmente, Ry es decileno o
dodecileno. En otros polimeros de amina, R+ es alquileno C, a Cs 0 alquileno C, a Cs en el que uno o mas de los
grupos -CH; del grupo alquileno estan sustituidos por hidroxi; particularmente, Ry es -CH>-CH(OH)-CH.-, y el
polimero comprende el comonémero.

En los polimeros de amina en el que el monémero de reticulacién es X-R+-X, X es halo, epoxi, diaziridino, mesilato,
sulfato, fosfato, aldehido, cetona, o una combinacién de los mismos. Los grupos salientes son bien conocidos y se
pueden seleccionar entre los conocidos en la técnica, tales como los de Larock, Comprehensive Organic
Transformations (VCH1989), por ejemplo, p. 397 et seq.

Los polimeros de amina pueden comprender un comonémero, el comonémero es alcano Cn-1,m-diildiamina,
alquilendicicloalcanamina, (m-aminoalquilo Crn) heterociclo, 3-(m-aminoalquilo Cy)-1H-imidazol-3-io, o una
combinacion de los mismos, en el que m es un nimero entero de 2 a 16, y cada X es independientemente un grupo
saliente.

Las diversas realizaciones reflejan que el polimero de amina tiene nodos de carga positiva separados por
segmentos alifaticos. Los segmentos alifaticos son preferentemente hidrofobos. La hidrofobicidad se combina con
suficiente carga positiva para una afinidad y retencion eficiente y efectiva de las sales biliares. La combinacion
proporciona una mejora inesperada en la afinidad de union a acidos biliares, capacidad de union, retencion y
eliminacién en comparacion con (i) aglutinantes de acidos biliares convencionales que tienen agentes de reticulacion
hidrofilos que evitan el colapso de la red del polimero debido a la absorcién de elementos hidréfobos, tales como
acidos biliares y acidos grasos presentes en el tracto gastrointestinal y (ii) aglutinantes de acidos biliares
convencionales con densidad de carga insuficiente en proximidad a los elementos hidréfobos. En diversas
realizaciones, un nodo de carga positiva generalmente es una coleccion de tres o mas atomos de nitrégeno que se
define por una combinacién apropiada de densidad de carga, peso molecular y/o estructura. La densidad de carga
de un nodo generalmente es superior a 16,5 mEq/g, superior a 17,3 mEq/g, superior a 19 mEqg/g, y aun mas
especificamente superior a 22 mEq/g. La densidad de carga se calcula de acuerdo con las férmulas conocidas por
los expertos en la técnica, suponiendo un grado de ionizacién del 100 % de los atomos de nitrégeno para los fines
del célculo. La formula utilizada en este documento es que la densidad de carga en unidades mEg/g es igual al
numero de atomos de nitrégeno en el nodo multiplicado por uno sobre el peso molecular del nodo multiplicado por
mil o (n.° de atomos de N) x (1/molecular peso) x (1000). El peso de la formula del nodo de carga positiva se calcula
para la amina neutra afiadiendo atomos de hidrogeno a cada atomo de nitrégeno del nodo hasta que cada atomo de
nitrégeno tenga tres enlaces. Los nodos de carga positiva pueden tener un peso molecular superior a 50 mol/g,
superior a 100 mol/g, superior a 125 mol/g o superior a 200 mol/g. Por ejemplo, la densidad de carga y el peso
molecular para varios nodos se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1

Densidad de carga y peso molecular de los nodos seleccionados

Nodo Peso molecular | Densidad de
carga (mEq/g)
. 43,07 23
NH,
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HzN‘\_\ 131,22 22,9
NH
H,N
HZN\/\/\/\ 116,20 17,2
NH,
N 316,53 19,0
W\ ////NHZ
/NW\N
H,N H\
NH,
HMN 372,64 16,1
\H ////NHZ
N NN
HzNJJ H\
NH,
N 428,74 14,0
NH;,
N
HoN \\\\NH2
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(’ 544,73 18,4

Un nodo de carga positiva preferentemente tiene la estructura de formula A

. A -
H2N,
Rao
h Y
il
R
/S
T—N
H

en la que cada Ry es independientemente alquileno C3 a Cg 0 alquileno C3z a Cg en el que uno o mas de los grupos -
CH> del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida.

En algunas realizaciones, los nodos de carga positiva estan separados por segmentos alifaticos hidréfobos. La
hidrofobicidad de un segmento alifatico se expresa mediante el log P calculado, como se analiza en este documento.

El polimero de amina también puede comprender unidades de repeticién derivadas de la polimerizacion de un
monoémero de amina de féormula 2 y un monémero de reticulacion, en el que el mondémero de amina de férmula 2
tiene la estructura:

HzN\R R/NH2
2\ / 2
N Rs N\
Rz Rz\
/ NH,
H>N 2)

en la que cada R; es independientemente alquileno C; a Cg o alquileno C, a Cg en el que uno o mas de los grupos -
CH del grupo alquileno estan sustituidos por un grupo funcional amida; y Rs es alquileno C,; a Ci2, arileno,
diformilheterociclo, o alquileno C; a C+2 en el que uno o mas de los grupos -CH. del grupo alquileno estan sustituidos
por un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo; y una porcién de los atomos de
nitrégeno del polimero de amina estan sustituidos por un ligando seleccionado entre aminoalquilo, arilo, arilalquilo,
oxoalquilo, cicloalquilo, (cicloalquil) alquilo, guanidino, heterociclo, heterocicloalquilo, (trialquilamonio) alquilo, 2-
(amino protegido)-m-(heterociclo)-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-3-metil-
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1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-4-metil-1-oxoalquilo C,, 2-(amino protegido)-1-oxo-m-arilalquilo Cy,, 2-(amino
protegido)-m-(alquiltio)-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-m-(aril)-1-oxoalquilo Cy,, 2-(amino protegido)-m-carboxi-
1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-guanidino-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-(m-1)-hidroxi-1-oxoalquilo
Cm, 2-(amino protegido)-m-hidroxi-1-oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-m-mercapto-1-oxoalquilo Cn, m-
(alquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(alquilheterociclo) alquilo Cn,, m-amino-2-(amino protegido)-1-oxoalquilo Cy,, m-
amino-2-(amino protegido)-1,m-dioxoalquilo Cn, m-(x-aminoalquilo Cy) heterocicloalquilo Cn, (m-1)-amino-m-
(heterociclo)-1-oxoalquilo Cy,, m-(arilalquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-(alquiltio) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cy,,
m-(x-aminoalquilamino  Cx)-m-oxoalquilo Cn, m-(x-amino-x-oxoalquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cmn, m-(x-
carboxialquilamino Cy)-m-oxoalquilo C,, m-(heterocicloalquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-hidroxialquilamino Cy)-m-
oxoalquilo Cr,, m-((x-1)-hidroxialquilamino C)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-mercaptoalquilamino C)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-
trialquilamonioalquil Cy) heterocicloalquilo C,, m-(x-(2-(alcoxi) benzamido) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-(3-
(alcoxi) benzamido) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cr, m-(x-(4-(alcoxi) benzamido) alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cy,,
un ligando de férmula 4

*

Ras— Ry7 Ra4s 4)

0 una combinacion de los mismos, en la que R4 es alquileno Cs a C1s, Rsa7 €s 1,y-bis (1-metilpiperidin-4-il) alquileno
Cy, Ru4g es alquilo Cs a C16, m es un nimero entero de 3 a 12, x es un numero entero de 1 a 12, y es un numero
entero de 1 a 14, y z es un numero entero de 1 a 16.

Los polimeros de amina descritos en la presente memoria también pueden tener una parte de los atomos de
nitrégeno del polimero de amina sustituidos por un ligando después de la polimerizacion de alquilo, aminoalquilo,
arilo, arilalquilo, oxoalquilo, cicloalquilo, (cicloalquil) alquilo, guanidino, heterociclo, heterocicloalquilo,
(trialquilamonio) alquilo, 2-(amino protegido)-m-(heterociclo)-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-1-oxoalquilo C, 2-
(amino protegido)-3-metil-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-4-metil-1-oxoalquilo C,, 2-(amino protegido)-1-oxo-m-
arilalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-(alquiltio)-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-(aril)-1-oxoalquilo Cr, 2-
(amino protegido)-m-carboxi-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-m-guanidino-1-oxoalquilo Cy, 2-(amino protegido)-
(m-1)-hidroxi-1-oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-m-hidroxi-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-mercapto-1-
oxoalquilo Cr,, m-(alquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(alquilheterociclo) alquilo Cr,, m-amino-2-(amino protegido)-1-
oxoalquilo Cr,, m-amino-2-(protegido amino)-1,m-dioxoalquilo Cr,,, m-(x-aminoalquilo Cy) heterocicloalquilo Cr, (m-1)-
amino-m-(heterociclo)-1-oxoalquilo Cn, m-(arilalquilamino)-m-oxoalquilo Crn, m-(x-(alquiltio) alquilamino Cy)-m-
oxoalquilo Cr,, m-(x-aminoalquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-amino-x-oxoalquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-
carboxialquilamino Cy)-m-oxoalquilo C,, m-(heterocicloalquilamino)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-hidroxialquilamino Cy)-m-
oxoalquilo Cr,, m-((x-1)-hidroxialquilamino C)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-mercaptoalquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-
trialquilamonioalquilo C) heterocicloalquilo C,, m-(x-(2-(alcoxi) benzamido) alquilamino C)-m-oxoalquilo Cr,, m-(x-
(3-(alcoxi) benzamido) alquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cr, m-(x-(4-(alcoxi) benzamido) alquilamino Cy)-m-oxoalquilo
Cnm, un ligando de formula 4

*

Ris— Ra7 Ras 4)

0 una combinacién de los mismos, en la que Ryg es alquileno Cs a C+6, Ra7 €5 1, y-bis (1-metilpiperidin-4-il) alquileno
Cy, Ru4g es alquilo Cs a C16, m es un nimero entero de 3 a 12, x es un numero entero de 1 a 12, y es un numero
entero de 1 a 14, y z es un numero entero de 1 a 16.

En algunas realizaciones, el ligando es arilalquilo seleccionado entre naftalen-2-ilalquilo o naftalen-1-ilalquilo;
heterocicloalquilo seleccionado entre m-(1-metilpirrolidinio-1-il) alquilo Crn, m-(2-(1H-indol-3-il) etilamino)-m-
oxoalquilo Cr,, m-(2-metiltiazol-3-io-3-il) alquilo Cr, m-(benzo[d]tiazol-3-io-3-il) alquilo Cr,, m-(piridinio-1-il) alquilo Cy,,
m-(tetrahidro-1 H-tiofenio-1-ilo) alquilo Cn, z-(1,2-dialquil-1H-imidazol-3-io-3-il) alquilo C,, m-(2,3-dialquil-1H-imidazol-
3-io-1-il) alquilo C, z-(1-alquil-1H-imidazol-3-io-3-il) alquilo C,, m-(3-alquil-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo Cr, 0 z-
(tiazol-3-i0-3-il) alquilo C, 2-(amino protegido)-m-(heterociclo)-1-oxoalquilo Cr seleccionado entre 2-(amino
protegido)-m-(1H-indol-3-il)-1-oxoalquilo Cy, 0 2-(protegido amino)-m-(1H-imidazol-4-il)-1-oxoalquilo Cr; 2-(amino
protegido)-1-oxo-m-fenilalquilo Cr; 2-(amino protegido)-m-(hidroxifenil)-1-oxoalquilo Cr; m-(alquilheterociclo) alquilo
Cn seleccionado entre m-(3-alquil-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo Cn,, m-(1-alquil-1H-imidazol-3-io-3-il) alquilo Cr, m-(1-
alquil-2-metil-1H-imidazol-3-i0-3-il) alquilo C., o m-(3-alquil-2-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo Cpn; m-(x-
aminoalquilo C) heterocicloalquilo Cr, seleccionado entre m-(3-(x-aminoalquil Cx)-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo Cy, 0
m-(1-(x-aminoalquil Cy)-1H-imidazol-3-i0-3-il) alquilo Cm; (m-1)-amino-m-(1H-indol-2-il)-1-oxoalquilo Cm; m-
(arilalquilamino)-m-oxoalquilo C, seleccionado entre m-(hidroxifenalquilamino)-m-oxoalquilo C, o m-
(fenalquilamino)-m-oxoalquilo Cy; m-(x-(heterociclo) alquilo Cy) heterocicloalquilo Cr, seleccionado entre m-(1-(x-(1-
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metil-1H-imidazol-3-io0-3-il) alquil C)-1H-imidazol-3-io-3-il) alquilo Cr,, m-(1-(x-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo
Cx)-1H-imidazol-3-io-3-il) alquilo C,, m-(3-(x-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) alquilo Cy)-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo
Cm, 0 m-(3-(x-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) alquil Cy)-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo Cr; m-(x-(1H-imidazol-4-il)
alquilamino Cx)-m-oxoalquilo Cy,; 0 m-(x-trialquilamonioalquilo Cy) heterocicloalquilo C, seleccionado entre m-(3-(x-
trialquilamonio) alquil Cy)-1H-imidazol-3-io-1-il) alquilo Cr, 0 m-(1-(x-trialquilamonio) alquil Cy)-1H-imidazol-3-io-3-il)
alquilo Cr, en el que m es un numero entero de 3 a 12, x es un numero entero de 1 a 12, y z es un nimero entero de
1a16.

En algunos casos, el ligando se deriva de un aminoacido. Dichos ligandos incluyen, pero no se limitan a, 2-(amino
protegido)-m-(heterociclo)-1-oxoalquilo Cr,, m-amino-2-(amino protegido)-1,m-dioxoalquilo Cn,, m-amino-2-(amino
protegido)-1-oxoalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-1-oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-m-(alquiltio)-1-oxoalquilo Cr,, 2-
(amino protegido)-m-(hidroxifenil)-1-oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-1-oxo-m-fenilalquilo Cr,, 2-(amino protegido)-
m-(1H-imidazol-4-il)-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-carboxi-1-oxoalquilo Cn,, 2-(amino protegido)-3-metil-1-
oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-4-metil-1-oxoalquilo Cr, 2-(amino protegido)-m-mercapto-1-oxoalquilo C,, 2-
(amino protegido)-(m-1)-hidroxi-1-oxoalquilo Cn, 2-(amino protegido)-m-hidroxi-1-oxoalquilo Cy,, 2-(amino protegido)-
m-guanidino-1-oxoalquilo Cn,, m-(x-(alquiltio) alquilamino Cy)-m-oxoalquilo C., m-(hidroxifenilalquilamino)-m-
oxoalquilo C,, m-oxo-m-(fenalquilamino) alquilo Cr, m-(x-(1H-imidazol-4-il) alquilamino C)-m-oxoalquilo Cn,, m-(x-
carboxialquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cn, m-(alquilamino)-m-oxoalquilo C., m-(x-mercaptoalquilamino Cy)-m-
oxoalquilo Cy,, m-((x-1)-hidroxialquilamino Cx)-m-oxoalquilo Crm, m-(x-hidroxialquilamino C)-m-oxoalquilo Cn,, m-(x-
aminoalquilamino Cy)-m-oxoalquilo Cr, 0 m-(x-amino-x-oxoalquilamino C)-m-oxoalquilo Cr, en el que m es un
numero entero de 3 a 12, y x es un numero entero de 1 a 12.

Algunos de los polimeros de amina descritos en la presente memoria tienen una parte de los atomos de nitrégeno
del polimero de amina sustituido por un ligando de 2-(ferc-butoxicarbonilamino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropilo, 5-(2-
(4-(noniloxi) benzamido) etilamino)-5-oxopentilo, (4,5-dihidro-1H-imidazolilo, 10-(piridinio-1-il) decilo, 2-(1H-indol-3-
ilo) etilo, 5-(2-(1H-indol-3-il) etilamino)-5-oxopentilo, 2-amino-3-(1H-indol-2-il)-1-oxopropilo, 3-(1,2-dimetil-1H-
imidazol-3-io-3-il) propilo, 10-(1,2-dimetil-1H-imidazol-3-io-3-il) decilo, 10-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) decilo, 3-
(tiazol-3-i0-3-il) propilo, 3-aminopropilo, 3-ciclohexilpropilo, 3-fenilpropilo, 3-(trimetilamonio) propilo, 3-(1-
metilpirrolidinio-1-il) propilo, 3-(2-metiltiazol-3-il-3-il) propilo, 3-(benzo[d]tiazol-3-il-3-il) propilo, 3-(tetrahidro-1H-
tiofenio-1-il) propilo, 3-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) propilo, 3-(1-metil-1H-imidazol-3-il-3-il) propilo, 3-(3-(3-
aminopropil)-1H-imidazol-3-il-1-il) propilo, 3-(1-(3-aminopropil)-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo, 3-(3-(5-trimetilamonio)
pentil)-1H-imidazol-3-io-1-il) propilo, 3-(1-(5-trimetilamonio) pentil)-1H-imidazol-3-i0-3-il) propilo, 3-(3-decil-1H-
imidazol-3-il-1-il) propilo, 3-(1-decil-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo, 3-(3-(9-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) nonil)-1H-
imidazol-3-io-1-il) propilo, 3-(1-(9-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) nonil)-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo, 3-(1-(9-(3-metil-
1H-imidazol-3-il-1-il) nonil)-1H-imidazol-3-il-3-il) propilo, 3-(3-(9)-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) nonil)-1H-imidazol-3-
io-1-il) propilo, 4-(3-decil-1H-imidazol-3-io-1-il) butilo, 4-(1-decil-1H-imidazol-3-io-3-il) butilo, 10-(1-decil-2-metil-1H-
imidazol-3-io-3-ilo) decilo, 10-(3-decil-2-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 3-(1,2-dimetil-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo,
3-(2,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-1-il) propilo, 10-(2,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 10-(1,2-dimetil-1H-imidazol-3-
io-3-il) decilo, 10-(1-metil-1H)-imidazol-3-io-3-il) decilo, 10-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 10-(1-butil-1H-
imidazol-3-io-3-il) decilo, 10-(3-butil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 10-(piridinio-1-il) decilo, 10-(1-metilpirrolidinio-1-il)
decilo, naftalen-2-ilmetilo, naftalen-1-ilmetilo, 4-amino-2-(terc-butoxicarbonilamino)-1,4-dioxobutilo, 2-(terc-
butoxicarbonilamino)-1-oxoetilo, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-4-(metiltio)-1-oxobutilo, 5-(3-(metiltio) propilamino)-5-
oxopentilo, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-(4-hidroxifenil)-1-oxopropilo, 5-(4-hidroxifenetilamino)-5-oxopentilo, 2-(terc-
butoxicarbonilamino)-1-oxo-3-fenilpropilo, 5-oxo-5-(fenetilamino) pentilo,2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-(1H-imidazol-
4-il)-1-oxopropilo, 5-(2-(1H-imidazol-4-il) etilamino)-5-oxopentilo, 2-(terc-butilo) butoxicarbonilamino)-3-carboxi-1-
oxopropilo, 5-(2-carboxietil-amino)-5-oxopentilo, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-metil-1-oxobutilo, 5-(isobutilamino)-5-
oxopentilo, (3R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-metil-1-oxopentilo, (R)-5-(2-metilbutilamino)-5-oxopentilo, 2-(terc-
butoxicarbonilamino)-3-mercapto-1-oxopropilo, 5-(2-mercaptoetilamino)-5-oxopentilo, (3R)-2-(terc-
butoxicarbonilamino)-3-hidroxi-1-oxobutilo, (R)-5-(2-hidroxipropilamino)-5-oxopentilo, 6-amino-2-(terc-
butoxicarbonilamino)-1-oxohexilo, 5-(5-aminopentilamino)-5-oxopentilo, 5-amino-2-(terc-butoxicarbonilamino)-1,5-
dioxopentilo, 5-(4-amino-4-oxobutilamino)-5-oxopentilo, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-5-guanidino-1-oxopentilo, 5-(4-
guanidinobutilamino)-5-oxopentilo,2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxi-1-oxopropilo, 5-(2-hidroxietilamino)-5-
oxopentilo, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-4-metil-1-oxopentilo, 5-(isopentilamino)-5-oxopentilo, 2-(terc-
butoxicarbonilamino)-4-carboxi-1-oxobutilo, 5-(3-carboxipropilamino)-5-oxopentilo, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-1-
oxopropilo, 5-(etilamino)-5-oxopentilo, un ligando de féormula 4

*

Ras Ra7

e )
0 una combinacion de los mismos, en la que Rus es decileno, Rs7 es 1,3-bis (1-metilpiperidin-4-il) propano, y Rss es
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decilo.

Algunos de los polimeros de amina descritos en la presente memoria tienen una parte de los atomos de nitrégeno
del polimero de amina sustituido por un ligando de 2-(ferc-butoxicarbonilamino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropilo, 5-(2-
(4-(noniloxi) benzamido) etilamino)-5-oxopentilo, (4,5-dihidro-1H-imidazolilo, 10-(piridinio-1-il) decilo, 2-(1H-indol-3-
ilo) etilo, 5-(2-(1H-indol-3-il) etilamino)-5-oxopentilo, 2-amino-3-(1H-indol-2-il)-1-oxopropilo, 3-(1,2-dimetil-1H-
imidazol-3-io-3-il) propilo, 10-(1,2-dimetil-1H-imidazol-3-io-3-il) decilo, 10-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) decilo, 3-
(tiazol-3-i0-3-il) propilo, 3-aminopropilo, 3-ciclohexilpropilo, 3-fenilpropilo, 3-(trimetilamonio) propilo, 3-(1-
metilpirrolidinio-1-il) propilo, 3-(2-metiltiazol-3-il-3-il) propilo, 3-(benzo[d]tiazol-3-il-3-il) propilo, 3-(tetrahidro-1H-
tiofenio-1-il) propilo, 3-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) propilo, 3-(1-metil-1H-imidazol-3-il-3-il) propilo, 3-(3-(3-
aminopropil)-1H-imidazol-3-il-1-il) propilo, 3-(1-(3-aminopropil)-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo, 3-(3-(5-trimetilamonio)
pentil)-1H-imidazol-3-io-1-il) propilo, 3-(1-(5-trimetilamonio) pentil)-1H-imidazol-3-i0-3-il) propilo, 3-(3-decil-1H-
imidazol-3-il-1-il) propilo, 3-(1-decil-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo, 3-(3-(9-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) nonil)-1H-
imidazol-3-io-1-il) propilo, 3-(1-(9-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) nonil)-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo, 3-(1-(9-(3-metil-
1H-imidazol-3-il-1-il) nonil)-1H-imidazol-3-il-3-il) propilo, 3-(3-(9)-(1-metil-1H-imidazol-3-io-3-il) nonil)-1H-imidazol-3-
io-1-il) propilo, 4-(3-decil-1H-imidazol-3-io-1-il) butilo, 4-(1-decil-1H-imidazol-3-io-3-il) butilo, 10-(1-decil-2-metil-1H-
imidazol-3-io-3-ilo) decilo, 10-(3-decil-2-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 3-(1,2-dimetil-1H-imidazol-3-io-3-il) propilo,
3-(2,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-1-il) propilo, 10-(2,3-dimetil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 10-(1,2-dimetil-1H-imidazol-3-
io-3-il) decilo, 10-(1-metil-1H)-imidazol-3-io-3-il) decilo, 10-(3-metil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 10-(1-butil-1H-
imidazol-3-io-3-il) decilo, 10-(3-butil-1H-imidazol-3-io-1-il) decilo, 10-(piridinio-1-il) decilo, 10-(1-metilpirrolidinio-1-il)
decilo, naftalen-2-iimetilo, naftalen-1-ilmetilo, un ligando de féormula 4

*

R~ Raz Ras 4)

0 una combinacion de los mismos, en la que Rus es decileno, Rs7 es 1,3-bis (1-metilpiperidin-4-il) propano, y Rss es
decilo.

En los ligandos anteriores que tienen grupos amino protegidos, el grupo protector es independientemente -
C(O)ORy4g, -C(O)Rs0, en la que Rag es alquilo o arilo, y Rsp es amino, hidrégeno, alquilo o haloalquilo. Los grupos
protectores son bien conocidos en la técnica, y se pueden usar los conocidos en la técnica.

Los polimeros de amina que tienen una porcién de los atomos de nitrégeno del polimero de amina sustituido por un
ligando pueden tener de aproximadamente 5 % molar a aproximadamente 60 % molar de ligando basado en los
moles de monémero de amina, de aproximadamente 5 % molar a aproximadamente 50 % molar de ligando basado
en los moles de monémero de amina, o de aproximadamente 10 % molar a aproximadamente 30 % molar de ligando
basado en los moles de monémero de amina.

La relacion de aminas primarias, secundarias y terciarias puede calcularse suponiendo una reaccién completa entre
el monémero de amina y el monémero de reticulacién y comparando el nimero de moles del monémero de amina y
el mondmero de reticulacion junto con el nimero de sitios de reaccion posibles en el monémero de reticulacion. Por
ejemplo, cuando el polimero de amina es N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (BTA), la amina
tiene dos aminas terciarias y cuatro aminas primarias antes de reaccionar con un monémero de reticulacion. Si el
monoémero de reticulacion es dibromodecano y la relacion molar de BTA a dibromodecano es de 1 a 1, dos de los
atomos de amina primaria reaccionaran con el monémero de reticulacion para convertir dos de las aminas primarias
en dos aminas secundarias. Por lo tanto, la relacion de las aminas primarias a las secundarias a las terciarias es de
1atafl.

Ademas, los polimeros de amina de la invencién pueden unirse a diversos acidos biliares de manera que la
concentracion de acido taurocdlico unido sea superior a 1,5 mmol/g de polimero y la concentracion de acido
taurocdlico libre sea inferior a 1,0 mmol/g de polimero cuando el polimero se ponga en una solucién tampon que
tiene una concentracion de acido taurocdlico 2,5 mM a 37 °C y la concentracion de acido taurocoélico unido es
superior a 5,0 mmol/g de polimero y la concentracion de acido taurocélico libre es superior a 4,0 mmol/g de polimero
cuando el polimero se pone en una solucién tampén que tiene una concentracion de acido taurocélico de al menos
10 mM a 37 °C. Ademas, los polimeros de amina de la invencién pueden unirse a acidos biliares de manera que la
concentracion de glicodesoxicolato unido sea superior a 1,0 mmol/g de polimero y la concentracion de
glicodesoxicolato no unido es inferior a 0,1 mmol/g de polimero cuando el polimero se pone en una soluciéon tampdn
que tiene una concentracion de glicodesoxicolato 1,25 mM a 37 °C y la concentracion de glicodesoxicolato unido es
superior a 6,0 mmol/g de polimero y la concentraciéon de glicodesoxicolato no unido es superior a 2,0 mmol/g de
polimero cuando el polimero se pone en una solucion tampdn que tiene una concentracion de glicodesoxicolato de
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al menos 10 mM a 37 °C.

Ademas, el polimero de amina puede ser util como secuestrante de acidos biliares, en el que, en una solucién
tampon a 37 °C que contiene menos de 2,6 mM de acido taurocdlico, el polimero de amina se une mas al acido que
el sevelamer y en una solucion tampoén a 37 °C. Si contiene mas de 5,0 mM de acido taurocdlico, el polimero de
amina se une a mas acido biliar que el colesevelam. El polimero de amina puede tener la estructura de uno
cualquiera de los polimeros de amina descritos en este documento. Especificamente, el polimero de amina se deriva
de la polimerizacién de un mondmero de amina y un monémero de reticulacion en el que el monémero de amina
comprende N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-diaminododecano y el mondmero de reticulaciéon comprende
1,3-dicloropropanol.

Sin desear estar ligado a ninguna teoria particular, la presente invencién usa una combinacién de densidad de carga
positiva e hidrofobicidad para lograr una afinidad de unién a acido biliar, capacidad de unién, retencién y eliminacion
inesperadas. La densidad de carga proviene de una concentracion de atomos de nitrégeno cargados positivamente
que estan separados por un segmento hidréfobo. La hidrofobicidad se expresa mediante el log P calculado, como se
analiza en el presente documento. Ademas, como se muestra en las Figuras 1y 2, la presente invencion tiene una
combinacién unica de alta afinidad de union a bajas concentraciones de acidos biliares y alta capacidad de unién
para acidos biliares a altas concentraciones de acidos biliares. Mas especificamente, a 37 °C, en una solucion
tampon que contiene menos de 2,6 mM de acido taurocdlico, los polimeros de la presente invencién se unen a mas
acido biliar que el sevelamer, y en una solucion tampoén que contiene mas de 5,0 mM de acido taurocdlico, los
polimeros de la presente invencion se unen a mas acido biliar que el colesevelam. Incluso mas especificamente, a
37 °C, en una solucién tampoén que contiene menos de 2,0 mM de acido taurocdlico, los polimeros de la presente
invencion se unen a mas acido biliar que el sevelamer, y en una soluciéon tampon que contiene mas de 7,0 mM de
acido taurocdlico, los polimeros de la presente invencién se unen a mas acido biliar que el colesevelam. Alin mas
especificamente, a 37 °C, en una soluciéon tampoén que contiene menos de 1,5 mM de acido taurocdlico, los
polimeros de la presente invencion se unen a mas acido biliar que el sevelamer, y en una soluciéon tampoén que
contiene mas de 10,0 mM de acido taurocdlico, los polimeros de la presente invenciéon se unen a mas acido biliar
que el colesevelam. En algunas realizaciones, la ecuacion de Langmuir conocida por los expertos en la técnica se
puede usar en un analisis de regresion lineal para determinar las constantes de unién en equilibrio que reflejan la
mayor afinidad que el sevelamer y la mayor capacidad de unién que el colesevelam. Las Figuras 1 y 2 muestran
graficos de los datos del Ejemplo 50 representados como el acido biliar no unido en mmol de acido biliar por g de
polimero en el eje x y acido biliar unido en mmol de acido biliar por g de polimero en el eje y. Con estos datos
representados de esta manera, la tendencia de la unién de acidos biliares muestra que el polimero de la Muestra 99
se une a mas acido biliar que los secuestrantes de acidos biliares comerciales con la excepcién de colesevelam a
bajas concentraciones de acido biliar (es decir, menos de 2,5 mM) y se une a mas acido biliar que todos los
secuestrantes de acidos biliares comerciales excepto sevelamer a altas concentraciones de acido biliar (es decir,
superior a 5,0 mM).

Ademas, el log P calculado (c Log P) de al menos uno de Ry 0 R3de Férmula 2 de los polimeros de amina puede ser
superiora 4, 4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5u 8. Ellog P calculado (c Log P) (Clog P) se determina dibujando la estructura
del agente de reticulacion sin los grupos salientes en Chemdraw Ultra 11,0 (CambridgeSoft, Cambridge Mass.) y
reemplazando los grupos salientes con hidrégeno, y seleccionando la herramienta de propiedades quimicas para
calcular el ¢ Log P. Por ejemplo, para el agente de reticulacion 1,10-dibromodecano, se introduciria la estructura de
decano en Chemdraw y seleccionaria "mostrar propiedades quimicas" desde la barra de herramientas "vista" para
calcular su ¢ Log P como 5,984. Si el agente de reticulacion es una estructura de anillo que se abre durante la
reticulacion, como la epiclorhidrina, el ¢ Log P se determina dibujando la estructura de anillo abierto como se
muestra a continuacién para la epiclorhidrina:

OH

Por ejemplo, el log P calculado (c Log P) para varios segmentos se detalla en la Tabla 2.
Tabla 2

Log P calculado (cLog P) de los segmentos seleccionados
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Segmento Log P calculado
\)0”\ -0,7512
OH
O -0,5108

Y\O/\/\/ o\)\

OH
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)OH\ 0,0740
\)OH\ 0,603
\(\/\)m\ o
OH
_ 1,752
Py 2,28
O
Y\/\/\)OH\ 1,57
OH
N 2,81
N~ 3,339
o]
NN 3,868
NN 4,397
NN 4,926
S S S S 5,455
\/\/\/\/\ 4,67
N NN 5,084
R VALY Y 7,042
R N 8.1
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et S g T N P R B W i S Sy 9,158

Un método para preparar los polimeros de amina descritos en la presente memoria es poner en contacto un
monoémero de amina de Férmula 2 con un monémero de reticulacion. EI monémero de amina y el monémero de
reticulacion pueden ponerse en contacto en presencia de un disolvente; el disolvente es preferentemente un
disolvente aproético polar (por ejemplo, dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO), N,N-dimetilacetamida
(DMAC), tetrahidrofurano (THF), metiltetrahidrofurano, dimetilsulféxido), 1,4-dioxano, 2-pirrolidinona, o 1-metil-2-
pirrolidinona. También se pueden usar disolventes proéticos polares (por ejemplo, metanol, etanol, alcohol
isopropilico, butanol, pentanol o etilenglicol). Una vez que el mondmero de amina y el monémero de reticulacion se
ponen en contacto, la mezcla de reaccion se calienta de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 120 °C o de
aproximadamente 60 °C a 70 °C durante aproximadamente 12 a 24 horas. Después de que se completa la reaccion,
el producto de gel de polimero se lava con una solucién basica, seguido de agua, y a continuacion se liofiliza hasta
que se seca.

Los mondémeros de la amina como se definen en la férmula 2 pueden prepararse usando métodos conocidos por los
expertos en la técnica, con ejemplos especificos de dichas sintesis en los ejemplos a continuacién. Sin embargo, en
general, el nucleo deseado (R3) estd preparado o esta disponible en el mercado y se convierte en un tetranitrilo
usando vias sintéticas conocidas. Para ciertas realizaciones, se prepara un alquil-tetranitrilo mediante la adicién de
acrilonitrilo a una alquildiamina a través de una reaccién de tipo Michael. También se puede preparar un alquil-
tetranitrilo mediante la adiciéon de un dihaloalquilo a 3,3’-iminodipropionitrilo. Otro enfoque para preparar un alquil-
tetranitrilo es a través de la sintesis de la forma protegida de amina primaria de la bis (3-aminopropil) amina (por
ejemplo, bis (3-(t-butoxicarbonilamino) propil) amina o bis ((3-benciloxicarbonilamino) propil) amina) seguido de la
adicion del dihaloalcano y la posterior desproteccion (véase, por ejemplo, Protective Groups in Organic Synthesis de
Theodore Greene, Wiley-Interscience, 1999). A continuacion, el intermedio de alquiltetranitrilo se hidrogena. La
hidrogenacioén se puede lograr utilizando una variedad de técnicas que incluyen catalizadores de niquel Raney y/o
cobalto Raney seguido de lavado. Un procedimiento de hidrogenacion general con cobalto Raney combinaria el
alquil tetranitrilo con hidrégeno a una presion de 100 a 5000 psi (por ejemplo, aproximadamente 1300-1500 psi) con
o sin NHs (por ejemplo, aproximadamente 40 psi de NH3) a una temperatura de 50 a 120 °C, (por ejemplo,
aproximadamente 100 °C) en un disolvente (por ejemplo, agua, metanol, etanol, tolueno, etc.) con agitacion y un
tiempo de reaccion adecuados.

Los polimeros de amina de la invencion tienen diversas propiedades quimicas, estructurales y fisicas que
contribuyen a su capacidad para unir acidos biliares y/o su afinidad por unir acidos biliares preferentemente sobre
acidos grasos, fosfatos y/u otros compuestos presentes en el tracto gastrointestinal.

El polimero de amina se puede administrar en forma de una sal, o como una sal parcial, o como una base libre de
sal. La "sal" tiene atomos de nitrdgeno o grupos en todas o algunas de las unidades de repeticion que estan
protonadas para crear un atomo de nitrdgeno cargado positivamente asociado con un contraion cargado
negativamente. Los contraiones anidnicos se pueden seleccionar para minimizar los efectos adversos en el
paciente. Los ejemplos de contraiones adecuados incluyen Cl-, Br-, CH3 OSOs3., HSO4., SO42', nitrato, HCO3., COgZ',
acetato, lactato, fosfato, hidrofosfato, fumarato, malato, piruvato, malonato, benzoato, glucuronato, oxalato,
acetilglicinato, succinato, propionato, butirato, ascorbato, citrato, tartrato, maleato, folato, un derivado de aminoacido,
un nucledtido, un lipido, un fosfolipido o una combinacion de los mismos. Los contraiones pueden ser iguales o
diferentes entre si. Por ejemplo, el producto de reaccién puede contener dos tipos diferentes de contraiones. En la
mayoria de los casos, no todos los atomos de nitrogeno estaran en forma de sal, y el porcentaje de atomos de
nitrégeno en forma de sal estara dictado por ciertas propiedades, como la fluidez, el tiempo de almacenamiento y el
peso.

Para determinar la afinidad de unién in vitro para sales biliares en condiciones que pretenden imitar en ciertos
aspectos las condiciones que se encuentran en el intestino delgado inferior, el polimero de amina se analiza usando
el ensayo A. El ensayo A combina el polimero que se analizara en una concentracion deseada con una solucién que
imita ciertas condiciones presentes en el intestino delgado inferior como se describe en el Protocolo 1 en los
ejemplos. Después de un periodo de tiempo, los polimeros se recuperan por centrifugacion y se toman muestras de
los sobrenadantes, se filtran para eliminar cualquier particula restante y se analizan las concentraciones de iones por
cromatografia liquida (LC). Al comparar las concentraciones de equilibrio de glicocolato (GCeq), glicodesoxicolato
(GDCe), oleil glicerol (OGeq) y/o acido oleico (OAeq) en presencia del polimero a sus concentraciones en solucion de
ensayo en ausencia del polimero, se calcula la cantidad de cada componente unido en estas condiciones
experimentales en mmol/g de polimero. La afinidad de unién a la sal biliar in vitro bajo las condiciones del ensayo A
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en el Protocolo 1 da como resultado un maximo de aproximadamente 0,75 mmol/gramo de polimero. Por lo tanto, la
afinidad de unién a la sal biliar in vitro para los polimeros de amina de esta invencién es de aproximadamente 0,34 a
aproximadamente 0,75 mmol/gramo de polimero, particularmente de aproximadamente 0,46 a aproximadamente
0,75 mmol/gramo de polimero, y mas en particular, de aproximadamente 0,55 a aproximadamente 0,75 mmol/gramo
de polimero cuando se mide en la solucidn del ensayo A. Ademas, en algunas realizaciones, la afinidad de union a
la sal biliar in vitro para los polimeros de amina de esta invencion es superior a 0,55 mmol/gramo de polimero,
superior a 0,60 mmol/gramo de polimero, o superior a 0,65 mmol/gramo de polimero.

En algunos casos, la concentracion de iones fosfato también se determiné en una columna de intercambio aniénico
fuerte mediante cromatografia liquida usando una fase mévil basica para medir la afinidad de unién al fosfato. Los
polimeros de la invencion unen fosfato in vitro en una cantidad de menos de 0,3 mmol/gramo de polimero,
particularmente menos de 0,2 mmol/gramo de polimero, mas en particular hasta aproximadamente 0,15 mmol/gramo
de polimero, y aun mas en particular, hasta aproximadamente 0,10 mmol/gramo de polimero cuando se mide
usando un ensayo B.

Para determinar la capacidad de unién in vitro para sales biliares en condiciones que pretenden imitar en ciertos
aspectos las condiciones que se encuentran en el intestino delgado superior después de una comida, el polimero de
amina se analiza usando el Ensayo B. En el Ensayo B, el polimero a analizar se combina en una concentracion
deseada con una solucién que imita ciertas condiciones presentes en el intestino delgado superior como se describe
en el Protocolo 2 en los ejemplos. Se utilizé el mismo procedimiento general descrito anteriormente para calcular la
cantidad de cada componente unido. La capacidad de union de la sal biliar in vitro bajo las condiciones del ensayo B
en el Protocolo 2 da como resultado un maximo de aproximadamente 3,7 mmol/gramo de polimero. Por lo tanto, la
capacidad de unién de la sal biliar in vitro para los polimeros de amina es de aproximadamente 0,28 a
aproximadamente 3,7 mmol/gramo de polimero, particularmente de aproximadamente 2,22 a aproximadamente 3,7
mmol/gramo de polimero, y mas en particular de aproximadamente 3 a aproximadamente 3,7 mmol/gramo de
polimero cuando se mide usando un ensayo B.

Para determinar la retencién de unién in vivo para sales biliares, el polimero de amina se analiza en un modelo de
hamster. El modelo de hamster proporciona una medida compleja y relevante de la capacidad de unién del polimero
para acidos biliares, su afinidad de union para acidos biliares con respecto a otros aniones y su capacidad para
retener acidos biliares unidos y para aumentar la excrecion de acidos biliares y metabolitos de acidos biliares del
tracto gastrointestinal en las heces. Preferentemente, se pueden usar hamsteres Golden Syrian ya que tienen un
perfil de acidos biliares similar al de los seres humanos. Los hamsteres machos de Golden Syrian se aclimatany a
continuacion se ponen en una dieta occidental alta en grasas y alta en sacarosa, D12079B (Research Diet, New
Brunswick, NJ) durante varios dias antes de que comience el estudio. Los polimeros de amina a analizar se mezclan
en la dieta occidental a la dosis deseada para preparar las dietas de prueba. Los hamsteres se mantienen en jaulas
metabdlicas individuales que permiten la separacion y recoleccion de las heces. Los animales de los grupos de
prueba se cambian a las dietas de prueba, mientras que los animales del grupo no tratado se mantienen en la dieta
occidental sin polimero aminico afadido. La ingesta de alimentos se mide durante cuatro dias consecutivos. Para
cada hamster, las heces de los ultimos tres dias del periodo de tratamiento se recogen, se agrupan, se liofilizan y a
continuacion se homogeneizan moliendo con un mortero y una mano de mortero. Las muestras de heces se extraen
luego para el analisis de sales biliares fecales. En algunos casos, se lleva a cabo un periodo de tratamiento inicial en
el que todos los grupos de animales se ponen en jaulas metabdlicas como se ha descrito anteriormente y se
alimentan solo con la dieta occidental sin un articulo de prueba afiadido. Las heces se recogen como se ha descrito
anteriormente y el efecto del polimero de amina sobre la excrecién fecal de sal biliar se determina comparando los
periodos de referencia con los periodos de tratamiento. Por lo demas, el efecto de los polimeros de amina en la
excrecion fecal de sal biliar se determina comparando los grupos no tratados con los grupos de prueba. Las sales
biliares fecales de hamster se analizan como se describe en los ejemplos. Los polimeros de amina pueden tener una
capacidad de unién in vivo calculada de al menos un 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 125 %, 150 %, 175 % o 200 %
superior al clorhidrato de colesevelam cuando se mide a una dosis del 0,5 % de la ingesta total de alimento en
hamsteres Golden Syrian macho alimentados con una dieta occidental.

Los polimeros de amina pueden tener una capacidad de unién de sal biliar in vivo calculada de al menos
aproximadamente 0,35 mmol de sal biliar/gramo de polimero cuando se mide en seres humanos. Los polimeros de
amina pueden tener una capacidad de unién in vivo en un ser humano de al menos 0,35 mmol de sal biliar por
gramo de polimero, al menos 0,4 mmol de sal biliar por gramo de polimero, al menos 0,5 mmol de sal biliar por
gramo de polimero, al menos 0,6 mmol de sal biliar por gramo de polimero, o mas.

Los polimeros de la invencidon son materiales reticulados, lo que significa que generalmente no se disuelven en
disolventes, sin embargo pueden hincharse con disolventes o absorber el disolvente. Como se usa en el presente
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documento, "relaciéon de hinchamiento” se refiere a la cantidad de gramos de disolvente absorbido por gramo de
polimero reticulado cuando se equilibra en un entorno acuoso. La relacién de hinchamiento es sensible al parametro
de interaccion del disolvente del polimero como se describe en Flory Huggins (Flory PJ "Principles of Polymer
Chemistry", Cornell Ithica Pub. 1953). Cuando se toma mas de una medicidon de hinchamiento para un polimero
dado, la media de las mediciones se toma como la relacién de hinchamiento. La relacién de hinchamiento en agua, o
en tampon fisiolégico isoténico, que es representativo del tracto gastrointestinal (por ejemplo Fluido intestinal
simulado o Fluido gastrico simulado de la farmacopea de los Estados Unidos), normalmente esta en el intervalo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 g de solucién de hinchamiento (disolvente)/g de polimero, en particular
de aproximadamente 2 a 6, y mas en particular de aproximadamente 2 a aproximadamente 4. El contenido de
contraién del polimero puede afectar a la relacion de hinchamiento, y en los ejemplos enumerados a continuacion,
se usa un contraion de cloruro, y se indica el contenido de cloruro. El contenido de contraién puede ser tanto como
el 25 % en peso del peso total del polimero y de tan sélo < 1 % del peso total del polimero.

Los polimeros de amina pueden ser particulas que tienen un diametro medio de aproximadamente 10 micrometros a
aproximadamente 200 micrometros. En algunas de las realizaciones, las particulas de polimero de amina son
cuentas sustancialmente esféricas. Estas cuentas pueden tener un diametro medio de aproximadamente 10
micrémetros a aproximadamente 200 micrémetros. Como se usa en el presente documento, el término
"sustancialmente” significa particulas generalmente redondeadas que tienen una relaciéon de aspecto promedio de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0. La relacién de aspecto es la relacion entre la dimension lineal mas
grande de una particula y la dimension lineal mas pequefa de la particula. Las relaciones de aspecto se pueden
determinar facilmente por los expertos en la materia. Esta definicion incluye particulas esféricas, que por definicion
tienen una relacion de aspecto de 1,0. En algunas realizaciones, las particulas tienen una relacion de aspecto
promedio de aproximadamente 1,0, 1,2, 1,4, 1,6, 1,8 0 2,0. Las particulas pueden ser redondas o elipticas cuando
se observan a un aumento en el que el campo de visién es al menos el doble del diametro de la particula.

Las cuentas sustancialmente esféricas se pueden preparar usando métodos conocidos por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, un modo preferido de sintesis es un proceso heterogéneo. Dichos procesos también se
denominan polimerizacion en medios dispersos e incluyen suspension directa o inversa, emulsion, precipitacion,
dispersion o polimerizacion en microemulsién, reaccion en aerosol o uso de métodos de polimerizacién en masa. En
suspension inversa, la fase continua se puede seleccionar a partir de disolventes apolares tales como silicona,
tolueno, benceno, disolventes o aceites hidrocarbonados, disolventes halogenados, diéxido de carbono supercritico
y similares. La fase discreta para el sistema de suspension inversa comprende solubilizar el monémero y el agente
de reticulacion en agua; esto se puede lograr mediante la adicion de un acido como acido clorhidrico para formar la
sal de amina, que hace que la amina organica sea sustancialmente mas soluble en agua y dispersa la solucion de
amina en un disolvente inmiscible en agua para formar una emulsidon. Con una suspension directa o un proceso de
emulsion, se puede usar agua como fase continua, aunque las salmueras salinas también son utiles para "salificar"
el monoémero y el agente de reticulacion en la fase discreta, como se describe en la patente de EE.UU. n.°
5.414.068. Los mondmeros se pueden dispersar puros o como una solucién en la fase continua utilizando un
codisolvente. EI mondmero de reticulacion se puede afadir a la reaccion de forma semicontinua (adicion
escalonada) permitiendo que tenga lugar la reaccion de polimerizacion. El aislamiento de las cuentas se puede llevar
a cabo por filtracién, lavado y secado. El tamafio puede controlarse o modificarse adicionalmente mediante procesos
de reduccion tales como extrusion y molienda.

El rendimiento y la eficacia de la reacciéon de agente de reticulacion y monémero de amina pueden aumentarse
mediante la adiciéon de un proceso Dean-Stark a una reaccién de polimerizacién en suspension. Durante el proceso
Dean-Stark se elimina el agua, que concentra la mezcla de reaccion (por ejemplo, amina y agente de reticulacion).
Sin estar limitado por ninguna teoria en particular, el proceso de concentraciéon permite que cualquier extremo de la
cadena reactiva en la red en crecimiento reaccione, llevando a la reaccion hasta su finalizacion. En general, la
temperatura también aumenta a medida que se elimina el agua. Una mayor eficacia en la reaccion puede permitir el
uso de cantidades mas bajas de agente de reticulacion y puede producir un producto que tenga una mayor pureza.

Por lo tanto, cuando se preparan cuentas de polimero, la relacion del agente de reticulacion a monémero de amina
puede cambiar dependiendo de las condiciones del proceso (por ejemplo, condiciones de salado o Dean-Stark),
pureza del mondémero y las propiedades fisicas deseadas (por ejemplo, relacion de hinchamiento, tamafio de
particula, etc.). En diversas realizaciones, la relacion molar del monémero de amina (por ejemplo, de formula 2) al
mondémero de reticulacion es de aproximadamente 1: 1 a aproximadamente 1: 5; preferentemente, de
aproximadamente 1: 1 a aproximadamente 1: 3 y mas especificamente de aproximadamente 1: 1,1 a
aproximadamente 1: 3.

Los polimeros se pueden obtener mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, cuyos ejemplos se
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ilustran en los ejemplos de este documento. La particula de polimero de amina reticulada generalmente es un
producto de reaccién de una mezcla de reaccién que se somete a condiciones de reaccién. La mezcla de reaccion
generalmente también puede contener componentes que no estan incorporados quimicamente en el producto. La
mezcla de reaccion normalmente comprende monémeros.

En general, las reacciones se llevan a cabo de tal manera que se genera una red polimérica, que es insoluble pero
puede solvatarse en un gel. Cuando el disolvente interpenetrante es agua, el material insoluble se describe como un
hidrogel. La reaccion se lleva a cabo en solucion, en masa (es decir, usando los mondémeros puros y los compuestos
de reticulacién) o en medios dispersos. La reaccion puede comenzar con la introduccién de, por ejemplo, cambio de
temperatura o irradiacion. En general, los polimeros de amina se pueden preparar por crecimiento de cadena o
crecimiento por etapas. La polimerizacién por crecimiento por etapas implica la polimerizacion de monémeros que
contienen grupos funcionales insaturados, que incluye polimerizaciéon por radicales, polimerizacion cationica y
polimerizacién aniénica. La polimerizacién por crecimiento por etapas implica la reaccién de mondémeros
bifuncionales o polifuncionales que crecen a través de dimeros y trimeros hasta oligdmeros mas largos. Cuando se
usa un monémero que contiene amina polifuncional, el crecimiento da como resultado un polimero ramificado. La
formacion de la red ocurre cuando las cadenas del polimero reaccionan entre si. Los parametros que efectian la
reaccion de formacion de red incluyen la temperatura, la eleccion del disolvente, las concentraciones de monémeros
y agentes de reticulacion, y la relacion del monémero al mondémero de reticulacion. Para poliaminas tales como la
formada a partir de un monémero de amina y agente de reticulacion de bromuro de alquilo multifuncional, los
disolventes deseables tienen una alta constante dieléctrica e incluyen, entre otros, agua, metanol (y disolventes
alcohdlicos), N,N-dimetilformamida, metilpirrolidona, dimetilsulféxido, tetrahidrofurano, metiltetrahidrofurano y
acetonitrilo. La adicién de una base puede desearse en algunos casos.

Las reacciones de polimerizacion para preparar los polimeros de amina incluyen preparar una solucién acuosa del
mondémero de amina, opcionalmente con un tensioactivo, y afiadir una fase organica que contiene un disolvente
organico y opcionalmente un tensioactivo a la fase acuosa. El agente de reticulacién se puede afadir de forma
discontinua o semicontinua. Por ejemplo, el agente de reticulacion se puede afadir a la polimerizacién todo de una
vez o se puede anadir lentamente durante un periodo de tiempo.

Las particulas de polimero de amina tienen un diametro medio de aproximadamente 10 ym a aproximadamente 200
pum. Los intervalos especificos son aquellos en los que las particulas de polimero de amina tienen un diametro medio
de aproximadamente 20 um a aproximadamente 200 um, de aproximadamente 20 um a aproximadamente 150 um,
o de aproximadamente 20 ym a aproximadamente 125 pm. Otros intervalos incluyen de aproximadamente 35 ym a
aproximadamente 150 ym, de aproximadamente 35 ym a aproximadamente 125 um, de aproximadamente 50 um a
aproximadamente 125 um, o de aproximadamente 50 um a aproximadamente 100 uym. Los tamafos de particula,
que incluyen diametros medios, distribuciones, etc. se pueden determinar usando técnicas conocidas por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) <429> describe métodos para
determinar los tamarios de particula.

Diversas particulas de polimero de amina también tienen menos de aproximadamente el 4 por ciento en volumen de
las particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 10 um; particularmente, menos de
aproximadamente el 2 por ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de
aproximadamente 10 ym; mas en particular, menos de aproximadamente el 1 por ciento en volumen de las
particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 10 ym; y adn mas en particular, menos de
aproximadamente el 0,5 por ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de
aproximadamente 10 um. En otros casos, los intervalos especificos son menores que aproximadamente el 4 por
ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 20 um; menos de
aproximadamente el 2 por ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de
aproximadamente 20 um; menos de aproximadamente el 1 por ciento en volumen de las particulas que tienen un
diametro de menos de aproximadamente 20 um; menos de aproximadamente el 0,5 por ciento en volumen de las
particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 20 um; menos de aproximadamente el 2 por
ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 30 um; menos de
aproximadamente el 1 por ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de
aproximadamente 30 um; menos de aproximadamente el 1 por ciento en volumen de las particulas que tienen un
diametro de menos de aproximadamente 30 um; menos de aproximadamente el 1 por ciento en volumen de las
particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 40 um; o menos de aproximadamente el 0,5 por
ciento en volumen de las particulas que tienen un diametro de menos de aproximadamente 40 um. En diversas
realizaciones, el polimero de amina tiene una distribucion de tamafo de particula en el que no mas de
aproximadamente el 5 % en volumen de las particulas tienen un diametro inferior a aproximadamente 30 um (es
decir, D (0,05) <30 ym), no mas de aproximadamente el 5 % en volumen de las particulas tienen un diametro
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superior a aproximadamente 250 ym (es decir, D (0,05)> 250 ym), y al menos aproximadamente el 50 % en volumen
de las particulas tienen un diametro en el intervalo de aproximadamente 70 a aproximadamente 150 um.

La distribucién de particulas del polimero de amina puede describirse como la extension. La extension de la
distribucion de particulas se define como (D (0,9)-D (0,1))/D (0,5), en el que D (0,9) es el valor en el que el 90 % de
las particulas tienen un diametro por debajo de ese valor, D (0,1) es el valor en el que el 10 % de las particulas
tienen un diametro inferior a ese valor, y D (0,5) es el valor en el que el 50 % de las particulas tienen un diametro
superior a ese valor y el 50 % de las particulas tienen un diametro inferior a ese valor medido por difraccion laser. La
extension de la distribucion de particulas normalmente es de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,95, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,90, o de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,85. Las distribuciones del tamario de particula se pueden medir usando
el Método Niro n.° A 8 d (revisado en septiembre de 2005), disponible en GEA Niro, Dinamarca, usando el Malvern
Mastersizer.

Ahora se ha encontrado que cuando se usan los polimeros de amina y las composiciones de la presente invencion,
una dosis de una vez al dia es sustancialmente equivalente a una dosis de dos veces al dia, que también es
sustancialmente equivalente a una dosis de tres veces al dia. Generalmente, la administracién de una vez al dia o
dos veces al dia de una cantidad diaria del polimero o la composicién tiene una eliminacién de acidos biliares que no
es estadisticamente significativamente diferente de la eliminacién del mismo polimero o composicién en la misma
cantidad diaria administrada tres veces al dia.

Ademas, la invencion es util en métodos para eliminar acidos biliares de un animal sujeto mediante la administracion
de un polimero de amina o una composicion farmacéutica que comprende un polimero de amina, en el que menos
del 25% de los sujetos que toman el polimero o la composicion una vez al dia experimentan eventos
gastrointestinales adversos de leves o moderados en una dosis de 6,0 gramos/dia o menos. Los eventos
gastrointestinales adversos pueden incluir flatulencia, diarrea, dolor abdominal, estrefiimiento, estomatitis, nauseas
y/o vémitos. En algunos aspectos, el polimero o composicion se administra dos veces al dia y menos del 25 % de los
sujetos que toman el polimero o la composiciéon dos veces al dia experimentan efectos gastrointestinales adversos
leves 0 moderados. En ciertas ocasiones, los sujetos que toman el polimero o la composicion una vez al dia o dos
veces al dia no experimentan efectos gastrointestinales adversos graves. Los polimeros de amina o composiciones
farmacéuticas de la presente invencion tienen aproximadamente el 50 % o mas de tolerabilidad en comparacion con
el mismo polimero o composicion de la misma cantidad diaria administrada tres veces al dia. Por ejemplo, por cada
dos pacientes en los que se tolera bien la administracion del polimero tres veces al dia, hay al menos un paciente en
el que la administracién del polimero una vez al dia o dos veces al dia es bien tolerada.

Cuando la administracion es bien tolerada, el sujeto debe modificar poco o nada la dosis o suspender la dosis. En
algunas realizaciones, los medios bien tolerados no muestran una relacion de respuesta a la dosis aparente para los
eventos adversos gastrointestinales. En algunas de estas realizaciones, bien tolerado significa que los siguientes
efectos gastrointestinales adversos no se informan a partir de un ndmero estadisticamente significativo de sujetos,
incluidos los efectos seleccionados del grupo que consiste en flatulencia, diarrea, dolor abdominal, estrefiimiento,
estomatitis, nauseas y vomitos.

En otras realizaciones, la presente invencién es util en un método para eliminar acidos biliares del tracto
gastrointestinal de un sujeto animal que lo necesita, que comprende administrar una cantidad eficaz de un polimero
de amina o una composicién que comprende un polimero de amina, en el que el polimero o composiciéon también es
bien tolerado ya que se administra sustancialmente la misma cantidad del mismo polimero o composicion tres veces
al dia. En algunos casos, el sujeto experimenta hipercolesteremia y, por lo tanto, la invencion es util en un método
que trata la hipercolesteremia. En otros casos, la invencion es util en un método que reduce el colesterol sérico

Sin querer limitarse a ninguna teoria particular, la tolerabilidad del polimero o composicion que comprende los
polimeros resulta de las propiedades fisicas que los polimeros de amina pueden poseer, incluida una viscosidad
cuando se hidrata y se sedimenta desde aproximadamente 10.000 Pa - s a aproximadamente 2.500.000 Pa - s, de
aproximadamente 10.000 Pa - s a aproximadamente 2.000.000 Pa - s, de aproximadamente 10.000 Pa - s a
aproximadamente 1.500.000 Pa - s, de aproximadamente 10.000 Pa - s a aproximadamente 1.000.000 Pa - s, de
aproximadamente 10.000 Pa - s a aproximadamente 500.000 Pa - s, o de aproximadamente 10.000 Pa - s a
aproximadamente 250.000 Pa - s, de aproximadamente 30.000 Pa - s a aproximadamente 3.000.000 Pa - s, de
aproximadamente 30.000 Pa - s a aproximadamente 2.000.000 Pa - s, o de aproximadamente 30.000 Pa - s a
aproximadamente 1.000.000 Pa - s, la viscosidad se mide a una velocidad de cizallamiento de 0,01 s'. Esta
viscosidad se mide utilizando un polimero humedo preparado mezclando a fondo el polimero con un ligero exceso
de fluido intestinal simulado (por USP <26>), permitiendo que la mezcla sedimente durante 3 dias a 37 °C, y
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decantando el liquido libre del polimero humedo sedimentado. La viscosidad de cizallamiento en estado estable de
este polimero humedo puede determinarse utilizando un redémetro Bohorn VOR (disponible en Malvern Instruments
Ltd., Malvern, Reino Unido) o equivalente con una geometria de placa paralela (placa superior de 15 mm de
diametro y placa inferior de 30 mm de diametro, y espacio entre placas de 1 mm) y la temperatura mantenida a
37 °C.

Los polimeros de amina pueden tener ademas un limite elastico hidratado y sedimentado de aproximadamente 150
Pa a aproximadamente 4000 Pa, de aproximadamente 150 Pa a aproximadamente 3000 Pa, de aproximadamente
150 Pa a aproximadamente 2500 Pa, de aproximadamente 150 Pa a aproximadamente 1500 Pa, de
aproximadamente 150 Pa a aproximadamente 1000 Pa, de aproximadamente 150 Pa a aproximadamente 750 Pa, o
de aproximadamente 150 Pa a aproximadamente 500 Pa, de aproximadamente 200 Pa a aproximadamente 4000
Pa, de aproximadamente 200 Pa a aproximadamente 2500 Pa, de aproximadamente 200 Pa a aproximadamente
1000 Pa, o de aproximadamente 200 Pa a aproximadamente 750 Pa. Las mediciones dinamicas de barrido de
tension (es decir, limite de fluencia) se pueden realizar usando un reémetro Reologica STRESSTECH (disponible en
Reologica Instruments AB, Lund, Suecia) o equivalente de una manera conocida por los expertos en la técnica. Este
reémetro también tiene una geometria de placa paralela (placa superior de 15 mm de diametro, placa inferior de 30
mm de diametro, y espacio entre placas de 1 mm) y la temperatura se mantiene a 37 °C. Se puede usar una
frecuencia constante de 1 Hz con dos periodos de integracion mientras que la tension de corte aumenta de 1 a 10*
Pa.

Los polimeros de amina usados en esta invencién también pueden tener una compresibilidad y una densidad
aparente deseables cuando estan en forma de polvo seco. Algunas de las partlculas de los polimeros de amlna en
forma seca tienen una den3|dad aparente de aproxmadamente 0,8 g/cm a aproxmadamente 1,5 g/cm de
aprOX|madamente 0,82 g/cm a aproxmadamente 1,5 g/cm de aproxmadamente 0,84 g/cm a aproxmadamente
1,5 glem®, de aproxmadamente 0,86 g/cm® a aproxmadamente 1,5 glcm®, de aproxmadamente 0,8 g/cm® a
aproximadamente 1,2 g/cm®, o de aproximadamente 0,86 g/cm® a aproximadamente 1,2 g/cm®. La densidad
aparente afecta al volumen de polimero de amina necesario para la administracion a un paciente. Por ejemplo, una
mayor densidad aparente significa que un volumen menor proporcionara el mismo nimero de gramos de polimero
de amina. Este volumen mas bajo puede mejorar el cumplimiento del paciente al permitir que el paciente perciba que
esta consumiendo menos cantidad debido al menor volumen.

Un polvo compuesto de las particulas del polimero de amina en forma seca tiene un indice de compresibilidad de
aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de aproximadamente 3 a aproximadamente 25, de aproximadamente 3
a aproximadamente 20, de aproximadamente 3 a aproximadamente 15, de aproximadamente 3 a aproximadamente
13, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20, o de
aproximadamente 5 a aproximadamente 15. El indice de compresibilidad se define como 100 * (TD-BD)/TD, en la
que BD y TD son la densidad aparente y densidad aparente con vibracion, respectivamente. La densidad aparente
(BD) y la densidad aparente con pulsacion (TD) se utilizan para calcular un indice de compresibilidad (Cl). Los
procedimientos estandarizados para esta medicion se especifican como USP <616>. Una cantidad del polvo se pesa
en un cilindro graduado. La masa M y el volumen inicial (poco compactado) V, se registran. El cilindro se pone
entonces sobre un aparato que eleva y a continuacion deja caer el cilindro, desde una altura de 3 mm * 10 %, a una
velocidad de 250 veces (pulsaciones) por minuto. El volumen se mide después de 500 pulsaciones y a continuacion
nuevamente después de 750 pulsaciones adicionales (1250 en total). Si la diferencia en los volumenes después de
500 y 1250 pulsaciones es inferior al 2 %, el volumen final se registra como V;y el experimento se completa. Por lo
demas, se repiten las pulsaciones en incrementos de 1250 pulsaciones a la vez, hasta que el cambio de volumen
antes y después de las pulsaciones sea inferior al 2 %. A partir de los datos se calculan las siguientes cantidades:

Densidad aparente (BD) = M/V,
Densidad taponada (TD) = M/V;
Indice de compresibilidad (IC, también llamado indice de Carr) = 100 * (TD-BD)/TD.

La forma en polvo de los polimeros de amina se asienta en su volumen mas pequefio mas facilmente que los
polimeros usados convencionalmente para tratar la hipercolesteremia. Esto hace que la diferencia entre la densidad
aparente y la densidad aparente con pulsacién (densidad de polvo medida después de pulsar varias veces) sea de
aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 30 %, de aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 25 %, de
aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 20 %, de aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 15 %, de
aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 10 %, de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 35 %, de
aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 30 %, o de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 20 % de
la densidad aparente.
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Los polimeros y composiciones farmacéuticas descritos en la presente memoria retienen una cantidad significativa
de sales biliares unidas en todo el intestino delgado, y especificamente, las sales biliares unidas al polimero no se
liberan antes de la entrada en el colon o la excrecion del polimero en las heces. El término "cantidad significativa"
como se usa en la presente memoria no pretende indicar que la cantidad completa de la sal biliar unida se retiene
antes de la excrecion fecal o la entrada en el colon. Se retiene una cantidad suficiente de las sales biliares unidas,
de modo que se obtiene un beneficio terapéutico y/o profilactico. Por ejemplo, puede ser suficiente que un polimero
retenga acidos biliares de manera que haya un aumento significativo en la cantidad de acidos biliares que entran en
el colon. Los acidos biliares luego pueden liberarse del polimero pero todavia pueden excretarse sustancialmente
intactos o como metabolitos en las heces y, por lo tanto, para los propodsitos de esta invencion se han retenido
suficientemente. La retencién de acidos biliares se puede medir midiendo las cantidades de acidos biliares en las
heces o en aspirados o extractos coldnicos por encima de los niveles basales (es decir, por encima de la cantidad de
acidos biliares retenidos en las heces cuando no se administra polimero al sujeto animal). Cantidades particulares
de sales biliares unidas que pueden retenerse varian de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 100 % por
encima de los niveles basales. El polimero o composicion farmacéutica debe retener al menos aproximadamente el
5 % de las sales biliares unidas, mas en particular al menos aproximadamente el 10 %, incluso mas en particular al
menos aproximadamente el 25 % y mas en particular al menos aproximadamente el 50 % de las sales biliares
unidas por encima de los niveles basales. La retencién de acidos biliares por el polimero puede calcularse
directamente mediante métodos in vitro o indirectamente mediante métodos in vivo. El periodo de retenciéon
generalmente es durante el tiempo en que el polimero o la composicion se usa terapéutica o profilacticamente.
Cuando el polimero o la composicion se usa para unir y eliminar sales biliares del tracto gastrointestinal, el periodo
de retencion es el tiempo de residencia del polimero o composicion en el tracto gastrointestinal o el tiempo de
residencia promedio del polimero o composicion en el intestino delgado.

Los polimeros y las composiciones farmacéuticas descritas en este documento pueden dar como resultado una
relacion incrementada de acidos biliares primarios a secundarios excretados en las heces. Los acidos biliares se
pueden caracterizar por su sitio de sintesis y modificacion; los acidos biliares primarios (por ejemplo, acido colico y
acido quenodesoxicolico) se sintetizan en los hepatocitos del colesterol y los acidos biliares secundarios o terciarios
(por ejemplo, acido desoxicolico y acido litocdlico) son los productos de la deshidroxilacion bacteriana en el ileon
terminal y el colon. Los acidos biliares primarios se pueden desconjugar y/o deshidroxilar para convertirlos en acidos
biliares secundarios o terciarios; por ejemplo, desoxicolato (de colato) y litocolato (de quenodesoxicolato). Un cambio
en la relacién de acidos biliares excretados hacia los acidos biliares primarios o no metabolizados es una medida de
la retencion in vivo de los acidos biliares por polimeros. Los polimeros de amina, en una medicion in vivo, pueden
producir en promedio de al menos el 11 % de acidos biliares primarios en las heces basados en acidos biliares
totales en las heces. En diversas realizaciones, los polimeros de amina se unen al menos al 15 % o al menos al
20 % de acidos biliares primarios en las heces en base a los acidos biliares totales en las heces.

En general, los polimeros de amina no se absorben significativamente del tracto gastrointestinal. Dependiendo de la
distribucion del tamafio de las particulas de polimero de amina, pueden absorberse cantidades clinicamente
insignificantes de los polimeros. Mas especificamente, aproximadamente el 90 % o mas del polimero no se absorbe,
aproximadamente el 95 % o mas no se absorbe, incluso mas especificamente, aproximadamente el 97 % o mas no
se absorbe, y mas especificamente, aproximadamente el 98 % o mas del polimero no se absorbe.

Los polimeros de amina se pueden usar para eliminar sales biliares de un animal sujeto mediante la administracion
de una cantidad eficaz del polimero a un sujeto animal que lo necesite. Las sales biliares pueden ser unidas y
retenidas por el polimero de amina y a continuacion eliminadas del tracto gastrointestinal en las heces. Ademas, los
polimeros de amina se pueden usar para reducir el colesterol LDL sérico, o colesterol no HDL en suero, en un sujeto
animal. En algunos casos, la LDL sérica media puede reducirse en al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos
un 25 %, al menos un 30 % o mas después de 2, 4, 12, 26, 52 0 mas semanas de tratamiento con el polimero de
amina a una dosis diaria en la que el sujeto no experimenta eventos gastrointestinales adversos graves. En algunos
casos, la dosis diaria del polimero de amina es de aproximadamente 6,0 g/dia, 5,0 g/dia, 4,0 g/dia, 3,0, 2,5 02,0
g/dia o menos.

Ademas, los polimeros de amina se pueden administrar para mejorar el control glucémico en un sujeto humano con
diabetes mellitus tipo Il. Preferentemente, cuando se trata un sujeto humano con diabetes mellitus tipo I, la
hemoglobina glicosilada (Hba1c)) puede disminuirse en al menos un 0,5 %, al menos un 0,6 %, al menos un 0,7 %, al
menos un 0,8 %, al menos un 0,9 %, al menos un 1,0 % o mas después de 18, 26, 52 0 mas semanas de
tratamiento con la amina polimero en una dosis diaria en la que el sujeto no experimenta eventos gastrointestinales
adversos graves. En algunos casos, la dosis diaria del polimero de amina es de aproximadamente 6,0 g/dia, 5,0
g/dia, 4,0 g/dia, 3,0, 2,5 0 2,0 g/dia o0 menos. Ademas, la glucosa en plasma en ayunas puede disminuirse en al
menos 14 mg/dl (0,8 mmol/l), al menos 16 mg/dl (0,9 mmol/l), al menos 18 mg/dl (1 mmol/l), en al menos 20 mg/dI

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2661 079 T3

(1,1 mmol/l) o mas después de 2, 4, 12, 26, 52 o0 mas semanas de tratamiento con el polimero de amina en una
dosis diaria en la cual el sujeto no experimenta eventos gastrointestinales adversos severos. En algunos casos, la
dosis diaria del polimero de amina es de aproximadamente 6,0 g/dia, 5,0 g/dia, 4,0 g/dia, 3,0, 2,5 0 2,0 g/dia o
menos.

Ademas, los polimeros de amina se pueden usar para mejorar, tratar o ralentizar la progresion de la enfermedad de
Alzheimer.

Los polimeros de amina también se pueden usar para tratar la estatohepatitis no alcohdlica, prurito colestatico,
sindrome de intestino irritable con diarrea (IBS-D), malabsorcién idiopatica de acidos biliares, deficiencia genética o
congénita del Factor de Crecimiento de Fibroblastos 19 (FGF19) o una combinacion de los mismos. Cuando los
polimeros de amina se usan para tratar el prurito colestatico, se pueden usar en combinacion con un antipruriginoso
oral o topico que contenga, por ejemplo, un antihistaminico, un corticosteroide, un anestésico local, un antirretroviral,
un opioide, un antagonista del receptor opioide u otras terapias que incluyen pero no se limitan a crotamiton,
doxepina, mirtazapina, capsaicina, tacrolimus, acido linoleico, gabapentina, carbon activado, talidomida, naltrexona,
eritropoyetina, nicergolina, naltrexona, nalmefeno, butorfanol, naloxona, rifampina, ondansetrén, ursodesoxicolato, S-
adenosil-I-metionina, inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, fenobarbital, dronabinol, fototerapia o
una combinacion de los mismos

Cuando los polimeros de amina se usan para tratar IBS-D, se pueden usar en combinacién con antidiarreicos como
opiaceos, opioides o analogos de opioides que incluyen loperamida, codeina, difenoxilato, antagonistas del receptor
de serotonina como alosetron, ramosetron y cilansetrén, inhibidores de la recaptacion selectiva de serotonina,
antidepresivos triciclicos como amitriptilina y desipramina o farmacos que reducen los niveles de serotonina (5-HT),
medicamentos antiespasmaddicos que incluyen anticolinérgicos como la hiosciamina o diciclomina, bloqueadores de
la secrecion de cloruro como crofelemer y probiodticos.

Como se usa en el presente documento, un sujeto animal puede ser un ser humano u otro mamifero que necesite
eliminacion de una sal biliar, reduccion del colesterol LDL en suero o concentracion de colesterol no HDL, aumento
en HDL-C o control glucémico mejorado.

La invencion, por ejemplo, los polimeros y composiciones descritos en la presente memoria, es adecuada para la
eliminacion de sales biliares de un sujeto animal en el que el sujeto necesita dicha eliminacion de sal biliar. Por
ejemplo, los pacientes que experimentan hipercolesterolemia o hiperlipidemia se benefician de dicha eliminacién de
sal biliar. La invencién descrita en este documento es aplicable a estos pacientes, independientemente de la
afeccion subyacente que esta causando los altos niveles de colesterol en suero o la necesidad de eliminacion de
acidos biliares.

Los polimeros de amina pueden administrarse una, dos o tres veces al dia. Si el polimero de amina se administra
una vez al dia, se puede administrar justo antes, junto con o justo después de la comida mas abundante del dia.
Ademas, si se administra una vez al dia, se puede administrar en relacioén con la mayor liberacién de acidos biliares,
en promedio durante un periodo de veinticuatro horas, de la vesicula biliar, que generalmente es por la mafana.
Ademas, se prefiere que el polimero de amina se administre al menos 3 horas antes o después de cualquier agente
que pueda tener una interaccién adversa con los polimeros de amina.

El régimen de dosificacion para tratar la hipercolesterolemia, aterosclerosis, diabetes, enfermedad de Alzheimer,
esteatohepatitis no alcohdlica, prurito colestatico, IBS-D, malabsorcion de acidos biliares idiopaticos o reducir el
colesterol en plasma con la terapia de combinacién y las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se
puede seleccionar usando un variedad de factores. Estos incluyen el tipo, edad, peso, sexo, dieta y condicion
médica del paciente, la gravedad de la enfermedad, la via de administracion, la consideracion farmacolégica, como
la actividad, la eficacia, la farmacocinética y los perfiles toxicoldgicos del compuesto particular empleado, si se utiliza
un sistema de administracion de farmacos y si el polimero de amina se administra como parte de una combinacion
de farmacos. Por lo tanto, el régimen de dosificacion realmente empleado puede variar ampliamente.

El tratamiento inicial de un paciente que padece un trastorno hiperlipidémico como hipercolesterolemia y/o
aterosclerosis puede comenzar con las dosis indicadas anteriormente. El tratamiento generalmente debe
continuarse segun sea necesario durante un periodo de varias semanas a varios meses o afios hasta que la
afeccion se haya controlado o eliminado. Los pacientes sometidos a tratamiento con los polimeros de amina
descritos en la presente memoria se pueden controlar rutinariamente, por ejemplo, midiendo los niveles de LDL y
colesterol total en suero por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica, para determinar la eficacia de la
terapia de combinacion. El analisis repetido de dichos datos permite la modificacion del régimen de tratamiento
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durante la terapia de modo que las cantidades eficaces 6ptimas de cada tipo de agente se administren en cualquier
punto en el tiempo, y de modo que también se pueda determinar la duracién del tratamiento.

Si es necesario, los polimeros de amina o las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en combinacion
con otros agentes terapéuticos. La eleccion de agentes terapéuticos que pueden administrarse conjuntamente con
los compuestos de la invencion dependera, en parte, de la afeccion que se trate. Por ejemplo, se pueden
coadministrar diversos agentes con el polimero de amina, incluidos los agentes utilizados para reducir el colesterol
LDL o colesterol no HDL sérico, que comprenden un inhibidor de la hidroximetil-glutaril-coenzima A (HMG CoA)
reductasa, un fibrato, un inhibidor de la absorcién del colesterol, niacina (es decir, acido nicotinico o sus derivados),
un fitoesterol, un inhibidor de la lipasa intestinal, un inhibidor de fosfolipasa A2 intestinal o secretada, inhibidores de
la sintesis o actividad normal de Apo-B100, agonistas de la sintesis o actividad normal de ApoA, o cualquier agente
que modula la absorcion o el metabolismo del colesterol, o una combinacién de los mismos. En algunos casos, el
inhibidor de HMG CoA reductasa comprende una estatina, tal como atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina,
lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina, simvastatina o una combinacioén de los mismos.
El inhibidor de la absorcién del colesterol puede comprender ezetimiba. El fibrato puede ser benzafibrato,
ciprofibrato, clofibrato, gemfibrozilo, fenofibrato o una combinacién de los mismos. El inhibidor de la lipasa intestinal
puede comprender orlisatat. En algunos casos, los polimeros de amina o composiciones farmacéuticas pueden
administrarse en combinacién con un inhibidor de HMG CoA reductasa y niacina (por ejemplo, lovastatina y niacina),
o un inhibidor de HMG CoA reductasa y un inhibidor de la absorcion de colesterol (por ejemplo, simvastatina y
ezetimiba), o un inhibidor de HMG CoA reductasa y un inhibidor de la lipasa intestinal.

En otro ejemplo, otros agentes pueden coadministrarse con el polimero de amina, incluidos los agentes utilizados
para prevenir o tratar la diabetes, la obesidad u otras dislipidemias, tales como una sulfonilurea, una biguanidina,
una glitazona, una tiazolidindiona, un activador de los receptores activados por el poliferator de peroxisoma (PPAR),
un inhibidor de la alfa-glucosidasa, un antagonista del canal de potasio, un inhibidor de la aldosa reductasa, un
antagonista del glucagdn, un antagonista del receptor X retinoide (RXR), un agonista del receptor X farnesoide
(FXR), un antagonista FXR, péptido-1 similar al glucagén (GLP-1), un analogo de GLP-1, un inhibidor de la dipeptidil
peptidasa IV (DPP-1V), amilina, un analogo de amilina, un inhibidor de SGLT2, insulina, un secretagogo de insulina,
una hormona tiroidea, un analogo de la hormona tiroidea, un inhibidor de alfa glucosidasa o una combinacion de los
mismos. La biguanidina puede ser metformina, buformina, fenformina, o una combinacion de los mismos La
tiazolidindiona puede ser pioglitazona, rivoglitazona, rosiglitazona, troglitazona o una combinacién de las mismas. La
sulfonilurea puede ser acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliclazida, glibenclamida,
gliquidona, glicidopramida, glimepirida o una combinacién de las mismas. El inhibidor de DPP-IV puede ser
alogliptina, linagliptina, saxagliptina, sitagliptina, vildagliptina o una combinacién de los mismos. El analogo de GLP-1
puede ser exenatida, liraglutida, albiglutida o una combinacion de los mismos. El inhibidor de alfa glucosidasa puede
ser acarbosa, miglitol o voglibosa.

El término dislipidemia se entiende como una desviacion en al menos uno de los niveles séricos de colesterol total,
colesterol LDL, colesterol no HDL, colesterol HDL o ftriglicéridos de los considerados normales por el Programa
Nacional de Educacion sobre el Colesterol u otros cuerpos adecuados. En otro ejemplo, otros agentes se pueden
coadministrar con el polimero de amina, que incluye un agente antiplaquetario, un betabloqueante, un inhibidor del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), un modulador RAAS (por ejemplo, inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina, inhibidores de renina, bloqueadores del receptor de angiotensina, antagonistas de
aldosterona o bloqueadores de canales de sodio, que incluyen amilorida, triamtereno, trimetoprima y pentamidina) o
una combinacion de los mismos.

Los polimeros de amina también se pueden administrar con otros agentes reductores del colesterol como acifran,
azacosterol, benfluorex, B-benzalbutiramida, carnitina, sulfato de condroitina, clomestrona, detaxtran, sulfato de
dextrano sédico, acido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico, eritadenina, furazabol, meglutol, melinamida, mytatrienediol,
ornitina, y-orizanol, pantetina, tetraacetato de pentaeritritol, a-fenibutiramida, priozadil, probucol, -sitosterol, acido
sultosilico, sal de piperazina, tiadenol, triparanol, xenbucina, o una combinacién de los mismos.

Otros agentes que se pueden usar ventajosamente para el tratamiento en combinacién con los polimeros de amina
son un inhibidor de escualeno epoxidasa, un inhibidor de escualeno sintetasa (o inhibidor de escualeno sintasa), un
inhibidor de acilcoenzima A, colesterol aciltransferasa (ACAT) (incluidos inhibidores selectivos de ACAT-1 o ACAT-2,
asi como inhibidores duales de ACAT-1 y ACAT-2), un inhibidor microsomal de la proteina de transferencia de
triglicéridos (MTP), probucol, un inhibidor de la absorcién del colesterol (por ejemplo, ezetimiba y 1-(4-fluorofenil)-3
(R)-3 (S)-(4-fluorofenil)-3-hidroxipropil), 4 (S)-4-hidroxifenol-(2-azetidinona) descrito en las patentes de EE.UU. n.°
5.727.115 y 5.846.966), un inductor del receptor de LDL, un inhibidor de la agregacion plaquetaria (por ejemplo, un
antagonista de los receptores de fibrindgeno de la glucoproteina llb/lla), aspirina, vitamina Bg (0 piridoxina), vitamina
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B12 (o cianocobalamina), una sal farmacéutica soluble en agua o éster de acido félico (por ejemplo, sal de sodio y la
sal de metilglucamina), una vitamina antioxidante (por ejemplo, vitamina C y E y betacaroteno), o una combinacion
de los mismos.

El término "tratar" como se usa en la presente memoria incluye lograr un beneficio terapéutico. Por beneficio
terapéutico se entiende la erradicacion, mejora o prevencion del trastorno subyacente que se esta tratando. Por
ejemplo, en un paciente con hipercolesterolemia, el beneficio terapéutico incluye la erradicacion o la mejora de la
hipercolesterolemia subyacente. Ademas, se logra un beneficio terapéutico con la erradicacion, mejora o prevencion
de uno o mas de los sintomas fisiologicos asociados con el trastorno subyacente de modo que se observa una
mejora en el paciente, a pesar de que el paciente todavia puede estar afectado por el trastorno subyacente. En
algunos regimenes de tratamiento, el polimero o composicién de amina de la invencion se puede administrar a un
paciente con riesgo de desarrollar hipercolesterolemia o diabetes o a un paciente que presente uno o mas de los
sintomas fisioldgicos de hipercolesterolemia o diabetes, incluso aunque no se haya podido hacer un diagnostico de
hipercolesterolemia o diabetes.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen composiciones en las que los polimeros de
amina estan presentes en una cantidad efectiva, es decir, en una cantidad efectiva para lograr un beneficio
terapéutico o profilactico. La cantidad real efectiva para una aplicacion en particular dependera del paciente (por
ejemplo, edad, peso, etc.), la afeccidon que se esta tratando y la via de administracion. La determinacion de una
cantidad efectiva esta dentro de las capacidades de los expertos en la materia, especialmente a la luz de la
descripcion en este documento. La cantidad efectiva para su uso en seres humanos se puede estimar a partir de
modelos animales. Por ejemplo, una dosis para seres humanos se puede formular para alcanzar concentraciones
gastrointestinales que se ha encontrado que son efectivas en animales. En diversas realizaciones, el paciente
humano toma de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 10 g al dia, preferentemente de aproximadamente 0,5
g a aproximadamente 5 g al dia, mas preferentemente de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 3 g al dia, de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 2,5 g al dia, y lo mas preferentemente de aproximadamente 0,5 g a
alrededor de 2,0 g al dia.

Los polimeros y composiciones descritos en la presente memoria se pueden usar como productos alimenticios y/o
aditivos alimentarios. Se pueden anadir a los alimentos antes del consumo o durante el envasado.

Los polimeros de amina o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, o las composiciones descritas en
este documento, pueden administrarse al paciente usando una amplia variedad de vias o0 modos de administracion.
Las vias mas preferidas para la administracién son la via oral, intestinal o rectal. Las vias rectales de administracion
son conocidas por los expertos en la técnica. Las vias de administracion intestinal generalmente se refieren a la
administracion directamente en un segmento del tracto gastrointestinal, por ejemplo, a través de un tubo
gastrointestinal o a través de un estoma. La via mas preferida para la administracion es la via oral.

Los polimeros (o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos) se pueden administrar per se o en forma de
una composicién farmacéutica en la que el compuesto o compuestos activos estan en mezcla o mixtura con uno o
mas excipientes farmacéuticamente aceptables. Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la
presente invencibn se pueden formular de una manera convencional usando uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables que comprenden vehiculos, diluyentes y adyuvantes que facilitan el procesamiento
de los compuestos activos en preparaciones que se pueden usar fisioldgicamente. La composicion adecuada
depende de la via de administracion elegida.

Para administracion oral, los polimeros o composiciones de la invencion se pueden formular facilmente combinando
el polimero o la composicién con excipientes farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos
excipientes permiten que las composiciones de la invencién se formulen como polvos, comprimidos, pildoras,
grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones, suspensiones, obleas, y similares, para la ingestion oral
por un paciente a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para su uso oral pueden obtenerse como un excipiente
sélido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, después de afiadir
adyuvantes adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de grageas. Los excipientes adecuados
son, en particular, cargas tales como azucares, que incluyen lactosa o sacarosa; preparaciones de celulosa tales
como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidon de arroz, almidén de patata, gelatina, goma de
tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona (PVP); y
diversos agentes aromatizantes conocidos en la técnica. Si se desea, pueden afiadirse agentes disgregantes, tales
como la polivinilpirrolidona reticulada, agar, o acido alginico o una sal del mismo tal como alginato de sodio.

Adicionalmente, la composiciéon de polimero de amina puede comprender una o mas vitaminas liposolubles tales
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como vitamina A, D, E, K o una combinacién de las mismas. Se puede afadir a la composicién una cantidad de
vitamina liposoluble suficiente para suministrar aproximadamente el nivel diario de ingesta dietética (es decir, la
Ingesta diaria de referencia (RDI)), que actualmente es de 3000 Ul, 400 Ul, 30 Ul, 80 ug, respectivamente, para la
vitamina A, D, Ey K.

En diversas realizaciones, el principio activo (por ejemplo, polimero) constituye por encima de aproximadamente el
20 %, mas en particular por encima de aproximadamente el 50 %, incluso mas en particular por encima de
aproximadamente el 75 %, y lo mas en particular por encima de aproximadamente el 90 % en peso de la forma de
dosificacion oral, el resto que comprende excipiente o excipientes adecuados.

Los polimeros de amina o las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en forma de una tableta
masticable o que se desintegra en la boca, un liquido, un polvo, un polvo contenido en una bolsita, una capsula de
gelatina blanda o una capsula de gelatina dura. En algunas realizaciones, los polimeros de la invenciéon se
proporcionan como composiciones farmacéuticas en forma de composiciones liquidas. En diversas realizaciones, la
composicion farmacéutica contiene un polimero de amina dispersado en un excipiente liquido adecuado. Los
excipientes liquidos adecuados son conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences.

Una cantidad eficaz de los polimeros de la invencién se puede administrar al sujeto animal en menos de cuatro dosis
unitarias al dia, tal como en menos de cuatro comprimidos al dia. La "unidad de dosificacion" o "dosis unitaria" es
una tableta, capsula u otra forma de dosificacién oral que contiene una cantidad del polimero de amina. El polimero
se administra generalmente en 4, 3, 2 o 1 dosis unitaria en un periodo de 24 horas, que proporciona una dosis diaria
del polimero al sujeto bajo tratamiento.

A menos que se indique lo contrario, un grupo "alquilo" como se describe en el presente documento solo o como
parte de otro grupo es un radical hidrocarbonado monovalente saturado lineal opcionalmente sustituido que contiene
de uno a veinte atomos de carbono y preferentemente de uno a doce atomos de carbono, o un radical
hidrocarbonado monovalente saturado ramificado opcionalmente sustituido que contiene de tres a veinte atomos de
carbono, y preferentemente de tres a ocho atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo no sustituidos
incluyen metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, i-butilo, s-butilo, t-butilo, n-pentilo, i-pentilo, s-pentilo, t-pentilo, y
similares.

El término "amida", como se usa en este documento, representa un enlace amido bivalente (es decir, difuncional) (es

|

decir, N N ).

El término "arilo" como se usa en la presente memoria solo o como parte de otro grupo representa un radical
hidrocarbonado aromatico monovalente opcionalmente sustituido, preferentemente un grupo monociclico
monovalente o biciclico que contiene de 6 a 12 atomos de carbono en la porcién del anillo, tal como fenilo, bifenilo,
naftilo, fenilo sustituido, bifenilo sustituido o naftilo sustituido. Fenilo y fenilo sustituido son los grupos arilo mas
preferidos. El término "arilo" también incluye heteroarilo.

El término "cicloalquilo" como se usa en el presente documento indica opcionalmente un radical hidrocarbonado
monovalente saturado ciclico puente o no puente opcionalmente sustituido que contiene de tres a ocho atomos de
carbono en un anillo y hasta 20 atomos de carbono en un grupo de anillo multiple. Los ejemplos de grupos
cicloalquilo no sustituidos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo,
adamantilo, norbornilo y similares.

El término "-eno" utilizado como sufijo como parte de otro grupo representa un radical bivalente en el que se elimina
un atomo de hidrégeno de cada uno de los dos carbonos terminales del grupo, o si el grupo es ciclico, de cada uno
de dos atomos de carbonos diferentes en el anillo. Por ejemplo, alquileno indica un grupo alquilo bivalente, tal como
metileno (-CHa-) o etileno (-CH2CH-), y arileno significa un grupo arilo bivalente tal como o-fenileno, m-fenileno, o p-
fenileno. Para mayor claridad, la adicion del sufijo -eno no tiene la intencién de alterar la definicién de la palabra
principal mas que para representar un radical bivalente. Por lo tanto, continuando con el ejemplo anterior, alquileno
representa un radical hidrocarburo bivalente saturado lineal opcionalmente sustituido.

El término "éter" como se usa en la presente memoria representa un enlace éter bivalente (es decir, difuncional) (es
decir, -O-).
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El término "éster" como se usa en la presente memoria representa un enlace éster bivalente (es decir, difuncional)
(es decir, -C(0O)0-).

El término "heteroarilo” como se usa en este documento solo o como parte de otro grupo, representa un radical
aromatico monociclico o biciclico monovalente opcionalmente sustituido de 5 a 10 atomos de anillo en forma
protonada o no protonada, en el que uno o mas, preferentemente uno, dos o tres de los atomos en el anillo son
heteroatomos seleccionados independientemente entre N, O y S, y los atomos restantes del anillo son carbono. Los
ejemplos de restos heteroarilo incluyen benzofuranilo, benzo[d]tiazolilo, benzo[d]tiazolio, isoquinolinilo, isoquinolinio,
quinolinilo, quinolinio, tiofenilo, imidazolilo, imidazolio, oxazolilo, oxazolio, furanilo, tiazolilo, tiazolio, piridinilo,
piridinio, furilo, tienilo, piridilo, pirrolilo, pirrolidinio, indolilo, indolinio y similares.

El término "heterociclo" como se usa en este documento solo o como parte de otro grupo, representa un grupo
monociclico monovalente saturado o insaturado de 4 a 8 atomos en el anillo en forma protonada o no protonada, en
el que uno o dos atomos en el anillo son heteroatomo(s), independientemente seleccionados entre N, Oy S, y los
atomos del anillo restantes son atomos de carbono. Adicionalmente, el anillo heterociclico puede estar condensado
a un anillo de fenilo o heteroarilo, con la condicién de que el anillo heterociclico completo no sea completamente
aromatico. Los ejemplos de grupos heterociclo incluyen los grupos heteroarilo descritos anteriormente, pirrolidino,
pirrolidinio, piperidino, piperidinio, morfolino, morfolinio, piperazino, piperazinio y similares.

El término "hidrocarburo” como se usa en este documento describe un compuesto o radical que consiste
exclusivamente en los elementos carbono e hidrégeno.

El término "sustituido" como en "arilo sustituido", "alquilo sustituido" y similares, significa que en el grupo en cuestion
(es decir, el grupo alquilo, arilo u otro que sigue al término), al menos un atomo de hidrégeno unido a un atomo de
carbono esta sustituido por uno o mas grupos sustituyentes tales como hidroxi (-OH), alquiltio, fosfino, amido (-
CON(Ra)(Rsg), en la que Ra y Rg son independientemente hidrogeno, alquilo o arilo), amino (-N(Ra)(Rg), en la que Ra
y Rg son independientemente hidrégeno, alquilo o arilo), halo (fluoro, cloro, bromo o yodo), sililo, nitro (-NO3), un éter
(-ORa en el que Ra es alquilo o arilo), un éster (-OC(O)Ra en el que Ra es alquilo o arilo), ceto (-C(O)Ra en el que Ra
es alquilo o arilo), heterociclo y similares. Cuando el término "sustituido" introduce una lista de posibles grupos
sustituidos, se pretende que el término se aplique a cada miembro de ese grupo. Es decir, la frase "alquilo o arilo
opcionalmente sustituido" se debe interpretar como "alquilo opcionalmente sustituido o arilo opcionalmente
sustituido”.

Como se usa en este documento, los "posibles sitios de reaccion" en los mondémeros de amina son atomos de
nitrégeno unidos a uno o mas atomos de hidrégeno.

Habiendo descrito la invencion en detalle, sera evidente que son posibles modificaciones y variaciones sin apartarse
del alcance de la invencion definida en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan para ilustrar adicionalmente la presente invencién. Los
siguientes ensayos se usaron para las pruebas in vitro e in vivo detalladas en los ejemplos a continuacion.

Protocolo 1: Condiciones que imitan el intestino delgado inferior (ensayo A).

Los polimeros de amina se midieron en condiciones similares a las encontradas en el intestino delgado inferior
(Northfield, TC y McColl, | (1973) “Postprandial concentrations of free and conjugated bile salts down the length of
the normal human small intestine”, Gut 14: 513-518, Borgstrom, B, et al. (1957) “Studies of intestinal digestion and
absorption in the human”, J Clin Invest 36: 1521-1536.

Se preparo la siguiente solucion de ensayo: 50 mM de acido N,N-bis (2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES),
BES de sodio 50 mM, fosfato de sodio 6,5 mM, glicocolato de sodio 0,93 mM, glicodesoxicolato de sodio 0,93 mM,
cloruro de sodio 150 mM, pH 7,0. La solucién de prueba se almacend a -20 °C. Antes de usar, la solucién de prueba
se descongeld en un bafio de agua a 37 °C, se agité vigorosamente en una placa de agitacion durante mas de 20
minutos y se filtré a través de una unidad de filtro de nitrato de celulosa Nalgene de 0,45 micrometros. Se encontro
que esto proporcionaba resultados reproducibles. Los polimeros de amina a analizar se liofilizaron un minimo de 18
horas y se dispensaron con precisién en tubos de ensayo de borosilicato de 16 x 100 mm, conteniendo cada tubo
entre 23 y 28 mg de muestra de prueba. Se anot6 el peso preciso y la solucidn anterior se afiadié con una pipeta
desechable de 10 ml, de modo que la concentracion de polimero fue de 2,5 mg/ml. Los tubos se cubrieron con una
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lamina de teflén, se sujetaron y se voltearon de extremo a extremo (30-40 revoluciones por minuto) dentro de una
camara atmosférica a 37 °C durante tres horas. Los polimeros se recuperaron mediante centrifugacion a 500 x g
durante 10 minutos y se tomaron muestras de los sobrenadantes, se filtraron a través de un Whatman Unifilter 800
de 0,45 micrémetros de 96 pocillos por centrifugacion a 1000 x g durante 10 minutos para eliminar cualquier
particula restante. Los filtrados se transfirieron a viales IC de vidrio con tabiques de goma o placas de muestras de
pocillos profundos de polipropileno de 96 pocillos.

Para determinar la concentracion de glicocolato (GC) y glicodesoxicolato (GDC) en el filtrado, se inyectaron 50 pl de
la solucién de muestra en un sistema de HPLC, equipado con columna Phenomenex Luna Cs (2) (100 A, 5 ym, 50 x
2,00 mm) y un detector de UV. La muestra se analizé usando un gradiente de agua, tampon de fosfato 25 mM (pH =
3) y acetonitrilo a un caudal de 0,4 ml/min. La sefial de GC y GDC se detecté a una longitud de onda de 205 nm
desde el detector UV. Las soluciones de calibracion compuestas por los patrones de GC y GDC de diferentes
concentraciones también se inyectaron en el mismo sistema de HPLC. La curva de calibracion de cada componente
se construy6 trazando el area del pico frente a la concentracion. Basado en el area de los picos de GC y GDC
encontrados en la muestra y la curva de calibracién correspondiente, se calcul6 la concentracion de cada
componente en la muestra en mM.

Al comparar las concentraciones de equilibrio de glicocolato (GCeq) y glicodesoxicolato (GDCeq), en presencia del
polimero con sus concentraciones en solucién de prueba en ausencia del polimero, se calcul6 la cantidad de cada
componente unido bajo estas condiciones experimentales en mmol/g de polimero.

En algunos casos, también se determind la concentraciéon de fosfato mediante la inyeccion de 20 pul de filtrado en
columnas de intercambio aniénico fuerte (Dionex AG11-HC 50 x 4 mm ID y Dionex AS11-HC 250 x 4 mm ID)
usando un Modulo de separacion Waters Alliance 2795 equipado con una valvula de conmutacion de 6 columnas
instalada dentro de un horno de columna y un detector de conductividad Dionex CD25 (con célula de flujo DS3 y
supresor ASRS Ultra 11,4 mm). La fase movil fue tampén de KOH 30 mM con un caudal de 1 ml/min y un tiempo de
funcionamiento de 15 minutos por muestra. También se inyectaron patrones de fosfato de diferentes
concentraciones en el mismo sistema y a continuacion se construyo la curva de calibracion trazando el area del pico
frente a la concentracion. En base al area del pico encontrada en la muestra y la curva de calibracion
correspondiente, se calculd la concentracion de fosfato en la muestra en mM.

Comparando las concentraciones de equilibrio de fosfato (Peg) y en presencia del polimero con sus concentraciones
en soluciéon de prueba en ausencia del polimero, se calculé la cantidad de fosfato unido en estas condiciones
experimentales en mmol/g de polimero.

Protocolo 2: Condiciones que imitan el intestino delgado superior (ensayo B).

Los polimeros de amina también se midieron en condiciones similares a las encontradas en el intestino delgado
superior después de una comida (Fordtran, J S y Locklear, T W (1966) “lonic constituents and osmolality of gastric
and small-intestinal fluids after eating”, Am J Dig Dis 11: 503-521; Northfield, T C and McColl, | (1973) “Postprandial
concentrations of free and conjugated bile salts down the length of the normal human small intestine”, Gut 14: 513-
518; Evans, D F, et al. (1988) “Measurement of gastrointestinal pH profiles in normal ambulant human subjects”, Gut
29: 1035-1041). El rendimiento de unién de sal biliar de los polimeros de prueba se evalué a una concentracion de
polimero de 2,5 mg/ml de la manera descrita en el Protocolo 1 anterior, con la excepcién de que se utilizé la
siguiente solucion de prueba: acido N,N-bis (2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES) 50 mM, BES de sodio 50
mM, fosfato sddico 6,5 mM, glicocolato sédico 4,6 mM, glicodesoxicolato sddico 4,6 mM, oleil glicerol 1,2 mM, acido
oleico 9 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 7,0. El polimero liofilizado se dispenso con precision en los tubos de ensayo
de borosilicato de 16 x 100 mm, con cada tubo que contiene entre 28 y 33 mg de muestra de prueba. En ciertos
casos, la concentracion de polimero se ajusto de 2,5 mg/ml a 1 mg/ml. Por lo demas, el procedimiento fue idéntico al
descrito en el Protocolo 1 anterior, excepto que los filtrados enviados para el andlisis analitico solo se dispensaron
en viales IC de vidrio.

Para determinar la concentracion de glicocolato (GC), glicodesoxicolato (GDC), oleil glicerol (OG) y acido oleico (OA)
en muestras de filirado, se inyectaron 20 yl en un sistema de HPLC que estaba equipado con una columna
Phenomenex Luna Cs (2) (100 A, 5 ym, 50 x 2,00 mm) y un detector de UV. La muestra se analizé usando un
gradiente de agua, tampon de fosfato 25 mM (pH = 3) y acetonitrilo a un caudal de 0,4 ml/min. La sefal de GC,
GDC, OG y OA se detecta a una longitud de onda de 205 nm desde el detector UV. Las soluciones de calibracion
compuestas por los patrones de GC, GDC, OG y OA de diferentes concentraciones también se inyectaron en el
mismo sistema de HPLC. La curva de calibracion de cada componente se construy6 trazando el area del pico frente
a la concentracion. En funciéon del area del pico del GC, GDC, OG u OA que se encuentra en la muestra y la curva
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de calibracion correspondiente, se calcula la concentracion de cada componente en la muestra en mM.

Al comparar las concentraciones de equilibrio de glicocolato (GCeq), glicodesoxicolato (GDCeq), oleil glicerol (OGeq)
y/o acido oleico (OAeq) en presencia del polimero a sus concentraciones en solucion de prueba en ausencia del
polimero, se calculd la cantidad de cada componente unido en estas condiciones experimentales en mmol/g de
polimero.

Modelo de hamster. Para recopilar datos in vivo, se obtuvieron hamsteres Golden Syrian macho (8-9 semanas de
edad) de Charles River Laboratories (Wilmington, MA). Al llegar, los animales se pusieron en la dieta para roedores
Teklad 2018 (Madison, Wisconsin). Se proporcionaron alimentos y agua a voluntad a lo largo del curso del estudio.
Los animales se aclimataron durante al menos siete dias, y a continuacién se separaron aleatoriamente por peso
corporal en grupos de al menos cinco animales cada uno. Todos los animales se pusienron en una dieta occidental
alta en grasas y alta en sacarosa, D12079B (Research Diet, New Brunswick, NJ) durante tres dias antes de que
comenzara el estudio. Los polimeros de amina se mezclaron en la dieta occidental a una dosis del 0,5 % para
preparar las dietas de prueba. Para iniciar el estudio, todos los hamsteres fueron trasladados a jaulas metabodlicas
individuales que permiten la separacion y recoleccion de las heces. Los animales de los grupos de prueba se
cambiaron a las dietas de prueba, mientras que los animales del grupo no tratado se mantuvieron en la dieta
occidental sin polimero de amina afadido. La ingesta de alimentos se midié durante los siguientes cuatro dias
consecutivos. Para cada hamster, se recogieron las heces de los ultimos tres dias del periodo de tratamiento, se
combinaron, se liofilizaron y a continuacion se homogeneizaron mediante molienda en un mortero y mano de
mortero. Las muestras de heces se extrajeron para el analisis de sal biliar fecal.

En algunos casos, se realizé un periodo de tratamiento inicial en el que todos los grupos de animales se pusieron en
jaulas metabdlicas como se ha descrito anteriormente y se alimentaron solo con la dieta occidental sin un articulo de
prueba afiadido. Se recogieron las heces como se ha descrito anteriormente y se determiné el efecto del polimero
de amina sobre la excrecion fecal de sal biliar comparando los periodos de referencia frente a los periodos de
tratamiento. Por lo demas, el efecto del polimero de amina sobre la excrecion fecal de sal biliar se determiné
comparando los grupos no tratados con los grupos de prueba.

Las sales biliares fecales de hamsteres se analizaron usando una modificacién del procedimiento reportado por
Porter y colegas (Porter, J I. et al. 2003. Accurate enzymatic measurement of fecal bile salts in patients with
malabsorption. J Lab Clin Med. 141: 411-8). Para cada extraccion, se peso una alicuota de 100 mg de heces secas
en un tubo de ensayo Pyrex de 16 x 100 mm. Luego se afadié etilenglicol (1 ml) con NaOH 0,7N. El tubo de ensayo
se tapd con una canica y se calenté a 190-200 °C durante 2 h. Después de enfriar, se afiadieron 1 ml de NaCl al
20 % y 0,2 ml de HCI 6N. Después de una breve mezcla, se afiadieron 6 ml de éter dietilico. El tubo se tapo, se
sometié a agitacion con vortex durante 5 minutos y a continuacion se centrifugdé a 1000 x g durante 5 minutos. La
fase de éter dietilico se transfirié a un vial de vidrio de 20 ml. Se realizaron dos extracciones adicionales con 6 ml de
éter dietilico y los extractos se combinaron. El éter se evaporé completamente bajo una corriente de aire. El residuo
se disolvid luego en 3 ml de metanol y las sales biliares (acido cdlico, acido 3-OH-12-oxo-colanico, acido
quenodesoxicolico, acido desoxicdlico y acido litocdlico) se cuantificaron por LC-MS.

Ejemplo 1: Polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) con agentes de reticulacion
de dihaloalcano

La sintesis de materiales de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina reticulados se realizé usando
sintesis paralela. Se dispenso una solucion de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) (40 %
en peso de una solucion de N,N-dimetilformamida (DMF)) en viales de vidrio de 40 ml. El mondmero de reticulacion
de férmula X-R+-X, en el que X era bromo y Ry era como se enumera en la tabla a continuacion, se afiadieron a cada
vial. Se afiadieron DMF y metanol (MeOH) adicionales dando como resultado un contenido total de sdlidos del 40 %
en peso en el que los disolventes estan en una proporcion de 1: 1 (por volumen). Los viales se taparon y se
calentaron durante 17 horas a 58 °C. El gel de polimero resultante se hinché y se molié en MeOH, se lavé en MeOH
(dos veces), hidroxido de amonio (10 % en volumen, dos veces) y a continuacion en agua (tres veces) y se liofilizo
hasta que se seque. La capacidad de unién del acido biliar (BA), la afinidad y la retencién para cada polimero
resultante se determinaron mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster como se ha descrito
anteriormente, y los resultados se presentan a continuacion.

Sintesis de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina. A una mezcla de 1,4-diaminobutano y acrilonitrilo
en dioxano se le afiadié una solucion de KOH al 40 % en nitrégeno. La reaccion se agité a temperatura ambiente
durante toda la noche y se us6 HPLC para controlar la reaccion. Después de completar la reaccién, la mezcla se
diluyd con terc-butil metil éter. La fase organica se lavd con salmuera, y a continuacion se secé sobre sulfato de
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sodio anhidro. Después de la concentracion de la solucién, se obtuvieron 3,3’,3”,3"’-(butano-1,4-diilbis (azanetriil))
tetrapropanonitrilo. Se puso una suspension de 3,3’,3”,3"’-(butano-1,4-diilbis (azanetriil)) tetrapropanonitrilo en
metanol: agua 1: 1 en un aparato de hidrogenacién Parr. A la mezcla se le cargo un catalizador de cobalto Raney
himedo. La mezcla se hidrogeno a 700 psi a 70 °C durante 18 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
5 reaccion se filtr6 a través de Celite. El filtrado se concentrdé para producir N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-

butanodiamina (C4 BTA) como un aceite amarillo palido.
Se sintetizaron N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,8-octandiamina (Cs BTA), N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-

1,10-decanodiamina (C1o BTA), y N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecanodiamina (C2 BTA) siguiendo el
10 mismo procedimiento.
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Ejemplo 2: Polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) con agentes de reticulacion
de bisacrilamida

La sintesis de materiales de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina reticulados se realizé usando
sintesis paralela. Se dispenso una solucion de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (40 % en peso
de una solucion de dimetilsulféxido (DMSO)) en viales de vidrio de 40 ml. EI monémero de reticulacion de
bisacrilamida enumerado en la tabla siguiente se afiadié6 a cada vial. Se afiadi6 DMSO adicional dando como
resultado un contenido total de sélidos del 40 % en peso. Los viales se taparon y se calentaron durante 17 horas a
58 °C. El gel de polimero resultante se hincho y se trituré6 en MeOH, se lavé en MeOH (dos veces), NaOH (0,5 M
una vez) y a continuacion en agua (tres veces) y se liofilizé hasta que se sec6. La capacidad de unién del acido biliar
(BA), la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron mediante el ensayo A, el ensayo B y el
modelo de hamster como se ha descrito anteriormente, y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.

Muestra | Mondmero de reticulacion de | Mondmero: Mondémero de
n.° Bisacrilamida reticulacion (mg)
Relacion molar de C4 BTA (ul) | DMSO (ul)
monémero de
reticulacion
2-C3 N,N’-Octileno bis (acrilamida) | 1: 2,2 1911 1135 5450
2-D2 N,N’-Decileno bis (acrilamida) | 1: 1,6 1759 1293 5450
Muestra | Afinidad de | Capacidad de | Retencion de | Unién de BA Hinchamiento
n.° unién de BA unién de BA unién de BA
% de acidos biliares
Frzsr;?gl?g) A Frzsr;?gl?g) B Hamster (mmol/g) primarios (g/9)
en las heces *
2-C3 0,60 2,97 0,39 21,5 2,00
2-D2 0,69 3,00 0,44 49,7 1,52

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido cdlico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido cdlico + acido quenodesoxicdlico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicdlico + acido litocdlico)

Ejemplo 3: Polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) con epiclorohidrina (ECH) -
Examen comparativo

La sintesis de materiales de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina reticulados se realiz6 usando
sintesis paralela. Se dispenso una solucion de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (40 % en peso
de una solucion de N,N-dimetilformamida (DMF)) en viales de vidrio de 40 ml. Se afadi6 epiclorohidrina (ECH) a
cada vial. Se afiadieron DMF y metanol adicionales dando como resultado un contenido total de soélidos del 40 % en
peso en el que los disolventes estan en una proporcion de 1: 1 (por volumen). Los viales se taparon y se calentaron
durante 17 horas a 58 °C. El gel de polimero resultante se hinchd y se tritur6 en MeOH, se lavé en MeOH (dos
veces), NaOH (0,5 M una vez) y a continuacion en agua (tres veces) y se liofilizé hasta que se seco. La capacidad
de unidn al acido biliar, la afinidad y la retencién para cada polimero resultante se determinaron mediante el ensayo
A, el ensayo B y el modelo de hamster tal como se ha descrito anteriormente, y los resultados se presentan en la
tabla a continuacion.

Muestra Mondémero de | Monémero: Mondémero de
n.° reticulacion reticulacion (mg) | C. BTA | Metanol DMF
Relacion molar de (ul) (ul) (ul)
mondmero de reticulacion
3-A1 ECH 1:1,6 39829 88720 72046 72046
Muestra | Afinidad de | Capacidad de unién | Retencion de | Unién de BA Hinchamiento
n.° union de BA de BA union de BA
% de acidos biliares
Frzsrfgl?g) A Ensayo B (mmol/g) ?rr?mcsn;[/i;r) primarios (g/9)
en las heces *
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[ 3-A1 [ 0,34 [ 3,15 [ 0,12 [ 4,7 | 52,06 |

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido cdlico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido célico + acido quenodesoxicolico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicolico + acido litocdlico)

Ejemplo 4: Polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecandiamina (Ci2 BTA) con 1,3-bis (3-
yodopropil)-1H-imidazol-3-io

La sintesis de materiales de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina reticulados se realizé usando
sintesis paralela. Se dispensé N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecanodiamina en un vial de vidrio de 40
ml. Se anadio 1,3-bis (3-yodopropil)-1H-imidazol-3-io y N-metilpirrolidona (NMP) al vial. El vial se tapd y se calento
durante 17 horas a 58 °C. El gel de polimero resultante se hinchd y se tritur6 en MeOH, se lavé en MeOH (dos
veces), acido clorhidrico (1 M, tres veces) y a continuacion en agua (tres veces) y se liofilizé hasta sequedad. La
capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencién para cada polimero resultante se determinaron mediante
el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster como se ha descrito anteriormente, y los resultados se presentan

en la tabla a continuacion.
Muestra Mondémero: C12 BTA | Monémero de reticulacion de 1,3-bis (3-
n.° yodopropil)- 1H-imidazol-3-io (mg)
Relacién molar de | (mg) NMP:(ul)
monoémero de reticulacion
4-B3 1:1,26 2080 3253 5666
Muestra | Afinidad de | Capacidad de | Retencién de unién | Unién de BA Hinchamiento
n.° unioén de BA unién de BA de BA
% de acidos biliares
Ensayo A | Ensayo B . primarios
(mmol/g) (mmol/g) Hamster (mmol/g) (g/9)
en las heces *
4-B3 0,51 2,99 0,48 18,5 11,45

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido cdlico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido cdlico + acido quenodesoxicdlico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicolico + acido litocdlico)

Ejemplo 5: Preparacion de 1,3-bis (3-yodopropil)-1H-imidazol-3-io

Una suspension de sal sédica de imidazol (18,3 g, 0,2 mol) y 1-bromo-3-cloropropano (50 ml, 0,5 mol) en 200 ml de
THF se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. La mezcla se calentd a reflujo durante 8 horas y se
concentréo a sequedad. Se afadié acetona (250 ml) al residuo, seguido de yoduro soédico (150 g, 1 mol). La
suspension se agité a reflujo durante toda la noche. El disolvente se elimind a presion reducida. Al residuo se le
afnadieron 300 ml de metanol al 10 % en diclorometano. El sdlido se elimino por filtracion. El filtrado se concentrd y
se purificd por cromatografia (gel de silice, metanol al 10-15 % en diclorometano). Se obtuvieron 11,5 g del producto

deseado como un aceite marrén. MS m/e (MH+), calculado 404,93, encontrado 404,73. La 1H RMN confirmé la
estructura.
Monomero de reticulacion Estructura
10 Bro 10 @B c1o
[ . AT Vol e Pans NP NG N N N
C1o bis-imidazolio Br’\/\/W\’N\/__\/N N\=,N Br
1,1’-(decano-1,10-diil) bis (10-bromodecil)-1H-imidazol-3-io
8° c12 A@B’e B
C12 bis-imidazolio Br\/\/\/\/\/\/\?\l%N_/\/\/\M/—N\Z"N’V\/\/\M
e
1,1’-(dodecano-1,12-diil) bis (12-bromododecil)-1H-imidazol-3-io
® Bro
Nucleo C12, C3 bis-imidazoli @Br c12 "\®/\/\
Ucleo C+2, C3 bis-imidazolio A~ X
e NN NN
Br/\/\N/ N N\=/N Br
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1,1’-(dodecano-1,12-diil) bis (3-bromopropil)-1H-imidazol-3-io
T

/:%\ \/\/
C3 bis-imidazolio

|\\/‘\/'\‘|+\/l\l
1,3-bis (3-yodopropil)-1H-imidazol-3-io

Mondémero de amina Estructura

HZN\ Cs K//NHZ
/JN/\/\\/N

C4BTA \_\_
NH
HoN 2
N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina
NH;
H,N
8
N
Cs BTA N \_\_
//J NH,
HaN
N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,8-octandiamina
HzN\\\\ C10 /NHz
N
N
C10 BTA /J L\—
HoN NH2

N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,10-decanodiamina

NH;
HzN\\\\ c12 ////

C12 BTA N

N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecandiamina

NH,

Ejemplo 6: Monémeros C4 BTA y C1o BTA con mondmeros de reticulacion de bis imidazolio

5 Las sintesis de los materiales de polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (Cs BTA),
N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,10-decandiamina (C4o BTA) se llevaron a cabo utilizando robots dispensadores
con capacidades de dispensacion de liquido y polvo. El monémero C4 BTA o C1o BTA se dispenso en viales de vidrio
de 8 ml. Las soluciones del monémero de reticulacion de férmula X-R+-X en la que X es halo tal como cloro o bromo
y R1 es una cadena de hidrocarburo de imidazolio enumerada en los ejemplos a continuaciéon. Los agentes de

10 reticulacion se dispensaron como el 40 % en peso en dimetilsulféxido (DMSO). Se afiadio6 disolvente a cada vial para
obtener la concentracion de contenido soélido final al 40 % en peso. Los viales se equiparon con un agitador
magnético, se taparon y se calentaron durante 17 horas a 70 °C. La mayoria de los viales contenian un tapén solido
de polimero. El polimero estaba hinchado y se molié en dimetilformamida (DMF), se lavé con acido clorhidrico
acuoso (1 M), agua, bicarbonato de solucién de sodio saturado (NaHCO3) tres veces, agua (dos veces) y se liofilizo

15 hasta sequedad.
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Ejemplo 7: Terpolimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) con 1-(3-aminopropil)
imidazol (API) como comonémero, y 1,10-dibromodecano (DBD), como monémero de reticulacion

La sintesis de materiales de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina reticulados se realizé usando
sintesis paralela. Se dispenso una solucion de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (40 % en peso
de una solucion de N,N-dimetilformamida (DMF)) en viales de vidrio de 40 ml. Se afiadieron 1,10-dibromodecano
(DBD), el mondémero de reticulacion, y 1-(3-aminopropil) imidazol (API), el comonémero, a cada vial en las
cantidades descritas en la tabla siguiente. Se afiadieron DMF y metanol adicionales dando como resultado un
contenido total de solidos del 40 % en peso en el que los disolventes estaban en una proporcion de 1: 1 (en
volumen). Los viales se taparon y se calentaron durante 17 horas a 58 °C. El gel de polimero resultante se hincho y
se tritur6 en MeOH, se lavé en MeOH (dos veces), NaOH (0,1 M tres veces) y a continuacion en agua (tres veces) y
se liofilizé hasta sequedad. La capacidad de union al acido biliar, la afinidad y la retencién para cada polimero
resultante se determinaron mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster, y los resultados se presentan
en la tabla a continuacion.

15
Muestra Mondémero: Comondémero: DBD Cs BTA | API DMF Metanol
n.° Relacion molar de monémero de | (mg) (ul) (ul) (ul) (ul)
reticulacion

11-D1 0,75:0,25:1,6 2588 1421 129 3426 3426
11-D2 0,5:0,5:1,6 3261 1119 405 3758 3758
11-D3 0,25:0,75: 1,6 4406 605 876 4323 4323
Muestra Afinidad de | Capacidad de | Retencion de | Unién de BA Hinchamiento
n.° union de BA union de BA union de BA

Ensayo A | Ensayo B . % de acidos biliares

(mchJII/g) (mchJII/g) Hamster (mmol/g) primarios en las heces * (9/9)
11-D1 0,52 3,00 0,56 7,6 63,63
11-D2 0,56 2,92 0,62 10,4 49,36
11-D3 0,58 2,66 0,52 10,7

20

25

30

35

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido cdlico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido célico + acido quenodesoxicolico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicolico + acido litocdlico)

Ejemplo 8: N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) con clorhidrato de guanidina como
monomero de reticulacion

La sintesis de polimeros con clorhidrato de guanidina como agente de reticulacion consistié en tres componentes:
monoémero de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (Cs BTA), clorhidrato de guanidina y un
comondémero. Todas las reacciones se llevaron a cabo usando un matraz de fondo redondo de tamafio apropiado
con un puerto de entrada de nitrégeno y placas calientes equipadas con bafios de aceite de silicona.

En una reaccion tipica, se dispensd mondmero de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina en un
matraz de fondo redondo con un puerto de entrada de nitrdgeno. A continuacion, se afadieron clorhidrato de
guanidina y comonémero (si estaban presentes) al matraz. Los matraces de reaccién se taparon usando un tabique
de caucho y se introdujo un flujo de nitrégeno desde el puerto de entrada de nitrégeno. El matraz de reaccién se
calentd luego durante 18 horas a 120 °C y a continuacion durante 4 horas a 180 °C. El polimero formado se hinch6 y
se molio en una solucion de acido clorhidrico 1 M y a continuacion se lavo con etanol (dos veces), agua, hidroxido
de sodio 3 M (dos veces) y agua (tres veces) y se liofilizd hasta que se seque. La capacidad de unién al acido biliar,
la afinidad y la retencién para cada polimero resultante se determinaron mediante el ensayo A, el ensayo B y el
modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.
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Mondmero de reticulacion Estructura
TMBMP-DBD Cro C1o
™~ NSNS B
r [©) ®
© Br © pr
Bis-1-bromodecano-4,4’-trimetilenebis (1-metilpiperidina)
c C12
12 \N NNy
NN SN
TBMP- DBDD Br @ ®>
@ Br (] Br
Bis-1-bromododecano-4,4’-trimetilenbis (1-metilpiperidina)
~ <
* N
TMBMP-DBUD NP NS VAN SN B
4.4’-(propano-1,3-diil) bis (1-(11-bromoundecil)-1-metilpiperidinio)

Ejemplo 9 Sintesis de polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) y con dihalo bis
piperidinio como agentes de reticulacion y ligandos

La sintesis de polimeros con dihalobis piperidinio como agentes de reticulacion consistié en dos componentes:
mondémero de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,10-decanodiamina (Ci¢ BTA) o N,N,N’,N’-tetraquis (3-
aminopropil)-1,4-butanodiamina (C4 BTA) y dihalobis piperidinio (TMBMP-DBD). Las reacciones se llevaron a cabo
usando un matraz de fondo redondo de tamarfio de 250 ml con un puerto de entrada de nitrdgeno y placas calientes
equipadas con banos de aceite de silicona.

En una reaccion tipica, se disolvié un monémero de BTA en metanol para obtener un 50 % en peso de soluciéon y a
continuacion se dispensa en un matraz de fondo redondo. Luego se afadi6¢ TMBMP-DBD o TMBMP-DBDD al
matraz como solucién en metanol al 50 % en peso. Los matraces de reaccion se taparon usando un tabique de
caucho y se introdujo un flujo de nitrégeno desde el puerto de entrada de nitrégeno. Los matraces de reaccién se
calentaron luego durante 18 horas a 55 °C. Los polimeros formados con C4 BTA se hincharon y se molieron en
metanol y se lavaron con metanol (dos veces), acido clorhidrico 1 M y agua (tres veces) y se liofilizaron hasta que se
secaron. Los polimeros formados con C1o BTA se hincharon y se molieron en metanol y se lavaron con metanol (dos
veces), acido clorhidrico 0,5 M, agua, bicarbonato de sodio 0,5 M (dos veces) y agua (tres veces) y se liofilizaron
hasta que se secaron. La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante
se determinaron mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla
a continuacion.

25

Muestra Mondémero de | Monémero de | Monémero: BTA CH3OH Mondémero de
n.° amina reticulacion Relacion molar de | (9) (9) reticulacion
monémero de (9)
reticulacion
14-A1 C4 BTA TBMP-DBD 1:2 1,58 9,96 8,38
15-A1 C1o BTA TBMP-DBD 1:1,6 1,2 5,22 4,02
15-A2 C10 BTA TBMP- 1:1,6 1,2 5,49 4,29
Muestra n.° | Afinidad de | Capacidad de | Retencion de | Unién de BA Hinchamiento
union de BA union de BA union de BA
% de acidos biliares
Frzsr;?gl?g) A Frzsr;?gl?g) B Hamster (mmol/g) primarios (g/9)
en las heces *
14-A1 0,55 2,73 0,37 14,0 7,6
15-A1 0,54 2,90 11,18
15-A2 0,66 2,79 0,53 18,8 1,83

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido cdlico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido cdlico + acido quenodesoxicdlico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicolico + acido litocdlico)
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Ejemplo 10: Modificacion del ligando

El polimero sintetizado con BTA y el agente de reticulacion de dihalobispiperidinio se modificaron adicionalmente por
reaccion con haluros de alquilo para unir un ligando de alquilo pendiente al andamio. En una reaccion tipica, el
andamio de polimero se remojé primero en metanol en un matraz de fondo redondo de 250 ml y a continuacién se
afiadié al matraz una cantidad diferente de ligando de haluro de alquilo (como se enumera en la tabla a
continuacion). Las reacciones se llevaron a cabo a 55 °C durante 18 horas. El polimero se lavé después con metanol
(2 veces), acido clorhidrico 1 M, cloruro de sodio 1 M (2 veces) y agua (3 veces) y se liofilizd hasta que se seco. La
capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencién para cada polimero resultante se determinaron mediante
el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.

Muestra | Andamio de polimero | Ligando Relacion molar de | Andamio de | CH3OH | Ligando
n.° nndamio de | polimero (9) (9)
polimero:ligando

16-A1 C4 BTA/TMBMP/DBD | Cyo alquilo | 1: 0,95 2,8 31,6 1,2
16-A2 C4 BTA/TMBMP/DBD | Cyo alquilo | 1: 1,75 2,2 27,69 1,8
16-A3 C4 BTA/TMBMP/DBD | Cyo alquilo | 1: 3,45 1,6 23,73 24
Muestra | Afinidad de unién | Capacidad de | Retencion de | Unién de BA Hinchamiento
n.° de BA union de BA union de BA
% de acidos
:Egsrfg/l?g) A :Egsrfg/l?g) B Hamster (mmol/g) biliares primarios (9/9)
en las heces *
16-A1 0,65 2,25 0,38 4,6 3,22
16-A2 0,62 2,11 2,29
16-A3 0,671 1,98 0,4 4.4 2,11

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido célico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido cdlico + acido quenodesoxicdlico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicolico + acido litocdlico)

Ejemplo 11: Sintesis de un agente de reticulacion, Bis-1-bromo-decano-4,4’-trimetilenebis (1-metilpiperidina)

En un matraz de fondo redondo se pesaron 60 g (0,20 mol) de dibromodecano y 20 ml de metanol. El matraz se
calento a 55 °C durante 15-20 minutos. A continuacion, se afadieron 10,0 g (0,041 mol) de 4,4’-trimetilenbis (1-
metilpiperidina) a la solucion. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 12 horas y la reaccion se detuvo
mediante la eliminacion de calor y enfriamiento a temperatura ambiente. El producto se aisl6 por precipitacion de la
solucion de reacciéon en una solucién de acetona: hexano 3: 1 seguido de filtracién y lavado con hexanos. El
rendimiento fue de 24,6 g con un rendimiento del 91 %. El producto se identificé por RMN 1H y espectrometria de
masas.

Ejemplo 12: Preparacion de TMBMP-DBUD

Una mezcla de 11-bromoundecanol (31,65 g, 0,126 mol) y 4,4-trimetilenbis (1-metilpiperidina) (5 g, 0,021 mol) en
metanol (50 ml) se calentd a reflujo durante 17 horas. El metanol se elimind mediante evaporacion rotatoria. Al
residuo se le afadié tolueno (100 ml) y la mezcla se agité a 50 °C durante 2 horas. El disolvente se elimin6 por
filtracion. El sélido se lavé con tolueno (100 ml) y éter (2 x 100 ml). Después de secar a alto vacio, se obtuvo 4,4'-
(propano-1,3-diil) bis (1-(11-hidroxiundecil)-1-metilpiperidinio) como un polvo blanco (15,5 g, 100 %). MS m/e (M*),
calculado 290,3, encontrado 290,5.

Se puso 4,4’-(propano-1,3-diil) bis (1-(11-hidroxiundecil)-1-metilpiperidinio) (15,5 g, 0,21 mol) en un matraz de
presion. Se afadio acido bromhidrico (50 ml, 48 % en peso en agua) y el matraz se apretd para sellarlo. La reaccién
se agité a 120 °C durante 17 horas. La mezcla de reaccion se sometié a destilacién azeotrépica con THF y tolueno
para eliminar el exceso de acido bromhidrico. El residuo se secé en un horno de vacio a 35 °C durante 24 horas
para dar 17,27 g de producto en bruto como un polvo marrén claro (94,9 % de rendimiento).

El producto en bruto (4,02 g) se recristalizé en isopropanol (20 ml) para dar 4,4’-(propano-1,3-diil) bis (1-(11-
bromoundecil)-1-metilpiperidinio) como un sélido blanquecino (3,11 g, 77,4 % de recuperaciéon). MS m/e (M%),
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calculado 353,2, encontrado 353,3.

Ejemplo 13: Sintesis de gel de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,3-propanodiamina (Cs BTA), N,N,N’,N’-tetraquis
(3-aminopropil)-1,8-octanandiamina (Cg BTA), N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,10-decanodiamina (C1o BTA) y
N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecanodiamina (C12 BTA)

Las sintesis de materiales de polimeros de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,3-propanodiamina, N,N,N’,N’-
tetraquis (3-aminopropil)-1,8-octanandiamina, N, N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,10-decanodiamina y N,N,N’,N’-
tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecandiamina se realizaron usando robots dispensadores con capacidades de
dispensacion de liquido y polvo. EI monémero de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,3-propanodiamina o
N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,8-octanandiamina o N,N, N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,10-decanodiamina o
N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-dodecandiamina se dispensoé en viales de vidrio de 8 ml. A las soluciones
del monémero de reticulacion de formula X-R+-X en la que X es halo tal como cloro o bromo y R¢ es una cadena
hidrocarbonada enumerada en los ejemplos a continuacioén, se dispensé 1,10-dibromodecano al 40 % en peso en
dimetilsulfoxido (DMSO) y el 1,12-dibromododecano era puro. Se afiadio disolvente a cada vial para obtener la
concentracion de contenido sélido final al 40 % en peso. Los viales se equiparon con un agitador magnético, se
taparon y se calentaron durante 17 horas a 60 °C. La mayoria de los viales contenian un tapén soélido de polimero.
El polimero se hinché y se molié en dimetilformamida (DMF), se lavd con acido clorhidrico acuoso (1 M), agua,
hidréxido de sodio (0,01 M, tres veces), agua (dos veces) y se liofilizd hasta que se seco.
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Ejemplo 14: Mondémeros BTA con diferentes estructuras principales

/_f

N—R —

H2N

La sintesis de materiales retlculados de N',N"-(1,3-fenilenbis (metllen)) bis (N'-(3-aminopropil) propano-1,3-diamina)
(R3=1 3-fen|Iend|met|Io) N N1, 4-fen|Ienb|s (metileno)) bis (N'-(3-aminopropil) propano-1,3-diamina) (Rs = 1,4-
fenllenodlmetll) N? N2, N° N -tetraquis (3-aminopropil) piridin-2,6-dicarboxamida (Rs = 2, 6 d|f0rm||p|r|d|na)
N’ N",N® N°-tetraquis (3 amlnopropll) adipamida (Rs= 1,6-dioxohexano-1,6-diilo), N',N'N* N*-tetraquis (3-
amlnopropll) succinamida (Rs = succinilo) y 1,3-bis (3-(bis) (3-aminopropil) amino) propil)-1H- |m|dazol 3-io (R3=3,3-
(1H-imidazol-3-io-1,3-diil) dipropilo) se llevaron a cabo usando robots de dispensacion con capacidades de
dispensacion de liquido y polvo. El mondmero seleccionado se dispensé en viales de vidrio de 8 ml. Las soluciones
del monémero de reticulacion de formula X-R+-X en la que X es halo tal como cloro o bromo y R1 es una cadena
hidrocarbonada como se enumera en la tabla a continuacion se dispens6 como el 40 % en peso en dimetilsulfoxido
(DMSO). Se afadieron disolventes y K.CO3 a cada vial. Los viales se equiparon con un agitador magnético, se
taparon y se calentaron durante 17 horas a 60 °C. La mayoria de los viales contenian un tapén soélido de polimero.
El polimero se hinché y se molié en metanol, se lavé con acido clorhidrico acuoso (1 M), agua, hidroxido sédico
(0,01 M, tres veces), agua (dos veces) y se liofilizd hasta que se seco.

43



ES 2661 079 T3

ojidoudip (jnp

veelL'e 1190 €¢69 9'¢le 229l 00¢ €' -01-§-|0ZEPIWI-H | )- e Z'L L | 0Q ousjinbly cv-0¢€
688z | €50| zzle| 9'tse 2'80L 00€ olidosdip (1p 80} | g ousimbly | Lv-0¢
-€'|-0l-g-|ozeplwl-H | )-£'€ . .
8188°L 190 Z'evs9 L'¥60¥ L18vl | ¥'088¢ o|jowipus|ius)-¢*| | 1} | 94D ous|inbly cv-6¢
9gll'e 8299'0 G'oev. 8G09S Zvl0L | P'eEveE o|jowipus|ius)-¢‘| G'0:l | 9+ ous|inbly LV-6C
96802 91290 2'l6. g'ocy G'lLee 00¢€ o|jowipus|ius)-¢‘| G'0:l | 9+ ous|inbly £v-8¢
¥2€8'2 8999'0 G189 g'ocy o 2°12 00¢€ o|jowipus|ius)-¢‘| | 1L | 9+ ous|inbly cv-8¢
818¢2'1L 2ESS'0 L1189 2'86S¢€ 2961 | €£'866¢ eulpuidjiwlo}ip-9°z | 1} | 94D ous|inbly [AWX4
¥189°C 2G990 N 4%14 8'Geve 8619 | 6'601C o|jowipus|ius)-¢‘| G'0:l | 9+ ous|inbly IV-1C
280.2 | S06+9'0 6'G/98 L ‘059 €€esll | 9'009¥ o|jowipus|ius)-¢‘| G'0:l | 9+ ous|inbly IV-9¢
Z'6z ‘e'9e | LS'0 ‘G20 G61'L 20590 | 9'0lSLL L'8vey 8'689€ | 6'€86E€ | OllP-9‘|-OuExayoxolp-9°| 9'} 1} | 9+ ous|inbly €v-6¢
€92 z0 6780 €850 00801 6'LLLY L'€l2E | €'926¢€ o|jewipusjius)-¢‘| 9'} 1} | 9+Q ous|inbly A4
29820 99¢'0 | 866101 €196 G'06¢E | v'6v6E o|jowipus|ius)-¢‘| 9'} 1} | 9+ ous|inbly IV-6¢
8G/6'L 9¥89'0 006 z'zee G'88¢ G'L1E | Ollp-g ‘| -Ouexayoxolp-9‘| 9'} 1} | 9+ ous|inbly Ev-¥¢
7598°1L 8€69'0 006 L26E 8'zc/le [AVRA> eulpuidjiwlo}ip-9°z 9'} 1} | 94D ous|inbly A4
861€°l 9859'0 006 6,9V 6'0L¢ l‘62€ o|jowipus|ius)-¢*| 9'} 1} | 9+ ous|inbly LV-7C
87622 ¥0¥9°0 €Lv6 9‘ocy G'lLee 00% | Olup-9‘|-ouexayoxolp-9‘|L | 1L | 9+O ous|inbly 2¢a-e¢
L'€LL 9‘ocy 8GlL1 00% | Ollp-9‘|-ouexayoxolp-9‘| G'0:L | 94D ous|inbly la-ec
9/l€'e 26590 L2l6 08y 7802 00¥ eulpuidjiwlo}ip-9°z | 1} | 94D ous|inbly 2J-€¢
€96, 08y Z'v0l 00¥ eulpuidjiwlo}ip-9°z G'0:L | 9+ ous|inbly 10-€¢
8v6E’l 9€99'0 9806 9899 8'G0¢C 00¥ o|jowipusjius)-¢*| | 1} | 94D ous|inbly 2ga-e¢
v2eL'e 290 €vSL 9899 620l 00¥ o|jowipus|ius)-¢‘| G'0:L | 9+ ous|inbly lg-¢¢
, S909Y
se| us
(6/joww) | (BMOWW) | (Boww)
souewnd Jo)swe] g v
sasel|iq 4 oAesug oAesug
soploe
op %
(bw) oldiouowy.Lg uoloe|nonal
vd vd vd op vd op oueosp 0JOWOUOW [P £y JOJeA ¥Q uogiognonal o .mv o u
ap uolun | ep uolun uolun uolun (Bw) (Bw) | -owolqiq (Bw) ap ajuabe 0IBLIOUON elisaniy
OSKd 0O -0L°L 0sad Jejow uoioe|sy ’

44


LVALBUEN
Texto escrito a máquina
44


ES 2661 079 T3

(0011900}1| OPIOE + ODI|OIIXOSBP OPIOE + OJIUB|0-0XOZ L-HO-E
opIoe + 021]02IX0S8pousnb opIoe + 021]00 0pIR)/00] x (021|00IX0Sapousnb OpIoe + 00100 OPIdR) JIDBP S8 :0pIPaW [B]0] |9p % OWO0D S808Y U8 solewld salel|iq Sopioe ap % ,

05z 660 Go'b | 890 | /€026 ] 98605y | Liciee | 000F OlluoNS 21 [P0 oueimbly | va-ee

€L | 090 | €/c0l | 6605y |  8c8ey | 00v SRR 9’ "L | #'oouambly | __ea-ee

€| 890| 06| 6605y | lzlee | 00 SRR g1 | o ouembly | za-ee

€8 | 890 ve18| 66057 | vyl | 00v SRR 80, | 7o ouaImbly | la-ee

571 650  1.T| 690 | €668 | G8'605y | zv'Zeez | 000V SINEEIS g [0 ousImbly | vv-ge

8.1 | 090 | 066 | 6605y | _ 99'6e | 00V SRR 9'L "L | "0 ouaImblY | ev-ge

8vC | 090 | 6268 | 6605y |  v,e62 | 00V SRR g7 | O ouaImbly | gv-ge

987 | 290 | 1'G6L| 6605y | _ €8'G6L | 00V SRR 870, | "0 UMby | v-g€

861 G0 | veze'z| 8690 | 9’696 | €'€S8S |  v'vE9L | 00y onco.dip (1tp 801 | %D oueimbly | Ly-zg
-€'}-0l-¢-|0ZepIWI-H | )-£°¢ . .

Z'ol g0 | o9zev'z| ve90| @vzov | STeYZ|  1'Z80L | 1002 oncioidip {Itp 2L | o ousinbly | gv-le
-€'}-0l--|0ZepIWI-H| )-£°¢ . .

_ _ . . . . ojidoudip (jip -
8167 | 81090 | G'¥8Ov | STeve | §leL | vLooe g0 | @pouenbly | Lv-Le

-¢‘1-0l-g-|ozeplwi-H1)-£'c

45


LVALBUEN
Texto escrito a máquina
45


10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2661 079 T3

Ejemplo 15: N',N"-(1,3-fenilenbis (metileno)) bis (N'-(3-aminopropil) propano-1,3-diamina)

2N_\1 /_/_NHZ
N
H2N—/_/ T\—NH,

Se disolvié 3,3’-azanodiilbis (propano-3,1-diil) dicarbamato de terc-butilo (14,0 g, 0,038 mol) en 150 ml de
acetonitrilo. A la solucion se le afiadid 1,3-bis (clorometil) benceno (3,34 g, 0,019 mol), seguido de
diisopropiletilamina (13,2 ml, 0,076 mol). La reaccion se agité a 60 °C durante 20 horas. El disolvente se eliminé y el
residuo se purifico por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, metanol al 15 % en diclorometano) para dar 7,56 g
(52 %) de 3,3,3”,3"’-(1,3-fenilenbis (metilen)) bis (azanetriil)-tetraquis (propano-3,1-diil) tetracarbamato de terc-butilo
puro como un aceite marrén. MS m/e (MH+), calculado 765,55, encontrado 765,67.

Se disolvié 3,3,3”,3"-(1,3-fenilenbis (metileno)) bis (azanetriil) tetraquis-(propano-3,1-diil) tetracarbamato de terc-
butilo (7,56 g, 0,099 mol) en 40 ml de diclorometano. A la solucion se le afadié acido trifluoroacético (30,5 ml, 0,396
mol). La reaccién se agitoé a temperatura ambiente durante 16 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida y se
afiadié tolueno (100 ml) al residuo para formar un heteroazeotropo. Después de eliminar el tolueno y el acido
trifluoroacético restante, se formé un semisdélido marrén. Al residuo se le afiadié acido clorhidrico 4 N en dioxano (40
ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se formé un solido marrén claro. Se afadio
eter etlllco (150 ml) a la mezcla y el SO|Id0 se filtro, se lavo con éter etilico y se secé a alto vacio para dar 5,78 g de
N'N"-(1,3-fenilenbis (metileno)) bis (N -(3-aminopropil) propano-1,3-diamina) como una sal hexaclorhidrato con
rendlmlento cuantitativo. MS m/e (MH"), calculado 365,33, encontrado 365,39.

Ejemplo 16: N2,N2,N6,N6-tetraquis (3-aminopropil) piridina-2,6-dicarboxamida

i . )J\UA g b

NH2
Una solucion de 3,3-azanodiilbis (propano-3,1-diil) dicarbamato de ferc-butiio (9,94 g, 0,03 mol) vy
diisopropiletilamina (7,82 ml, 0,045 mol) en 200 ml de diclorometano se enfri6 a 4 °C en un bafio de hielo. Se disolvid
dicloruro de piridina-2,6-dicarbonilo (3,06 g, 0,015 mol) en 50 ml de diclorometano y se afiadié gota a gota a la
solucién de 3,3’-azanodiilbis (propano-3,1-diil) dicarbamato de terc-butilo. La temperatura interna permanecio a o por
debajo de 4 °C durante la adiciéon. Después de la adicion, la reaccion se calent6 a temperatura ambiente y se agitod
durante 3 horas. La solucion de reaccion se lavo con HCI 1 N (2 x 150 ml), salmuera (150 ml), soluciéon de NaHCO3
saturado (150 ml), y salmuera (150 ml). La fase organica se sec6 sobre MgSO,y se concentro. El producto en bruto
se pasé a través de un tapon de gel de silice (15 % de metanol en diclorometano) para dar 11,2 g de N% N? N° N°-

tetraquis (3-aminopropil) piridina-2,6-dicarboxamida tetra-Boc protegida como un sdlido blanco (94 %). MS m/e
(MH+), calculado 794,50, encontrado 794,71.

A una solucion de N2,N2,N6,N6-tetraquis (3-aminopropil) piridina-2,6-dicarboxamida tetra-Boc protegida (11,1 g, 0,014
mol) en 80 ml de diclorometano se le afadié acido trifluoroacético (21,6 ml, 0,28 mol). La reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 3 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida y se afiadié tolueno (100 ml) al
residuo para formar un heteroazeétropo. El disolvente y el acido trifluoroacético restante se eliminaron a presion
reducida. Al residuo se le afiadié HCI 4 N en dioxano (25 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30
minutos y se formd un sélido blanco. Se anadlo eter etilico (150 ml) a la mezcla y el sdlido se filtro, se lavd con éter
etilico y se seco a alto vacio para dar N% N% NN -tetraqms (3- amlnopropll) piridina-2,6-dicarboxamida como sal de
penta-clorhidrato en un rendimiento cuantitativo (8,02 g). MS m/e (MH"), calculado 394,29, encontrado 394,3.

Ejemplo 17: N1,N1,N6,N6-tetraquis (3-aminopropil) adipamida
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El compuesto del titulo se prepard usando el mismo procedimiento descrito anteriormente para la N? N? N® N°-
tetraquis (3-aminoproPiI) piridina-2,6-dicarboxamida. Después de secar a alto vacio, se obtuvo 6,03 g de la sal de
tetra-clorhidrato de N',N",N° N°-tetraquis (3-aminopropil) adipamida como un sélido blanco (78 %). MS m/e (MH"),
calculado 373,33, encontrado 373,4.

Ejemplo 18: N1,N1,N4,N4-tetraquis (3-aminopropil) succinamida

HZN-—\j o
e Y

NH,

NH,

Una solucién de 3,3-azanodiilbis (propano-3,1-diil) dicarbamato de terc-butilo (15,0 g, 0,045 mol) vy
diisopropiletilamina (8,6 ml, 0,0495 mol) en 200 ml de diclorometano se enfrio a 4 °C en bafio de hielo. Se disolvid
cloruro de succinilo (2,68 ml, 0,0226 mol) en 50 ml de diclorometano y se afiadi6é gota a gota a la solucién de 3,3'-
azanodiilbis (propano-3,1-diil) dicarbamato de ferc-butilo. La temperatura interna permanecié a o por debajo de 4 °C
durante la adicion. Después de la adicion, la reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agité durante 2 horas.
La solucion de reaccion se lavo con una mezcla 1: 1 de HCI 1 N y salmuera (2 x 150 ml), una solucién saturada de
NaHCO3 (200 ml) y salmuera (200 ml). La fase organica se secé sobre MgSQO, y se concentré. El producto en bruto
se purifico en una columna de gel de silice (metanol al 5-10 % en diclorometano) para dar 14,92 gramos de
N',N",N* N*-tetraquis (3-aminopropil) succinamida protegida con t-Boc como un sélido marrén (88,6 %).

Se agité a temperatura ambiente durante toda la noche una solucion de N1,N1,N4,N4-tetraquis (3-aminopropil)
succinamida tetra-Boc protegida (14,9 g, 0,02 mol) en HCI 4 N en dioxano (100 ml, 0,4 mol). Se formé precipitado en
la solucién. Se afiadi6 dietiléter (100 ml) a la mezcla de reaccion. La suspension se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos. El sélido se filtré bajo una atmdsfera de nitrégeno y se lavé con dietiléter (3 x 100 ml). Después
de eliminar el disolvente residual, se obtuvo el producto deseado con rendimiento cuantitativo como una sal de
tetraclorhidrato. MS m/e (MH+), calculado 345,29, encontrado 345,3.

Ejemplo 19: 1,3-bis (3-(bis (3-aminopropil) amino) propil)-1H-imidazol-3-io

H,N NH,

\—/
HZN—/_J L\—NHZ

A una solucion de yoduro de 1,3-bis (3-yodopropil)-1H-imidazol-3-io (5,02 g, 9,4 mmol) en 100 ml de acetonitrilo se le
afiadié 3,3-azanodiilbis (propano-3,1-diil) dicarbamato de terc-butilo (6,25 g, 18,8 mmol), seguido de
diisopropiletilamina (4,08 ml, 23,5 mmol). La reaccion se agité a 60 °C durante 16 horas. El disolvente se eliminé a
presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, metanol al 15 % en
diclorometano que contiene el 1% de trimetilamina). Se obtuvo yoduro de 1,3-bis (3-(bis (3-(terc-
butoxicarbonilamino) propil) amino) propil)-1H-imidazol-3-io en forma de un sélido blanco (5,8 g, 66 %). MS m/e
(MH+), calculado 811,6, encontrado 811,7.

Una mezcla de yoduro de 1,3-bis (3-(bis (3-(terc-butoxicarbonilamino) propil) amino) propil)-1H-imidazol-3-io (5,5 g,
5,8 mmol) en HCI 4 N en dioxano (58,6 ml, 234 mmol) se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. El
disolvente se elimind a presion reducida. Se afiadio tolueno (3 x 100 ml) para formar un heteroazeétropo. Después
de eliminar el tolueno y el disolvente residual, se obtuvo el producto deseado como una sal de hexaclorhidrato con
rendimiento cuantitativo. MS m/e (MH+), calculado 411,39, encontrado 411 ,4.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2661 079 T3

Ejemplo 20: Sintesis de agentes de reticulacion de imidazolio

Sintesis de bis imiazol-n-alcano. Se preparé una solucion de Na-imidazol (0,1 mol) (imidazol derivado de sodio,
Aldrich 197637, CAS 5587-42-8) en 100 ml de THF. Se afnadié una cantidad apropiada del bromuro de dialquilo y la
mezcla se agit6é durante toda la noche a temperatura ambiente. Los sélidos se separaron por filtracion y el filtrado se
seco al vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna usando 500 g de silice y acetato de etilo. El
rendimiento resultante fue del 50-80 %. El producto se identificé por RMN 1H y espectrometria de masas.

Sintesis de bromuro de 1-alquil-3-(1-bromoalquil) imidazolio. Se puso dibromoalcano (0,3 mol) en un matraz de 3
bocas que se equipd con un agitador suspendido. Se afiadié acetona de manera que la solucion resultante fuera 3
M. Se disolvié alquil imidazol (0,03 mol) en acetona para dar como resultado una solucion 2 M. Esto se afadi6 al
matraz y la reaccién se agité durante toda la noche a 45-50 °C. Al dia siguiente, la acetona se aspird y el producto
se purificd por cromatografia en columna usando 500 g de gel de silice y 90:10 de CH,Cl,:MeOH. El rendimiento
estuvo en el intervalo del 60-70 % en materiales que variaban desde un aceite transparente hasta un soélido blanco.
El producto se identificé por RMN 1H y espectrometria de masas.

Sintesis de polimero modificado con bromuro de 1,3-dialquilimidazolio. El gel de andamio de poliamina deseado se
disolvié en agua y se neutralizé con una solucion equimolar de NaOH. Se afiadié una cantidad apropiada de una
solucion de bromuro de 1,3-dialquilimidazolio en metanol a la solucién de poliamina. La mezcla se calenté a 75 °C
durante 24 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, el gel de poliamina modificado se lavé exponiendo el
gel a lavado 2 veces con metanol, lavado con HCI 0,5 M y lavados 2 veces con agua. Cada lavado consistio en un
proceso en el que el gel se agité durante 30 minutos, se expuso al disolvente de lavado, se centrifugd y el liquido
sobrenadante se separ6 por decantacion, y se afiadio el disolvente de lavado. Después del lavado final con agua, el
gel se puso en un liofilizador para eliminar el agua. El gel se aisl6 como un material esponjoso blanco.

Sintesis de n-alquil bisimidazol. Se pesoé el derivado de imidazol sédico (27 g, 0,29 mol) e hidrogenosulfato de
tetrabutilamonio (2,2 g, 6 mmol) (ambos comercializados por Aldrich) en un matraz de 1 | de 3 bocas. Se ajusto al
matraz un agitador suspendido, y un condensador con una alimentacion de atmdsfera seca e inerte. La boca
restante estaba equipada con un tabique de goma. Se afiadié THF anhidro (250 ml) al matraz y se agité durante 1
hora a temperatura ambiente. Se afiadio una cantidad apropiada de dibromuro de alquilo (1,12 dibromododecano, 16
g, 0,049 mol) en 50 ml de THF. Después de agitar durante 3-5 dias y controlar el progreso con TLC, los sélidos se
separaron por filtracion y el filtrado se secd a presion reducida para generar un aceite. El producto se purifico
mediante la adicion de CHCl, y lavado cinco veces con agua y a continuacion lavado de la capa organica con
sulfato de magnesio anhidro. La pureza se controlé por TLC (10 % de MeOH, 90 % de CH.Cl.), hasta que no quedd
presente imidazol de partida. Los rendimientos resultantes estuvieron en el intervalo del 80-90 %. RMN 1H (CD3OD,
25 °C, 6 (ppm): 7,62 (s), 7,1, 6,90 (imidazol), 4,0 (tr), 1,8 (br), 1,25 (br, alcano). Se usé un procedimiento de sintesis
similar para el 1,10-dibromodecano.

Sintesis de bis (bromuro de 1-bromoalquil imidazolio) alcano. En un matraz de fondo redondo sellado y seco, se
tomo una cantidad apropiada de dibromoalcano (dibromododecano 48,7 g, 0,14 mol) y se afnadieron 49 g de
acetona, 1 g de MeOH como disolvente. A esto, se le afiadi6é gota a gota n-alquil bisimidazol recién preparado (10 g,
0,033 mol). Se calenté a 55 °C durante 2-3 dias. El producto se aisl6é precipitando el producto. La solucién de
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y a continuacion se afiadio lentamente a un vaso de precipitados de
vidrio que contenia 250 ml de hexanos mientras se agitaba rapidamente. El producto forma un aceite precipitado.
Los hexanos se eliminaron y el precipitado se agité/lavé con los siguientes disolventes para eliminar el exceso de
dibromoalcano; acetato de etilo y éter dietilico. El precipitado blanco se puso en un horno de vacio para eliminar el
exceso de disolvente organico.

Los rendimientos estuvieron en el intervalo del 60 %. RMN 1H (CD30D, 25 °C, & (ppm): 9,1 (s), 7,7 (imidazolio), 4,21
(tr, -CHz-imidazolio), 3,4 (-CH2Br), 1,9 (br), 1,4 (br, alcano). Se utilizd un procedimiento de sintesis similar para
preparar todos los agentes de reticulacion de haluro de alquilbisimidazolio, por ejemplo, agente de reticulacion de bis
imidazolio C+o, agente de reticulacion de bis imidazolio C+2, agente de reticulaciéon de bis imidazolio nucleo Ci2 Cs.

Ejemplo 21: Sintesis de un agente de reticulacion, ligando de bis-1-alquil-4,4’-trimetilenebis (1-metilpiperidina)

En un matraz de fondo redondo se pesaron 42,34 g (0,20 mol) de dibromopropano y 20 ml de metanol. El matraz se
calento a 55 °C durante 15-20 minutos. Luego se afadieron 10,0 g (0,041 mol) de 4,4-trimetilenbis (1-
metilpiperidina) a la solucion. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante 12 horas y la reaccion se detuvo
mediante la eliminacion de calor y enfriamiento a temperatura ambiente. El producto se aisl6 por precipitacion de la
solucion de reacciéon en una solucién de acetona: hexano 3: 1 seguido de filtracién y lavado con hexanos. El
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rendimiento fue de 24,6 g (91 % de rendimiento). El producto se identificd por RMN 1H y espectrometria de masas.

Ejemplo 22: Enfoque de mondémero hacia la sintesis de polimeros de N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-
butanodiamina (C4 BTA) que contienen ligando

La sintesis de polimeros de BTA que contienen ligando mediante el enfoque de monémero se realizd en un formato
de libreria de 4 x 6 con viales de 8 ml. El N-alfa-(terc-butoxicarbonil)-I-triptéfano N-succinimidil éster (Boc-Trp-Osu)
se obtuvo en el mercado (TCIl America CAS 3392-11-8). La sintesis se realizé en un proceso de dos pasos.

10 Etapa 1 (Receta para BTA modificado con ligando). Se dispens6 un 75 % en peso de solucion de N,N,N’,N’-tetraquis
(3-aminopropil)-1,4-butanodiamina (Cs BTA) en N-metilpirrolidona (NMP) en los viales, seguido de una solucién de
ligando (20 % en peso en NMP). Los viales se sellaron y la mezcla se agité a 80 °C, se agit6 a 500 rpm durante 18
horas y a continuacién se enfrié a temperatura ambiente. La union del ligando a C4 BTA se confirmé usando MS. Las
cantidades usadas de C4 BTA,NMP y Boc-Trp-OSu se enumeran en la tabla a continuacion.

15
Etapa 2 (Reticulacion del monémero de BTA modificado). La mezcla de C4 BTA-ligando se traté posteriormente con
1,10-dibromodecano (DBD) o epiclorhidrina (ECH) puros. Las reacciones se sellaron y se calentaron a 80 °C durante
18 horas con agitacion a 500 rpm hasta que la mezcla de reaccién se gelificé. Las muestras que gelificaron se
lavaron con metanol (2x), solucion de NaOH 1 M, agua (3x), y a continuacién se secaron por liofilizacion. Las

20 cantidades para los reactivos se enumeran en la tabla a continuacion.
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Preparacion de la muestra animal de-Boc Trp (38-B1). Después de la unién del ligando Boc-Trp-OSu al polimero
como se ha descrito anteriormente, el polimero se traté con dos lavados adicionales de HCI en dioxano (4 M). El
polimero se lavo luego con agua, 10 % en vol de NH4OH (2 %), y agua (3 x) antes de la liofilizacién seco.

Ejemplo 23: Enfoque de andamios hacia la sintesis de polimeros de C4 BTA que contienen ligando

El andamio se prepar6 mezclando Cs BTA puro con un 50 % en peso de 1,10-dibromodecano (DBD) en N-
metilpirrolidona (NMP). Se afiadi6 NMP adicional para dar una concentracién total de agente de reticulacion y Cs
BTA igual al 37,5 % en peso. La mezcla se calenté a 70 °C agitando a 400 rpm hasta que la mezcla formé un gel. Se
continuo calentando el gel durante un total de 22 horas antes de enfriar. El sélido se tritur6 en metanol, se lavé con
metanol, NaCl 1 M, MeOH, agua (3x), y a continuacion se liofilizd en seco para dar particulas pegajosas.

El andamio se dividié en porciones en una placa de libreria de 4 x 6 con viales de 8 ml. A esto se le afiadié un 20 %
en peso de solucion de ligando (tiazolio) en NMP. Los viales se llenaron con NMP para alcanzar un volumen total de
2,5 ml. La mezcla se agité a 80 °C durante 18 horas, agitando a 500 rpm. Las reacciones se enfriaron, se lavaron
con metanol, NaOH 1 M y agua, y a continuacion se liofilizaron en seco. Las cantidades usadas para las reacciones
siguen.

53



ES 2661 079 T3

9l'e 19'0 | 82°'20¢€2 444 00¢€ G0 G290 ada | oljozell vid 99-0t

zl'e 650 Slec 00°G9 00¢€ S¥'0 G290 ada | olozeil vid Sg9-0v

0z'e 090 | zz'zzee 8.'.G 00¢€ 70 G290 ada | olozeil vid 79-0%

zz'e 19'0 | ¥¥'62EC 9605 00¢€ Ge0 G290 ada | olozeil vid £9-0v

L€ 090 | 29'0g€e €e'ey 00¢€ €0 G290 ada | olozeil v.id ¢g-0v

€2 090 | 68'EvET L1'9g 00¢€ G20 G290 ada | olozeil vid 19-0¥

0z'e 19°'0 | Ll'lS€eT 68'8¢ 00¢€ z0 G290 ada | olozeil vid 9V-0t

4 090 | 68'95€2 LL'€e 00¢€ 910 G290 ada | olozeil vid SV-0

€2'¢ 090 | 29'z9¢€e €e'Ll 00¢€ Zl0 G290 ada | olozeil vid PV-0v

12'€ 19'0 | ¥¥'89¢z 9G°L1L 00¢€ 80°0 G290 ada | olozeil vid EV-0v

62'€ 090 | zzZ'viee 8.'G 00¢€ 00 G290 ada | olozeil vid cv-0r

5 mmm 5 omkﬁw 08€cC 0 00¢€ 0 G290 aga | eunbuiN vid LV-0F
/|loww /|loww

g ofesug | v oAesug (i) (Bw) omo.@.ﬂm “othmm_w_w mc:MN op Qcmcmwoﬂ_m.:co_ﬂwm uoloeNonal opueb eujwe ap U

Vg ©9p uolun | yg 9p uglun dAIN | opuebi op OIUEPUY | Jejow UoEeY | 8p JEjow UoE|eY ap ajuaby oJowQuol | essanp
ap pepioede) | ap pepluyy

54


LVALBUEN
Texto escrito a máquina
54


10

ES 2661 079 T3

A continuacién se proporcionan las muestras de animales preparadas por el enfoque del andamio.

Relacion molar | Relaciéon Andamio
Muestra . . de amina: | molar de Ligando | Disolvente
n.° Ligando Disolvente agente de | ligando: g?BD BTA- (mg) (W)
o s - (mg)
reticulacion amina

41-A2 Anfifilico NMP 0,625 0,25 3000 3994 28410,6
41-A1 Anfifilico NMP 0,625 0,1 3000 159,8 28650,2
41-B2 Boc-Trp-Osu NMP 0,625 0,25 3000 377,3 28432,7
42-A1 Triptamina NMP 0,625 0,25 3000 261,4 18548,6
43-A3 Tiazolio NMP 0,625 0,25 3000 358,1 18451,9
37-A3 Tiazolio NMP 0,625 0,5 3000 716,2 18093,8
44-B6 C1o Piridinio NMP 0,625 0,25 3000 356,4 38453,6
43A2 | & NMP 0,625 0,1 3000 84,2 18725,8

bromoetilindol)
44-A1 Cs tiofenio DMSO 0,625 0,25 3000 361 18449
44-A2 Cs tiofenio DMSO 0,625 0,5 3000 721,9 18088,1

Bromuro de (3-
45-A1 bromopropilo) DMSO 0,625 0,25 5000 408,77 | 17608,23

trimetil-amonio
45-A2 Cs metilimidazolio | DMSO 0,625 0,25 5000 447,92 17569,08
45-A3 C; pirrolidinio DMSO 0,625 0,25 5000 435,44 17581,56
45-A4 C3 benzotiazolio DMSO 0,625 0,25 5000 527,87 17489,13
45-A5 Cs metiltiazolio DMSO 0,625 0,25 5000 620,35 17396,65
mtjestra Qgrgiad de unién c(j::%?:ldad de union clj?:tgzmon de union Unién de BA Hinchamiento

% de acidos biliares
Frzsr;?gl?g) A Ensayo B (mmol/g) | Hamster (mmol/g) primarios (g/9)
en las heces *

41-A2 0,65 3,17 0,58 4,3 1,29
41-A1 0,64 3,25 0,62 5,7 1,00
41-B2 0,64 3,11 0,51 3,0 1,50
42-A1 0,62 3,25 0,60 8,1 0,64
43-A3 0,62 3,23 0,73,0,42 6,4,5,2 1,33
37-A3 0,59 2,99 0,35 6,4 8,30
44-B6 0,59 3,04 0,55 9,0 24,20
43-A2 0,62 3,25 0,67 6,1 N/D
44-A1 0,62 3,26 1,23
44-A2 0,63 3,16 0,75
45-A1 0,62 3,26 0,59
45-A2 0,62 3,27 0,56
45-A3 0,62 3,23 0,89
45-A4 0,62 3,23 0,40
45-A5 0,62 3,20 0,52

* % de acidos biliares primarios en heces como % del total medido: es decir (acido cdlico + acido quenodesoxicolico)
x 100/(acido cdlico + acido quenodesoxicdlico + acido 3-OH-120xo-colanico + acido desoxicdlico + acido litocdlico)

Ejemplo 24: Tiazolio: 3-(3-yodopropil) tiazol-3-io
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El compuesto del titulo se preparé usando el mismo procedimiento descrito anteriormente. Tiazol (4 g, 0,047 mol) y
diyodopropano (27,2 ml, 0,24 mol) se sometieron a reflujo en acetonitrilo (15 ml) durante 5 horas, y a continuacion se
continué la agitacion a temperatura ambiente durante toda la noche. El precipitado blanco se elimind por filtracion. Al
filtrado se le afiadid 100 ml de dietil éter. La mezcla se enfrié en el refrigerador durante toda la noche. El sélido se
filtré y se lavd con acetonitrilo (20 ml) y a continuacion con éter (3 x 30 ml). Después de secar a presion reducida, se
obtuvieron 17 g (95 %) del producto deseado como un sélido amarillo. MS m/e (MH"), calculado 253,95, encontrado
254,0. La 1H RMN confirmo la estructura.

Ejemplo 25: C3 Metil tiazolio: 3-(3-yodopropil)-2-metiltiazol-3-io

S

i

N+\/\/'

A una solucién de 2-metiltiazol (3,0 g, 0,03 mol) en acetonitrilo (15 ml) se le afiadié diyodopropano (17,4 ml, 0,15
mol). La reaccién se calenté a reflujo durante 5 horas, y a continuacién se continud la agitacion a temperatura
ambiente durante toda la noche. El precipitado blanco se eliminé por filtracion. Al filtrado se le afiadié éter dietilico
(100 ml). Se formaron cristales blancos. La mezcla se enfrio en el refrigerador durante toda la noche. El sélido se
filtré y se lavd con acetonitrilo (20 ml) y a continuacion con éter (3 x 30 ml). Después de secar a presion reducida, se
obtuvieron 8,41 g de producto como un sélido blanco (71 %). MS m/e (MH+), calculado 267,97, encontrado 268,0. La
1H RMN confirmé la estructura.

Ejemplo 26: C3 Benzotiazolio: 3-(3-bromopropil) benzo[d]tiazol-3-io

N NN,
o
S

El compuesto del titulo se preparé usando el mismo procedimiento descrito anteriormente. Se calentaron a reflujo
benzotiazol (22,5 ml, 0,2 mol) y 1,3-dibromopropano (102 ml, 1 mol) durante 48 horas para proporcionar 35,5 g del
producto deseado como un sélido amarillo (69 %). MS m/e (MH+), calculado 257,98, encontrado 258,0. La RMN 1H
confirmé la estructura.

Ejemplo 27: C; Ligando de tiofenio: 1-(3-yodopropil) tetrahidro-1H-tiofenio

O POV N

Una mezcla de tetrahidrotiofeno (3,0 g, 0,034 mol) y diyodopropano (7,86 ml, 0,068 mol) en acetonitrilo (3,4 ml) se
agité a 65 °C durante toda la noche. El sélido se filtrd y se lavé con acetonitrilo (3 x 10 ml). Después de secar a alto
vacio, se obtuvo el producto deseado como un solido blanco (6,13 g, 47 %). MS m/e (MH+), calculado 256,99,
encontrado 257,0. La 1H RMN confirmé la estructura.

Ejemplo 28: ligando de Cyo piridinio: Sintesis de bromuro de 1-bromodecil-N-piridinio

A un matraz de 1,10-dibromodecano (337,2 ml; 1,5 mmol) con agitacién vigorosa se le afiadioé piridina en acetona
(50 % en volumen; 16,2 ml; 0,1 mmol) gota a gota durante 5 horas a 30 °C. Una vez completada la adicion, la
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mezcla se calentd a 45 °C durante 18 horas. La mezcla de reaccion se dejo enfriar ligeramente y el precipitado
blanco resultante se filtré sobre un embudo Buchner. El producto se lavé minuciosamente con hexanos (3 x 100 ml)
y se seco al vacio. El producto se identifico por RMN 1H y espectrometria de masas.

Ejemplo 29: Sintesis del ligando de bis imiazol-n-alcano

Solucién de Na-imidazol (0,1 mol) (imidazol derivado de sodio, Aldrich 197637, CAS 5587-42-8) en 100 ml de THF.
Se afiadié una cantidad apropiada del bromuro de dialquilo y la mezcla se agitdé durante toda la noche a temperatura
ambiente. Los solidos se separaron por filtracion y el filtrado se secd al vacio. El producto se purificé por
cromatografia en columna usando 500 g de silice y acetato de etilo. El rendimiento resultante fue del 50-80 %. El
producto se identificé por RMN 1H y espectrometria de masas.

Ejemplo 30: ligando de Cz metil imidazol: Sintesis de ligando de bromuro 1-metil-3-(1-bromopropil) imidazolio

Se puso dibromoalcano (0,3 mol) en un matraz de 3 bocas que se equip6 con un agitador suspendido. Se afiadio
acetona de manera que la solucion resultante fuera 3 M. Se disolvié metil imidazol (0,03 mol) en acetona para dar
como resultado una solucién 2 M. Esto se afiadié al matraz y la reaccion se agité durante toda la noche a 45-50 °C.
Al dia siguiente, la acetona se aspird y el producto se purificé por cromatografia en columna usando 500 g de gel de
silice y 90:10 CH2Cl>:MeOH. El rendimiento estuvo en el intervalo del 60-70 % de los materiales que variaban desde
un aceite transparente hasta un sélido blanco. El producto se identificé por RMN 1H y espectrometria de masas.

Ejemplo 31: Sintesis del ligando 1-alquil metilpirrolidina

Se puso dibromoalcano (0,3 mol) en un matraz de 3 bocas que se equip6 con un agitador suspendido. Se afiadio
acetona de manera que la solucion resultante fuera 3 M. Se disolvié una solucion de 1-metilpirrolidina (0,03 mol) en
acetona para dar como resultado una solucion 2 M. Esto se afiadio al matraz y la reaccion se agité durante toda la
noche a 55 °C. El método de aislamiento dependia de la forma del producto, por ejemplo, cuando el producto
precipitaba en la solucion, el sélido se filtraba y se lavaba con acetona y cuando el producto era un aceite, la
acetona se aspiraba y el producto se purificaba por cromatografia de columna utilizando 500 g de gel de silice y
CHCI,:MeOH. El rendimiento estuvo en el intervalo del 60-70 % de los materiales que variaban desde un aceite
transparente hasta un sélido blanco. El producto fue identificado por RMN 1H y espectrometria de masas.

Ejemplo 32: Sintesis de polimero modificado con ligando de bromuro de 1,3-dialquilimidazolio

El gel de andamio de poliamina deseado se disolvié en agua y se neutralizé con una solucion equimolar de NaOH.
Se afadié una cantidad apropiada de una solucién de bromuro de 1,3-dialquilimidazolio en metanol a la solucién de
poliamina. La mezcla se calentd a 75 °C durante 24 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, el gel de
poliamina modificado se lavé exponiendo el gel a un lavado con metanol (2x), lavado con HCI 0,5 M y lavado con
agua (2x). En cada lavado, el gel se agité durante 30 minutos, se expuso al disolvente de lavado y se centrifugo; el
liquido sobrenadante se decanté y el disolvente de lavado se afiadio al gel. Después del lavado final con agua, el gel
se puso en un liofilizador para eliminar el agua. El gel se aislé6 como un material esponjoso blanco.

Ejemplo 33: ligando anfifilo: ligando de N-(2-(5-cloropentanamido) etil)-4-(noniloxi) benzamida

H o
N

(o) J\NLWCI
H

O~

Etapa A: 1. cloruro de 4-(niloxilo) benzoilo. A una suspension de acido 4-(noniloxi) benzoico (6,02 g, 0,0228 mol) en
100 ml de diclorometano se le afiadié6 DMF (0,176 ml, 0,00228 mol), seguido de cloruro de tionilo (2,5 ml, 0,0342
mol). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 horas y se convirtié en una solucion transparente. El
disolvente se elimind a presion reducida. El residuo se seco a alto vacio durante toda la noche. El producto (6,54
gramos) se obtuvo en forma de un aceite marron que se usé directamente para la siguiente etapa.

Etapa B: 2-(4-(nonoiloxi) benzamido) etilcarbamato de terc-butilo. Una solucién de 2-aminoetilcarbamato de terc-
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butilo (3,65 g, 0,0228 mol) y diisopropiletilamina (4,76 ml, 0,0274 mol) en 100 ml de diclorometano se enfrié a 4 °C
en un bafo de hielo. Se disolvio cloruro de 4-(niloxi) benzoilo (6,54 g, 0,0228 mol) en 50 ml de diclorometano y se
afiadio gota a gota una solucién de 2-aminoetilcarbamato de terc-butilo. La temperatura interna permanecioé a o por
debajo de 4 °C durante la adicion. Después de la adicion, la reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agito
durante 2 horas. La mezcla se lavé con HCI 1 N (2 x 150 ml), salmuera (150 ml), solucion de NaHCO3 saturado (150
ml), y salmuera (150 ml). La fase organica se seco sobre MgSO, y se concentrd. El producto en bruto se pasoé a
través de un tapén de gel de silice (metanol al 15 % en diclorometano). El producto puro (9,1 gramos) se obtuvo
como un sdlido blanco (98 %).

Etapa C: 2-(4-(nonoiloxi) benzamido) etilcarbamato de ferc-butilo. A una solucién de 2-(4-(noniloxi) benzamido)
etilcarbamato de terc-butilo (9,1 g, 0,0224 mol) en 100 ml de diclorometano se le afiadi6 acido trifluoroacético (17,25
ml, 0,224 mol). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. El disolvente se eliminé a presion
reducida. Se afiadié tolueno (100 ml) al residuo para formar un heteroazeotropo. El disolvente y el acido
trifluoroacético restante se eliminaron a presion reducida. El residuo se sec6 a alto vacio hasta que no hubo cambié
de peso adicional (2 dias). El producto se obtuvo como una sal de trifluoroacetato, que se usé directamente para la
siguiente etapa.

Etapa D: N-(2-(5-cloropentanamido) etil)-4-(nonoiloxi) benzamida. Una solucién de sal de trifluoroacetato de 2-(4-
(nonoiloxi) benzamido) etilcarbamato de terc-butilo de la etapa anterior y diisopropiletilamina (11,7 ml, 0,0672 mol)
en 150 ml de diclorometano se enfri6 a 4 °C en un bafio de hielo. Se disolvié cloruro de 5-cloro-valeroilo (2,88 ml,
0,0224 mol) en 50 ml de diclorometano y se afiadié gota a gota a la solucién anterior. La temperatura interna
permanecio a o por debajo de 4 °C durante la adicion. Después de la adicion, la reaccion se calent6 a temperatura
ambiente y se agité durante 2 horas. Luego se absorbié con 150 ml de diclorometano. La mezcla se lavé con HCI 1
N (2 x 300 ml), salmuera (300 ml), solucion de NaHCO3; saturado (300 ml), y salmuera (300 ml). La fase organica se
secO sobre MgSO4 y se concentr6. El producto en bruto se recristalizd en acetonitrilo para dar N-(2-(5-
cloropentanamido) etil)-4-(noniloxi) benzamida pura como un sélido blanco (9,36 g, 98 %). MS (El) m/e (MNa *),
calculado (para 023H37CIN203Na+) 447,24, encontrado 447,21.

Ejemplo 34: ligando de triptamina: N-(2-(1H-indol-3-il) etil)-5-cloropentanamida

H\n/\/\/CI
©\/\§\/ X
N

H

Una solucién de 2-(1H-indol-3-il) etanamina (5,10 g, 0,032 mol) y diisopropiletilamina (7,23 ml, 0,042 mol) en 100 ml
de diclorometano se enfrié a 4 °C en un bafio de hielo. Se disolvié cloruro de 5-cloro-valeroilo (4,2 ml, 0,32 mol) en
50 ml de diclorometano y se afadié gota a gota a la solucién de 2-(1H-indol-3-il) etanamina. La temperatura interna
permanecio a o por debajo de 4 °C durante la adicion. Después de la adicion, la reaccion se calent6 a temperatura
ambiente y se agité durante 2 horas. La mezcla se lavé con HCI 1 N (2 x 150 ml), salmuera (150 ml), solucién de
NaHCO3; saturado (150 ml), y salmuera (150 ml). La fase organica se secé sobre MgSO;, y se concentré. El producto
en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, metanol al 15 % en diclorometano). Se obtuvo un
producto puro (7,9 gramos) como un sélido amarillo (89 %). MS m/e (MH"), calculado 279,13, encontrado 279,16.
Esta sintesis se puede usar para preparar otros ligandos basados en aminoacidos mediante la sustitucion del
reactivo aminico apropiado por 2-(1H-indol-3-il) etanamina (por ejemplo, el uso de 3-metilbutan-1-amina para hacer
un ligando a base de Leu).

Ejemplo 35: Ejemplo comparativo DMP 504

Se dispenso dibromodecano (12,10 g, 0,039 mol) con metanol (13 ml) y N,N-dimetilformamida (13 ml) en un matraz
de fondo redondo (100 ml) en nitrégeno con un agitador mecanico y condensador de reflujo. Se afadid
diaminohexano (4,55 g, 0,039 mol) al matraz y la mezcla se llevé a reflujo mientras se agitaba. Después de 35
minutos, se produjo la gelificacion y se detuvo la agitacion mecanica. El gel resultante se curé a 85 °C durante 17
horas. El polimero formado se hinché y se molié en agua (dos veces, 80 ml), metanol (dos veces, 80 ml), agua (dos
veces, 80 ml), etanol (una vez, 500 ml), agua (una vez, 100 ml), HCI (1 M, 80 ml), etanol (500 ml) y agua (100 ml) y
se liofilizé hasta que se seco.
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Muestra n.° | Afinidad de unién de BA | Capacidad de unién de BA | Retencién de unién de BA
Ensayo A (mmol/g) Ensayo B (mmol/g) Hamster (mmol/g)
46-A1 0,52 2,60 6,22 4,6

Ejemplo 36: Sintesis de cuentas de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-diaminododecano (C12 BTA), N,N,N’,N’-
tetraquis (3-aminopropil)-1,10-diaminodecano (C1o BTA), N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,8-diaminooctano (Cs
BTA), N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,4-diaminobutano (Cs BTA) con 1,3-dicloropropanol (DCP)

La sintesis de cuentas de C12, BTA-DCP, C1o BTA-DCP, Cg BTA-DCP, C4 BTA-DCP se llevd a cabo en un Reactor de
Polimerizacion Semi Continuo Paralelo (SCPPR). Los mondémeros de C4 BTA, Cg BTA, Cio BTA y Cy2 BTA se
dispensaron en tubos de vidrio de 11 ml y se enfriaron a 5 °C en un bafio de hielo y se afiadi6é agua. Se afadi6 acido
clorhidrico (HCI, 37 % en peso en agua) lentamente a esta solucion seguido de mezcla durante 2 minutos. Se
afadieron a la solucion sal sédica del acido dodecilbencenosulfénico (DDS) (peso molecular (PM) 348,48, 15 % en
peso en agua) y el agente de reticulacion 1,3-dicloropropanol (DCP) (PM 128,99) seguido de mezcla durante 5
minutos. Luego se afiadio la capa organica de heptanos y Span 80 (PM 428,60, 15 % en peso en heptanos) a la
solucion acuosa. Los tubos de ensayo se cargaron en el SCPPR, se sellaron y se presurizaron a 70 libras/pulgada
cuadrada (psi) (4,83 x 10° Pa). La reaccion se dejo reaccionar a 75 °C con agitacion (400 rpm) durante 17 horas.
Las cuentas de polimero sélido resultantes se hincharon luego en etanol, se lavaron con (1) HCI acuoso (1 M), (2)
agua, (3) NaOH (1 M), (4) agua (3x) y se liofilizd hasta que se seque. Varios experimentos de sintesis se detallan en
la tabla a continuacion.

Capa acuosa Capa organica
Monoémero Disolvente | Acido | Tensiactivo Agente 'c'je Disolvente | Tensiactivo
reticulacion

Muestra | Nucleo ggso HCI Heptano Span 80 Producto
n.e BTA BTA Agua (mg) (mg) DDS (mg) | DCP (mg) (mg) (rrF:g) de ]

(mg) polimero
47-A1 Cio 400 949,2 0,0 6,8 218,9 1947,7 155,8 Cuentas
47-A2 Cio 400 965,5 0,0 13,8 218,9 1981,2 158,5 Cuentas
47-A3 Cio 400 982,5 0,0 21,1 218,9 2016,0 161,3 Cuentas
47-A4 Cio 400 1000,0 0,0 28,6 218,9 2052,0 164,2 Gel
47-A5 Cio 400 1035,6 36,4 7,4 218,9 2125,1 170,0 Cuentas
47-A6 Cio 400 1053,5 36,4 15,0 218,9 2161,7 172,9 Cuentas
47-B1 Cio 400 1071,9 36,4 | 23,0 218,9 2199,6 176,0 Cuentas
47-B2 Cio 400 1091,1 36,4 31,2 218,9 2238,9 179,1 Cuentas
47-B3 Cio 400 1363,9 36,4 18,2 218,9 2798,6 223,9 Gel
47-B4 Cio 400 1053,5 36,4 15,0 218,9 2161,7 172,9 Cuentas
47-B5 Cio 400 834,4 36,4 12,8 218,9 17121 137,0 Cuentas
47-B6 Cio 400 671,4 36,4 11,2 218,9 1377,8 110,2 Gel
47-CA1 Cio 400 11221 72,9 8,0 218,9 2302,5 184,2 Cuentas
47-C2 Cio 400 1141,4 72,9 16,3 218,9 2342,2 187,4 Gel
47-C3 Cio 400 1161,4 729 | 24,9 218,9 2383,2 190,7 Cuentas
47-C4 Cio 400 1182,2 72,9 33,8 218,9 2425,8 1941 Cuentas
48-A1 Ci2 400 1047,7 341 15,0 120,3 2149,9 172,0 Cuentas
48-A2 Ci2 400 1047,7 341 15,0 180,5 2149,9 172,0 Cuentas
48-A3 Ci2 400 1047,7 341 15,0 240,7 2149,9 172,0 Cuentas
48-A4 Ci2 400 1047,7 341 15,0 300,9 2149,9 172,0 Cuentas
48-A5 Ci2 400 1047,7 34,1 15,0 204,6 2149,9 172,0 Cuentas
48-A6 Ci2 400 1047,7 341 15,0 204,6 2149,9 172,0 Cuentas
48-B1 Ci2 400 1047,7 341 15,0 204,6 2149,9 172,0 Cuentas
48-B2 Ci2 400 1047,7 341 15,0 204,6 2149,9 172,0 Gel
48-B3 Ci2 400 949,2 0,0 6,8 204,6 1947,7 155,8 Gel
48-B4 Ci2 400 965,5 0,0 13,8 204,6 1981,2 158,5 Gel
48-B5 Ci2 400 982,5 0,0 21,1 204,6 2016,0 161,3 Gel
48-B6 Ci2 400 1000,0 0,0 28,6 204,6 2052,0 164,2 Cuentas
48-C1 Ci2 400 1030,0 341 7,4 204,6 2113,5 169,1 Cuentas
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48-C2 [ Ciy [ 400 [1047,7 |34, [150 204,6 21499 [ 172,0 Cuentas
48-C3_ | Cip | 400 | 1066, 34,1 | 22,8 204,6 2187,6 | 175,0 Gel
48-C4 | Cip | 400 | 1085, 34,1 | 31,0 204,6 2226,7 | 178,1 Gel
48-C5 | Ciz | 400 | 1047,7 | 34,1 [ 150 204,6 21499 [ 10,7 Gel
48-C6 | Cip | 400 |1047,7 | 34,1 [ 150 204,6 21499 [ 50,2 Gel
48D1 | Cip | 400 | 1047,7 | 34,1 [ 150 204,6 21499 | 896 Cuentas
48D2 | Ciy | 400 |1047,7 | 34,1 [ 150 204,6 21499 | 129,0 Cuentas
48D3 | Ci, | 400 [ 11108 [ 68,1 |79 204,6 22793 | 1823 Cuentas
48D4 | Ciz | 400 | 11299 | 68,1 | 16,1 204,6 23186 | 1855 Cuentas
48D5 | Ci, | 400 |1149,7 | 68,1 | 246 204,6 23593 | 188,7 Cuentas
48D6 | Ci, | 400 |1170,3 | 68,1 | 334 24014 192,1 204,6 Gel
49-A1 | Cy 400 | 10769 | 46,1 | 154 277,1 2209,7 176,8 gz"cue”t
49-A2 | Cy 400 | 11287 | 46,1 | 376 277,1 2316,2 185,3 gz" cuent
49-A3 [ Cs 400 | 11859 | 46,1 | 62,1 277,1 24335 | 1947 Cuentas
49-A4 | C4 400 | 12491 | 46,1 | 89,2 277,1 25632 | 205,1 Cuentas

Ejemplo 37: Sintesis de cuentas de C12 BTA-DCP, C1o BTA-DCP, Cs BTA-DCP, C4 BTA-DCP para estudio in vivo

Un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 250 ml equipado con un agitador suspendido, condensador y
termémetro se cargé con C12 BTA (5,0 g, 11,66 mmol) y agua (11,39 ml). La mezcla resultante se agité en un bafio
de hielo durante 5 minutos. Se afiadié acido clorhidrico (1,15 ml, 11,66 mmol, 37 % en peso en agua) durante un
periodo de 2 minutos. La mezcla se agité durante 2 minutos mas en el bafio de hielo antes de eliminarla. Luego se
afnadio DDS (1,24 ml, 15 % en peso en agua) a la mezcla anterior y se agité durante 2 minutos. Se afadi6 1,3-
dicloro-2-propanol (2,56 g, 19,83 mmol). A continuacion, se afiadieron heptanos (21,59 ml) y solucién de Span 80
(20,32 ml, 15 % en peso en heptanos). La mezcla final se agité a 220 rpm con un agitador elevado y se calento en
bafo de aceite a 75 °C. La temperatura interna de la reaccién estaba a 70 °C. Después de 3 horas, se realizdé un
tratamiento Dean-Stark para eliminar el agua usando el azeétropo de heptanos y agua (a 80 °C). La reaccion finalizé
después de que la temperatura de la mezcla alcanzé 100 °C o cuando se recogi6é todo el agua en la mezcla de
reaccion.

La mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente, se detuvo la agitacion y la capa organica se decanto. Las
cuentas se lavaron con 150 ml de alcohol isopropilico, seguido de un lavado con HCI (150 ml, 1,0 M), un lavado con
agua, dos lavados con NH4OH (150 ml, 10 % en peso en agua), un lavado con solucién acuosa saturada de NaCl y
tres lavados con agua. Las cuentas se liofilizaron durante 48 horas. El producto final se aislé con un rendimiento del
80 % (4,9 g). Diversos experimentos de sintesis se detallan a continuacion.

Carga de acido de la muestra 51-D1. Se puso en un matraz las cuentas secas aisladas preparadas a partir de 51-D1
(ejemplo 37). Usando una solucion de HCI 1 M en agua, se afiadié una cantidad apropiada de HCI a las cuentas de
manera que las cuentas resultantes contenian el 5, 10, 15 y 20 por ciento en peso de cloruro. El contenido de cloruro
en las cuentas se confirmo posteriormente mediante analisis elemental y se encontré que era del 5,9, 12y 19 % en
peso, respectivamente. Las ID de muestra para estos compuestos fueron 79-A1, 79-A2, 79-A3 y 79-A4
respectivamente.

Capa acuosa Capa organica
Agente
Monoémero Disolvente | Acido | Tensiactivo de' Disolvente | Tensiactivo
reticula
cién
Peso Producto
Muestra | Nucleo | de Agua (mg) HCI DDS (mg) DCP Heptano Span 80 de
n.° BTA BTA (mg) (mg) (mg) (mg) olimero
(mg) P
50-A1 Ci2 1600 4191 136 60 818 8600 688 Cuentas
50-A2 Ci2 1600 4599 272 99 818 9437 755 Cuentas
51-A1 Cq4 2000 5678 231 203 1385 11651 932 Cuentas
51-B1 Cs 2000 5300 196 76 1177 10877 870 Cuentas
51-C1 Cio 2000 5267 182 75 1094 10808 865 Cuentas
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51-D1 Cr2 2000 5239 170 75 1023 10750 860 Cuentas
52-A1 Cs 7460 19770 731 282 4390 40568 3245 Cuentas
53-A1 Cr2 8250 | 21609 702 309 4219 44342 3547 Cuentas
54-A1 Cr2 4312 11294 367 161 1427 23176 1854 Cuentas
55-A1 Cr2 5000 13096 425 187 2106 26874 2150 Cuentas
56-A1 Cr2 4312 11294 367 161 2595 23176 1854 Cuentas
57-A1 Cr2 25000 | 65482 2128 | 935 12786 | 134369 10750 Cuentas
58-A1 Cr2 5000 13096 426 187 3761 26874 2150 Cuentas
59-A1 Cq 5000 14731 577 737 3464 30227 2418 Cuentas
60-A1 Cr2 10000 | 26193 851 374 5115 53748 4300 Cuentas
61-A1 Cr2 5000 13096 426 187 2557 26874 2150 Cuentas
62-A1 Cr2 5000 13096 426 187 2557 26874 2150 Cuentas
63-A1 Cr2 4312 11294 367 161 1427 23176 1854 Cuentas
64-A1 Cr2 5000 13096 425 187 2106 26874 2150 Cuentas
65-Al Cr2 4312 11294 367 161 2595 23176 1854 Cuentas
66-A1 Cr2 10000 | 26193 851 374 5115 53748 4300 Cuentas
67-A1 Cr2 5000 13096 426 187 1956 26874 2150 Cuentas
68-A1 Cr2 5000 13096 426 187 2256 26874 2150 Cuentas
69-A1 Cr2 5000 13096 426 187 2407 26874 2150 Cuentas
70-A1 Cr2 25000 | 65480 2125 | 935 10530 | 134370 10750 Cuentas
80-A1 Cr2 5000 13096 425 187 2557 26874 2150 Cuentas
81-A2 Cr2 5000 13096 425 187 2106 26874 2150 Cuentas

La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron
mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.

Capacidad Afinidad Retencién Unién de
de unién de | de union | de  unién fosfato Hinchamiento
BA de BA de BA
% de
. Datos del | Datos del . a.C.'dOS Datos del
Libreria g.LFZIeO ensayo B | ensayo A Hams;[;ar b|I'|are§ ensayo B | (g/g) Adherencia*
(mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) primarios (mmol/g)
en las
heces
50-A1 C2 3,34 0,64 0,50 10,9 0,65 2
50-A2 Cr2 3,33 0,64 0,43 12,8 0,97 2
51-A1 Cs 3,19 0,37 0,15 10,5 5,98 0
51-B1 Cs 3,28 0,45 0,33 3,5 0,99 0
51-C1 C1o 3,26 0,54 0,40 5,7 0,27 1
51-D1 Cr2 3,32 0,64 0,34 8,5 0,38 2
52-A1 Cs 3,24 0,46 0,24 2,5 0,26 1,15 0
53-A1 Ci2 3,18 0,66 0,36 6,5 0,69 2
54-A1 Cr2 3,25 0,65 0,35 14,8 0,28 2,16 2
55-A1 Cr2 3,27 0,67 0,52 17,3 0,23 0,39 2
56-A1 Cr2 3,01 0,66 0,34 20,4 0,08,0,10 | 0,82 0
57-A1 | Crz | 3,03 0,67 0,38 198 ooz 0,41 1
58-A1 Cr2 2,87 0,67 0,32 25,9 0,07 0,50 0
59-A1 3,17 0,39 0,61 3,09
79-A1 Cr2 2,99 0,66 0,55 18,6 0,64 0
79-A2 Cr2 2,95 0,65 0,54 17,3 0,64 0
79-A3 Ci2 2,85 0,62 0,51 14,3 0,64 0
79-A4 Cr2 2,74 0,64 0,64 0
60-A1 Cr2 3,08 0,67 0,41 11,6 0,60 0
61-A1 Cr2 3,16 0,64 12,7 1,08 0
62-A1 Cr2 3,15 0,66 0,26 0
63-A1 Ci2 3,30 0,63 3,00 2
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64-A1 Cr2 3,20 0,66 1,30 1
65-A1 Cr2 2,83 0,66 0,41 1
66-A1 Cr2 2,98 0,67 0,50 1
67-A1 Cr2 3,13 0,65 0,73 2
68-A1 Cr2 2,99 0,66 0,37 2
69-A1 Cr2 3,15 0,66 0,41 1
70-A1 Cr2 0,65 2
80-A1 Cr2 3,12 0,66 0,15 0,65 22
81-A2 Cr2 3,14 0,66 0,20 0,97 2

10

15

* Adherencia, numero 0 = cuentas que fluyen libremente, 1 = cuentas ligeramente suaves, 2 = cuentas ligeramente
pegajosas, 3 = pegajosa y suave

Ejemplo 38: C12 BTA, C1o BTA, Cs BTA, C4 BTA sintesis de cuentas con agente de reticulacion de 1,1’-(dodecano-
1,12-diil) bis (3-bromopropil)-1H-imidazol-3-io (nucleo C+2, Cs bisimidazolio)

La sintesis de Cq2 BTA-nucleo C+2, C3z bisimidazolio, C1g BTA-nucleo C12, C3 bisimidazolio, y C4 BTA-nucleo Ciy,
cuentas de Cs bisimidazolio se llevaron a cabo en un SCPPR. Los monémeros de C4 BTA, Cs BTA, C1o BTAy BTA
C12 se dispensaron en tubos de vidrio de 11 ml y se enfriaron a 5 °C en un bafio de hielo y se afiadié agua. Se
afadio acido clorhidrico (HCI, 37 % en peso en agua) lentamente a esta solucién seguido de mezcla durante 2
minutos. Se afiadio DDS (15 % en peso en agua) y una solucién del mondmero de reticulaciéon designado (40 % en
peso en agua) de férmula X-R4-X (en la que X es halo tal como cloro o bromo y R es nucleo C12/C3 bisimidazolio).
Esta solucién se mezcl6 durante 5 minutos y se afiadié la capa organica de heptanos y Span 80 (15 % en peso en
heptanos) a la capa acuosa. Los tubos de ensayo se cargaron en el SCPPR, se sellaron y se presurizaron a 70 psi.
La reaccion se llevé a cabo a 75 °C con agitacion (400 rpm) durante 17 horas. Las cuentas de polimero sélido se
hincharon a continuacién en etanol, se lavaron con HCI acuoso (1 M), agua (3x) y se liofilizaron hasta que se
secaron. Varios experimentos de sintesis se detallan en la tabla a continuacion.

Capa acuosa Capa organica
Monoémero Disolvente | Acido | Tensiactivo Aggnte . de Disolvente | Tensiactivo
reticulacion
Muestra | Nucl 5 o HCI ’c\j:ujlgo Hept S go | Producto
uestra Ucleo e 12/C3 eptanos pan
n.° BTA BTA Agua (mg) (mg) DDS (mg) bisimidazolio | (mg) (mg) de .
polimero
(mg) (mg)
71-A1 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-A2 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-A3 Cs 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-A4 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-B1 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-B2 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-B3 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-B4 Cs 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-C1 Cq4 100 867 12 37 357 2600 208 Gel
71-C2 Cq4 100 995 12 42 424 2986 239 Gel
71-C3 Cq4 100 1124 12 48 491 3372 270 Gel
71-C4 Cs 100 1253 12 53 558 3758 301 Gel
71-D1 Cq4 100 890 12 14 357 2670 214 Gel
71-D2 Cq4 100 872 12 32 357 2615 209 Gel
71-D3 Cq4 100 853 12 50 357 2560 205 Cuentas
71-D4 Cq4 100 835 12 69 357 2505 200 Gel
72-C1 Cio 100 502 9 9 282 1507 15 Gel
72-C2 Cio 100 619 9 10 282 1857 68 Gel
72-C3 Cio 100 806 9 12 282 2419 153 Gel
72-C4 Cio 100 1156 9 16 282 3468 312 Gel
72-D1 Cio 100 960 9 0 282 2880 230 Gel
72-D2 Cio 100 1057 9 40 282 3172 254 Cuentas
72-D3 Cio 100 1177 9 88 282 3530 282 Gel
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72-D4 C1o 100 1326 9 149 282 3979 318 Gel

73-B1 Cr2 100 690 9 29 264 2071 166 Cuentas
73-B2 Cr2 100 690 9 29 264 2071 166 Cuentas
73-B3 Cr2 100 880 9 37 362 2640 211 Cuentas
73-B4 Cr2 100 880 9 37 362 2640 211 Cuentas
73-D1 Cr2 100 690 9 29 264 2071 166 Cuentas
73-D2 Cr2 100 690 9 29 264 2071 166 Cuentas
73-D3 Cr2 100 880 9 37 362 2640 211 Cuentas
73-D4 Cr2 100 880 9 37 362 2640 211 Cuentas

10
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Ejemplo 39: C42 BTA-nucleo C+2, C3 bisimidazolio y cuentas de C4 BTA-nucleo C+2, C3 bisimidazolio para estudio in
Vivo

Un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 500 ml equipado con un agitador suspendido, condensador y
termoémetro se cargd con Cq2 BTA (5,0 g, 11,66 mmol) y 5,67 ml de agua. La mezcla resultante se agité en un bafio
de hielo durante 5 minutos. Se afiadié acido clorhidrico (1,15 ml, 11,66 mmol, 37 % en peso en agua) lentamente
durante un periodo de dos minutos. La mezcla se agitd durante dos minutos mas en el bafio de hielo antes de la
eliminacion. Luego se afiadié DDS (9,83 ml, 15 % en peso en agua) a la mezcla anterior y se agité durante dos
minutos. Se afiadié una fase organica del mondmero de reticulacién (32,94 ml, 18,66 mmol, 40 % en peso en agua)
de férmula X-R+-X (en la que X es halo tal como cloro o bromo y R1 es nucleo C+2, C3 bisimidazolio), heptanos (82,74
ml) y solucion Span 80 (77,82 ml, 15 % en peso en heptanos) a la mezcla. La mezcla final se agité a 220 rpm con un
agitador suspendido y se calent6 en bafio de aceite a 75 °C. La temperatura interna de la reaccién fue de 70 °C.
Después de 3 horas, se realiz6 un tratamiento Dean-Stark para eliminar el agua usando el azeo6tropo de heptanos y
agua a 80 °C. Esto se consiguié aumentando la temperatura del bafio de aceite. El punto final del proceso fue
cuando la temperatura de la mezcla alcanz6 100 °C o cuando se recogio toda el agua en la mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente, se detuvo la agitacion y la capa organica se decanto. Las
cuentas se lavaron con 150 ml de alcohol isopropilico, seguido de un lavado con HCI (150 ml, 1,0 M), un lavado con

agua, un lavado con una soluciéon acuosa saturada de NaCl y tres lavados con agua. Las cuentas se liofilizaron
durante 48 horas. El producto final se aislo con un rendimiento del 80 % (4,9 g).
Capa acuosa Capa organica
Monomero Disolvente | Acido | Tensiactivo Aggnte . de Disolvente | Tensiactivo
reticulacion

Peso Nucleo Producto
Muestra | Nucleo | de Agua (mg) HCI DDS (mg) C12/Cs Heptanos | Span 80 de
n.° BTA BTA 9 9 (mg) 9 bisimidazolio | (mg) (mg) .

polimero

(mg) (mg)
82-D3 Cs 100 853 11,53 | 50,3 356 2560 204,8 Cuentas
74-A1 Cs 2000 | 17069 231 1006 7139 51207 4097 Cuentas
75-A1 Cs 3000 | 25603 346 1509 10709 76810 6145 Cuentas
76-A1 Cs 6000 | 51207 692 3019 21418 153620 12290 Cuentas
77-A1 Ci2 3794 | 26189 323 1118 10000 78566 6285 Cuentas
77-A2 Ci2 3794 | 26189 323 1118 10000 78566 6285 Cuentas
78-A1 Ci2 5000 | 34510 426 1474 13177 103529 8282 Cuentas
82-D3 Cs 100 853 11,53 | 50,3 356 2560 204,8 Talon
74-A1 Cs 2000 | 17069 231 1006 7139 51207 4097 Cuentas
75-A1 Cs 3000 | 25603 346 1509 10709 76810 6145 Cuentas
76-A1 Cs 6000 | 51207 692 3019 21418 153620 12290 Cuentas
77-A1 Ci2 3794 | 26189 323 1118 10000 78566 6285 Cuentas
77-A2 Ci2 3794 | 26189 323 1118 10000 78566 6285 Cuentas
78-A1 Ci2 5000 | 34510 426 1474 13177 103529 8282 Cuentas

25

La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron
mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.
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Union i % de acidos
Muestra | Nucleo | Ensayo B | Ensayo A . biliares Hinchamiento . Ligando
o Vivo . . Adherencia | .:
n. BTA (mmol/g) | (mmol/g) primarios en | (g/g) injertado
(mmol/g) |
as heces
77-A1 Ci2 2,74 0,62 0,49 9,6 32 0
77-A2 Ci2 2,83 0,62 0,44 12,4 25 1
75-A1 Cq4 3,06 0,54 0,34 3,7 25 1
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Ejemplo 40: Polimerizacion posterior hidréba de cuentas preparadas con C4 BTA y agente de reticulacion de nucleo
C12, C3 bisimidazolio para estudio in vivo

La muestra 82-D3, descrita en el ejemplo 39 se repiti6 a una escala mayor (se utilizé 3 g de nucleo BTA C,) en
poyata. Las cuentas resultantes se lavaron y se describieron como anteriormente. A las cuentas resultantes se les
realizé el siguiente procedimiento. Se afiadid N-metilpirrolidona (NMP) para hinchar las cuentas de nucleo Ciz, Cs
bisimidazolio reticulado de Cs BTA en tubos de vidrio de 11 ml. Se afiadio el agente hidrofobizante (1,12-
dibromododecano o 1-bromodecano) y los tubos de vidrio se ajustaron con agitadores superiores, se sellaron y se
purgaron con nitrégeno. La reacciéon de polimerizacion posterior se dejo proceder a 75 °C durante 18 horas.
Después de enfriar, las cuentas se diluyeron con etanol y se purificaron mediante lavado con etanol (2 x), HCI 1 M (2
x)y agua (3 x). Las cuentas se secaron por liofilizaciéon durante toda la noche.

Muestra n.° | Cuentas | 1,12-dibromododecano (g) | 1-bromodecano (g) | N-metilpirrolidona (ml)
83-A1 1,00 1,00 4,50
83-A3 1,00 1,50 5,70
84-A1 1,00 1,00 4,50
84-A3 1,00 1,50 5,70

La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron
mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.

Muestra | Ensayo B | Ensayo A | Unién de hamster in | % de 4acidos biliares | Hinchamiento
n.° (mmol/g) (mmol/g) vivo (mmol/g) primarios en las heces (g/9)
83-A1 2,94 0,60 10,1
83-A3 2,95 0,61 0,37 5,0 10,8
84-A1 2,99 0,61 47,4
84-A3 2,90 0,61 48,7

Ejemplo 41: Sintesis de cuentas de C4 BTA con TMBMP-DBD (4,4’-(propano-1,3-diil) bis (1-(10-bromodecil)-1-
metilpiperidinio))

Un reactor de 1 | equipado con un agitador suspendido, condensador y termopar se cargé con C4 BTA (7,24 g, 22,9
mmol), agua (56,0 ml), acetonitrilo (27,2 ml) y solucion de DDS (23,9 ml, 15 % en peso en agua). La mezcla se agitd
durante 5 minutos. Después de obtener una solucién homogénea, se afiadi6 TMBMP-DBD (30,7 g, 36,6 mmol). La
mezcla resultante se agité durante 5 minutos mas antes de la adicion de heptanos (182,9 ml) y soluciéon Span 80
(172,0 ml, 15 % en peso en heptanos). La mezcla final se agité a 150 rpm con un agitador suspendido. El aceite
externo se aumentd a 75 °C en 1 hora. La temperatura interna de la reaccién fue de 72-75 °C. Después de 16 horas,
se realizé un tratamiento Dean-Stark para eliminar el acetonitrilo y el agua a 80 °C. Esto se consiguié aumentando la
temperatura del bafio de aceite a 95 °C. El punto final del proceso se produjo cuando la temperatura de la mezcla
alcanzo 95 °C.

La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se detuvo la agitacion y la capa organica se eliminé al
vacio. Las cuentas se lavaron con 500 ml de etanol dos veces y se recogieron por filtracion. Las cuentas se secaron
al vacio durante 24 horas antes de la polimerizacion posterior. El producto final se aislé con un rendimiento del 67 %

(25 9).

La polimerizacién posterior, una reaccion adicional con ligando hidréfobo halogenado, se realizé usando sintesis
paralela. La NMP y las cuentas secas obtenidas del procedimiento anterior se pusieron en un tubo de ensayo de 12
ml. A continuacién, se afiadié una solucion de ligando hidréfobo halogenado (20 % en peso en NMP). La cantidad de
cada componente se resume en la tabla a continuacién. La mezcla se agité a 400 rpm con un agitador suspendido
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durante 5 minutos antes de aplicar calor a 75 °C durante 16 horas. Las cuentas resultantes se lavaron con NMP dos
veces, etanol dos veces, solucion de HCI 0,5 M tres veces, solucion saturada de NaCl y agua tres veces seguido de
secado al vacio.

Relacion de Monomero: Cuentas Ligando hidréfobo
Muestra n.° | Ligando hidréfobo | agente de reticulacion: (mg) (rr? ) NMP (mg)
ligando hidrofobo 9 9
1,12- .
85-A1 dibromododecano 1:1,6: 0,5 1000 99 4396
1,12- -1 a
85-B1 dibromododecano 1:1,6: 1,5 1000 297 5187
86-A1 1-bromododecano | 1:1,6: 0,5 1000 75 4300
86-B1 1-bromododecano | 1: 1,6: 1,5 1000 225 4902
1,12- -1 a
87-B1 dibromododecano 1:1,6: 1,5 1000 216 4865
88-A1 1-clorooctano 1:1,6: 1 1000 90 4359
88-B1 1-clorooctano 1:1,6:3 1000 269 5076
La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron
mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.
Muestra % de
n.° Relacién de . . acidos
Monomero: | Afinidad de Capamd.egd RetenC|.o,n biliares . .
. . agente  de | union de BA de unién | de unidn primarios Hinchamiento
Ligando hidréfobo ) o de BA de BA
reticulacion: en las
ligando heces
hidréfobo Ensayo A | Ensayo B | Hamster (9/9)
(mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) 99
1,12- -1 a
85-A1 dibromododecano 1:1,6: 0,5 0,58 2,7 8
85-B1 1.’12' 1:1,6: 1,5 0,6 2,6 0,46 10,7 6
dibromododecano
86-A1 1-bromododecano | 1:1,6: 0,5 0,59 2,72 43
86-B1 1-bromododecano | 1:1,6: 1,5 0,63 2,56 0,48 8,3 39
87-B1 1.’12' 1:1,6:1,5 0,59 2,61 0,38 59 7
dibromododecano
88-A1 1-clorooctano 1:1,6: 1 0,55 2,45 31
88-B1 1-clorooctano 1:1,6:3 0,57 2,61 0,38 4.8 25
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Ejemplo 42: Sintesis de cuentas de C4 BTA con TMBMP-DBUD (4,4’-(propano-1,3-diil) bis (1-(11-bromoundecil)-1-
metilpiperidinio))

La sintesis de C4 BTA con TMBMP-DBUD se realiz6 usando sintesis paralela. Se dispens6 TMBMP-DBUD (438 mg)
en un tubo de vidrio de 12 ml seguido de la adicion de agua (1514 mg) y BTA C4 (100 mg). Después de mezclar C4
BTA con TMBMP-DBUD, se afiadié DDS (179 mg, 15 % en peso en agua). Después de eso, se afiadio la fase
organica de heptano (2733 mg) y solucion Span 80 (2667 mg, 15 % en peso en heptano). La mezcla de reaccién se
agité con un agitador suspendido a 400 rpm. El vial se tapd y se calentd durante 17 horas a 75 °C.

Ejemplo 43: Sintesis de cuentas reticuladas de cuentas de C42 BTA con TMBMP-DBD (4,4’-(propano-1,3-diil) bis (1-
(10-bromodecil)-1-metilpiperidinio)

Un matraz redondo de 3 bocas de 250 ml equipado con un agitador suspendido, condensador y termémetro se
cargd con Cq2 BTA (1,63 g, 3,8 mmol) y agua (14,4 ml). La mezcla resultante se agité en un bafio de hielo durante 5
minutos y se afiadié acido clorhidrico (374 pl, 3,8 mmol, 37 % en peso en agua) lentamente. Después de retirar el
bafio de hielo, se afiadid la sal de sodio del acido dodecilbencenosulfénico (2,77 ml, 15 % en peso en agua) a la
mezcla anterior y se agité durante 2 minutos, seguido de la adicién de 4,4’-(propano-1, 3-diil) bis (1-(10-bromodecil)-
1-metilpiperidinio) (5,09 g, 6,01 mmol). Luego se afiadieron heptanos (40,8 ml) y solucién Span 80 (38,3 ml, 15 % en
peso en heptanos), respectivamente. La mezcla final se agité a 170 rpm con un agitador suspendido y se calenté en
bafo de aceite a 75 °C. La temperatura interna de la reaccién fue de 75 °C. Después de 16 horas, se realizd un
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tratamiento Dean-Stark para eliminar el agua usando el azeétropo de heptanos y agua (a 80 °C); se consiguio al
aumentar la temperatura del bafio de aceite a 95 °C. El punto final del proceso fue cuando la temperatura de la
mezcla alcanzé 100 °C o cuando se recogi6 toda el agua en la mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccioén se enfrié a temperatura ambiente, se detuvo la agitacion y la capa organica se decanto. Las
cuentas se lavaron con dos lavados con etanol, dos lavados con solucién de HCI 0,5 M, un lavado con solucién
acuosa saturada de NaCl y dos lavados con agua. Las cuentas se secaron al vacio durante 48 horas.

Muestra % de
n? e - . Retencion a.C.IdOS
Relacion  de | Afinidad de | Capacidad de e biliares . .
Monémero: union de BA union de BA de union de primarios Hinchamiento
BA
agente de en las
reticulacion heces
Ensayo A | Ensayo B | Hamster (9/9)
(mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) 99
89-A1 1:1,6 0,58 2,72 0,28 3,7 33

Ejemplo 44: Sintesis de cuentas reticuladas de cuentas de BTA C, con dibromodecano a través de la via del
prepolimero

Para preparar la solucidon de prepolimero, se us6 una estacion de trabajo Argonaut Advantage Series 3400 Process
Chemistry equipada con un agitador suspendido, un condensador de reflujo, un puerto de entrada de nitrégeno y
una unidad de refrigeracion Julabo FP88. Al matraz de reaccion de 250 ml se le afiadieron 50 g (166,63 mmol) de
1,10-dibromodecano y 50 g de etanol. La mezcla se calenté a 50 °C a 300 rpm para asegurar que el 1,10-
dibromodecano se disolviera por completo en etanol. En un vaso de precipitados de 100 ml por separado, se
afnadieron 32,965 g (104,14 mmol) de C4 BTA y 32,96 g de etanol para obtener un 50 % en peso de solucién de C4
BTA en etanol. Esta solucién se afiadio luego al matraz de reaccion de 250 ml que contenia una solucién de 1,10-
dibromodecano en etanol al 50 % en peso. La reaccion se dejé calentar a 50 °C durante 90 minutos. La viscosidad
de la reaccion aumento a lo largo del tiempo pero no se produjo gelificacion. La reaccion se enfrié durante 5 minutos
usando una unidad de refrigeracion. A continuacion, se afiadié una solucion de acido clorhidrico (30,37 ml de acido
clorhidrico acuoso al 37 % en peso en 65,9 ml de agua desionizada) a la mezcla de reaccién para inactivar la
reaccion. La mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y a continuacion se eliminé el etanol
mediante un evaporador rotativo operado a temperatura ambiente. La solucién de prepolimero resultante se filtrd
después para eliminar cualquier 1,10-dibromodecano que no haya reaccionado. La soluciéon se almacendé en una
botella de vidrio pyrex de 250 ml con tapa antes de la siguiente utilizacién. El porcentaje de contenido soélido de la
solucion se determiné mediante analisis termogravimétrico y se encontré que era del 58 % en peso de prepolimero
en agua.

La sintesis de cuentas se realizd en una estacion de trabajo Argonaut Advantage Series 3400 Process Chemistry de
250 ml equipada con un agitador suspendido, un condensador de reflujo, un puerto de entrada de nitrégeno y una
unidad de refrigeracion Julabo FP88. El aceite mineral se us6 como una fase continua con Span 80 al 10 % en peso
como tensioactivo. Al reactor se le afiadieron 30 g (21,5 mmol) de solucion de prepolimero (58 % en peso en agua).
El matraz de reaccion se agité a 300 rpm y se calenté a 50 °C. Luego se afiadieron 6,98 ml (27,925 mmol) de
hidréxido de sodio 4 M, preparado previamente, al matraz de reaccién y se dejé6 mezclar durante 1 minuto. La
agitacion se detuvo y se anadié 101,17 ml de solucion de aceite mineral que contenia el 10 % en peso de Span 80 a
la mezcla de reaccion. La agitacion se reanudd a 300 rpm, la temperatura de reaccion se aumentd a 60 °C y la
reaccion se dejoé continuar durante 17 horas en atmosfera de nitrdgeno inerte. La reaccion se enfrio a temperatura
ambiente con la ayuda de la unidad de refrigeracion. El contenido de la reaccion se transfirié después a una frita de
filtro para eliminar el exceso de fases continuas y discretas. Las cuentas asi formadas se lavaron a continuacion con
100 ml de hexano (2 veces), 100 ml de etanol (2 veces), 100 ml de una solucién acuosa de acido clorhidrico (0,5 M),
100 ml de solucion acuosa de hidroxido de amonio al 10 % en vol (2 veces) y finalmente 100 ml de agua desionizada
(3 veces). Las cuentas se secaron al vacio durante 48 horas para eliminar el agua. El peso final del producto fue de
524g.

La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron
mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.
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Muestra % de acidos biliares
n.° Afinidad de unién | Capacidad de unién | Retencién de unién | primarios Hinchamiento
de BA de BA de BA
en las heces
Ensayo A .
(mmolig) Ensayo B (mmol/g) | Hamster (mmol/g) (g/9)
90-A2 0,647 3,23 0,45 15,8 0,38
Ejemplo 45: Polimerizacién en solucion de gel de N,N,N’,N’-(3-aminopropil)-diaminododecano-2-metil-1,3-bis (oxiran-

2-ilmetil)-1H-imidazol-3-io

Un vial de 40 ml equipado con un agitador magnético se cargé con N,N,N’,N’-(3-aminopropil)-diaminododecano (4,0
g, 9,3 mmol) y agua (4,7 ml). La mezcla se agité durante 5 minutos; a continuacion se afiadié 2-metil-1,3-bis (oxiran-
2-ilmetil)-1H-imidazol-3-io (3,0 g, 13,1 mmol). El vial se calent6 en un bafio de aceite a 70 °C con agitacion durante
17 horas. Se obtuvo un gel duro ligeramente turbio. El gel se molié con un mezclar ultrasénico durante 30 minutos
en metanol y a continuacion se lavé con metanol dos veces, acido clorhidrico 0,5 M una vez y agua tres veces.

Muestra n.° | Monémero | Agente de reticulacion | Relacion de monémoro/agente de reticulacion
91-A1 Mon4 Xlin 2 1: 4
91-A2 Mon4 Xlin 2 1:7

Abreviatura

Mon4: N,N,N’,N’-(3-aminopropil)-diaminododecano

Xlin2: 2-metil-1,3-bis (oxiran-2-ilmetil)-1H-imidazol-3-io que tiene la estructura:

o)

La capacidad de unién al acido biliar, la afinidad y la retencion para cada polimero resultante se determinaron
mediante el ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se presentan en la tabla a continuacion.

Muestra n.® | Afinidad de | Capacidad de | Retencién de Hinchamiento
union de BA union de BA union de BA
Ensayo B | Ensayo A | Hamster /
(mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) (9/9)

91-A1 3,07 0,58 0,40 10,68

91-A2 2,98 0,61 0,43 6,1

Ejemplo 46: Sintesis de cuentas de tris (3-aminopropil) amina y agente de reticulacion TMBMP-DBD
(Mondmero/agente de reticulacion = 1/1,2)

Un matraz de tres bocas de 500 ml equipado con un agitador suspendido y un condensador se cargé con tris (3-
aminopropilamina) (3,37 g, 17,9 mmol), agua (29,5 ml), acetonitrilo (20,3 ml) y solucién de sal sédica de acido
dodecilbencenosulfénico (12,2 ml, 15 % en peso en agua). La mezcla se agité durante 5 minutos. Después de
obtener la solucion homogénea, se afiadio TMBMP-DBD (18,00 g, 21,4 mmol). La mezcla resultante se agit6é durante
5 minutos mas antes de la adicion de heptanos (95,7 ml) y solucién de oleato de sorbitan (Span 80) (90,0 ml, 15 %
en peso en heptanos). La mezcla final se agit6 a ~160 rpm con un agitador suspendido. El aceite externo se
aumento a 75 °C en 1 hora. Después de 16 horas, se realizd un tratamiento Dean-Stark para eliminar el acetonitrilo y
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el agua a 80 °C. Esto se consiguié6 aumentando la temperatura del bafio de aceite a 105 °C. El punto final del
proceso se identificd por la temperatura de la mezcla que alcanzé 95 °C o hasta que se recogié toda el agua en la
mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccién se dejo enfriar a temperatura ambiente, la agitacion se detuvo y la capa organica se eliminé
al vacio. Las cuentas se lavaron con 500 ml de 2-propanol dos veces antes de recogerlas por filtracion. Las cuentas
se secaron a vacio durante 24 horas antes de la polimerizacion posterior. El producto final aislado pesaba 15,5 g
(70 % de rendimiento).

Ejemplo 47: Sintesis de cuentas de tris (3-aminopropil) amina y agente de reticulacion TMBMP-DBD
(Mondmero/agente de reticulacion = 1/1,5) (Muestra n.° 97-A1)

Un matraz de tres bocas de 250 ml equipado con un agitador suspendido y un condensador se cargé con tris (3-
aminopropilamina) (1,35 g, 7,17 mmol), agua (14,5 ml), acetonitrilo (9,93 ml) y solucién de sal sédica de acido
dodecilbencenosulfénico (5,93 ml, 15 % en peso en agua). La mezcla se agité durante 5 minutos. Después de
obtener la soluciéon homogénea, se afiadi6 TMBMP-DBD (9,00 g, 10,7 mmol). La mezcla resultante se agité durante
5 minutos mas antes de la adicion de heptanos (46,8 ml) y solucion de oleato de sorbitan (Span 80) (44,0 ml, 15 %
en peso en heptanos). La mezcla final se agité a 150-200 rpm con un agitador suspendido. El aceite externo se
aumento a 75 °C en 1 hora. Después de 16 horas, se realizé un tratamiento Dean-Stark para eliminar el acetonitrilo y
el agua a 80 °C. Esto se consiguié aumentando la temperatura del bafio de aceite a 105 °C. El punto final del
proceso se identificd por la temperatura de la mezcla que alcanzé 95 °C o hasta que se recogi6 toda el agua en la
mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, la agitacion se detuvo y la capa organica se eliminé
al vacio. Las cuentas se lavaron con 500 ml de 2-propanol dos veces, solucién saturada de carbonato de sodio dos
veces, cloruro de sodio saturado dos veces y agua dos veces antes de recoger por filtracion. Las cuentas se secaron
a vacio durante 24 horas antes de la polimerizacion posterior. El producto final aislado pesaba 10 g.

Ejemplo 48: Sintesis de cuentas de tris (3-aminopropil) amina y agente de reticulacion TMBMP-DBD
(Mondmero/agente de reticulacion = 1/2,0) (Muestra n.° 98-A1)

Un matraz de tres bocas de 150 ml equipado con un agitador suspendido y un condensador se cargé con tris (3-
aminopropilamina) (0,63 g 3,35 mmol), agua (8,86 ml), acetonitrilo (6,05 ml) y soluciéon de sal sédica de acido
dodecilbencenosulfénico (3,56 ml), 15 % en peso en agua). La mezcla se agit6 durante 5 minutos. Después de
obtener la solucion homogénea, se afiadi6 TMBMP-DBD (5,60 g, 6,68 mmol). La mezcla resultante se agité durante
5 minutos mas antes de la adicion de heptanos (28,5 ml) y solucion de oleato de sorbitan (Span 80) (26,8 ml, 15 %
en peso en heptanos). La mezcla final se agit6 a ~180 rpm con un agitador suspendido. El aceite externo se
aumento a 75 °C en 1 hora. Después de 16 horas, se realizé un tratamiento Dean-Stark para eliminar el acetonitrilo y
el agua a 80 °C. Esto se consiguié6 aumentando la temperatura del bafio de aceite a 105 °C. El punto final del
proceso se identificd por la temperatura de la mezcla que alcanzé 95 °C o hasta que se recogié toda el agua en la
mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, la agitacion se detuvo y la capa organica se eliminé
al vacio. Las cuentas se lavaron con hexano dos veces, etanol dos veces, solucién de HCI 0,5 M tres veces,
solucion de NaCl saturada una vez y agua tres veces. Las cuentas se secaron luego al vacio durante 24 horas.

Ejemplo 49: Polimerizacion posterior de cuentas hechas de tris (3-aminopropil) amina y TMBMP-DBD con ligando
hidréfobo halogenado

La polimerizacién posterior, una reaccion adicional con ligando hidréfobo halogenado, se realizé usando sintesis
paralela. La NMP o el 2-propanol y las cuentas secas obtenidas de los Ejemplos 46-48 anteriores se pusieron en un
tubo de ensayo de 12 ml. A continuacion, se afiadié una solucion de ligando hidréfobo halogenado (20 % en peso en
NMP). La cantidad de cada componente se resume en la tabla a continuacién. La mezcla se agité a 400 rpm con un
agitador suspendido durante 5 minutos antes de aplicar calor a 75 °C durante 16 horas. Las cuentas resultantes se
lavaron con NMP dos veces, etanol dos veces, solucion de HCI 0,5 M tres veces, solucién de NaCl saturada una vez
y agua tres veces seguido de secado al vacio.
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Relacion de
Muestra | Ligando hidrofobo monomero: d Cuentas Ligando NMP 2-propanol
n.° halogenado mohomero . © (mg) hidréfobo (mg) | (mg) (mg)
reticulaciéon:  ligando
hidréfobo halogenado
92-A1 1,12-dibromo- 1:12:05 900 124 4094 N/D
dodecano
92-B1 1,12-dibromo- 1:12:15 900 371 5083 N/D
dodecano
93-A1 1,12-dibromo- 1:15:05 1000 113 4454 N/D
dodecano
94-A1 1,12-dibromo- 1:12:1.0 1000 275 5099 N/D
dodecano
95-A1 1,12-dibromo- 1:12:05 1000 137 549 4000
dodecano
95-B1 1,12-dibromo- 1:12:1.0 1000 275 1099 4000
dodecano
95-C; 1,12-dibromo- 1:1,2:15 1000 412 1648 4000
dodecano
96-A1 1,12-dibromo- 1:15:05 1000 139 4556 N/D
dodecano
96-B1 1,12-dibromo- 1:15:1.0 1000 278 5113 N/D
dodecano
Muestra Relacién de | Afinidad de | Capacidad de | Retencién de Hinchamiento
n.° Ligando Monémero: union de BA | unién de BA union de BA
halogenado Monomero de .
hidrofobo reticulacion: Ensayo A | Ensayo B | Hamster (g/9)
ligando hidrofobo (mmol/g) (mmol/g) (mmol/g)
97-A1 | NID 1150 0.48 231 023 79
98-A1 | N/D 1:2.0:0 05 267 85
92-A1 1,12-dibromo- | 4. 4 5.y 5 0,53 246 18
dodecano
92-B1 1,12-dibromo- | 4. 4 5. 4 5 0,56 257 0,34 14
dodecano
93-A1 1,12-dibromo- | 4. 4 5.y 5 0,57 256 0,38 16
dodecano
94-A1 1,12-dibromo- | 4. 4 5. 4 0,59 258 0,34 15
dodecano
95-A1 1,12-dibromo- | 4. 4 5.y 5 0,55 269 46
dodecano
95-B1 1,12-dibromo- | 4. 4 5.4 0,57 270 49
dodecano
95.c1 | h12-dibromo- | 4. 45 4 5 0,57 264 50
dodecano
96-A1 1,12-dibromo- | 4. 4 5.y 5 0,59 255 0,36 11
dodecano
96-B1 1,12-dibromo- | . 4 5. 4 0,62 251 0,38 6
dodecano

Ejemplo 50: Preparacion y estudio de unién a acidos biliares de N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-

diaminododecano reticulado con 1,4 mol de 1,3-dicloropropanol (Muestra 99; M 99)

Un matraz de 3 bocas de 500 ml equipado con un agitador suspendido, un condensador, un termémetro y un bafio
de aceite se cargé con N,N,N’,N’-tetraquis (3-aminopropil)-1,12-diaminododecano (20,0 g, 46,65 mmol) y agua
(47,84 ml). La mezcla resultante se agitdé en un bafio de hielo durante 5 minutos. Se afiadié acido clorhidrico, 5,06 ml
(51,31 mmol, 37 % en peso en agua), lentamente durante un periodo de 10 minutos. La mezcla se agit6 durante 10
minutos mas en el bafio de hielo antes de la eliminacién. La capa organica se cargo luego al reactor en forma de
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heptano (83,69 ml) seguido de solucion de oleato de sorbitan (Span 80) (78,71 ml, 15 % en peso en heptano). La
mezcla final se agité a 200 rpm con un agitador suspendido. La temperatura interna de la reaccién se elevé a 70 °C
antes de comenzar la adicion de 1,3 dicloro-2-propanol (8,42 g, 65,31 mmol) lentamente durante dos horas. Se
continué con el calentamiento durante 17 horas. Posteriormente se realizé un tratamiento Dean-Stark para eliminar
el agua utilizando el azeétropo de heptano y agua (a 80 °C). Esto se consiguié aumentando la temperatura del bafio
de aceite circulante a 100 °C durante 3 horas y a continuacién a 110 °C. El punto final del proceso se identifico
cuando la temperatura de la mezcla alcanz6 98 °C o hasta que se recogié toda el agua inicialmente afadida a la
mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, la agitacion se detuvo y la capa
organica se separé por decantacion.

La muestra 99 se lavd posteriormente para eliminar el exceso de disolventes e impurezas como se describe en la
tabla a continuacion. Las cuentas se expusieron a HCI adicional para alcanzar un contenido final del 10,04 % en
peso de cloruro por analisis elemental.

Disolvente Relacion de disolvente: cuentas (g:g) | Tiempo (minutos)
Tolueno 6: 1 20
Metanol 6:1 20
Metanol 6:1 20
Metanol 6: 1 20
Acido clorhidrico 0,5 M | 6: 1 20
Acido clorhidrico 0,5 M | 6: 1 20
Agua Exceso - enjuagar hasta pH 4-5

Hidréxido de sodio2 M | 6: 1 20
Hidréxido de sodio2 M | 6: 1 20
Agua Exceso - enjuagar hasta pH 6-7

Metanol 6: 1 20
Tolueno 6:1 20
Metanol 6:1 20
Agua 4| - enjuagar sobre el filtro

La capacidad de union al acido biliar, la afinidad y la retenciéon para la Muestra 99 se determinaron mediante el
ensayo A, el ensayo B y el modelo de hamster y los resultados se muestran en la tabla siguiente, junto con la
relacion de hinchamiento y el tamafio de las cuentas.

Método de prueba Resultado
Tamano de cuentas por Malvern | d (0,5) = 102,8 ym
Hinchamiento 1,2-1,6 g/g
Ensayo B 3,18 mmol/g
Ensayo A 0,65 mmol/g
Hamster 0,43 mmol/g

Polimeros adicionales probados. Cinco polimeros adicionales que se sabe que unen acidos biliares se probaron
como sustancias comparativas. Los lotes de polimeros y los métodos de purificacion se indican en la tabla a
continuacion.

Polimero Fuente Lote n.° Purificacion
Colestiramina (CT) | Sigma C4650 | 045K0658 | Ninguna
Colesevelam (CV) | Farmacia KB004434 | Purificacion del API a partir de comprimidos

Colestipol (CP) Farmacia 84RAC Ninguna
Sevelamer (SV) Farmacia 8-16-08 Purificacion del API a partir de comprimidos
Colestimida Farmacia KB04438 | Purificacion del API a partir de comprimidos

Preparacion del tampon BES. Se prepard un tampdn simple que consistia en BES (acido N,N-bis (2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico 100 mM) y NaCl 150 mM a un pH final de 7,0 en lotes de 4 |. Brevemente, se disolvieron 42,65
g de BES (acido), 47,04 g de BES (sal de Na) y 35,06 g de NaCl en agua pura MilliQ. El volumen se ajustdé a 4 |y se
observo el pH.

Preparacioén de las matrices de unién.
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El dia anterior al ensayo de union, se afiadié un solo acido biliar a 300 ml de tampdn BES a una concentracion de 20
mM. La solucién se dejoé mezclar durante 3-6 horas y a continuacion se diluy6 en diluciones en serie dos veces. El
conjunto de dilucién final, por lo tanto, contenia matrices a 0, 0,31, 0,62, 1,25, 2,5, 5, 10 y 20 mM de acido biliar. El

acido biliar y la cantidad ponderada en el tampén BES se enumeran en la tabla a continuacion.
Acido biliar Abreviatura | Cantidad afadida (g)
Colato CA 2,58
Glicocolato GC 2,925
Taurocolato TC 3,226
Glicodeoxicolato GDC 2,829
Taurodesoxicolato | TDC 3,13

Métodos de ensayo.

Se dispensaron muestras de polimero por duplicado en tubos de vidrio de 16 x 100 mm, con cada tubo que contenia
exactamente de 8 a 12 mg de muestra seca. Las matrices de unién tal como se ha descrito anteriormente se
dispensaron en los tubos de muestra para dar una concentracion final de 1 mg de muestra de prueba por ml de
tampon. También se prepararon tubos de control con tampén. Las muestras se incubaron a 37 °C durante tres horas
para alcanzar el equilibrio de unién al acido biliar mientras se rotaba en una plataforma de asador. Después de la
incubacion, las muestras se centrifugaron a 500 x g durante 30 minutos para sedimentar el polimero de unién al
acido biliar. El sobrenadante se recogiod y se transfirié a una uniplaca Whatman de 96 pocillos de 0,45 micrometros
para eliminar las particulas pequefas antes del analisis. El filtrado se uso para determinar la concentracién de acido
biliar como se describe a continuacion.

Métodos analiticos.

Para determinar la concentracion de acido biliar en la muestra de isoterma, se inyectaron 50 pl de la solucion de
muestra en un sistema de HPLC equipado con una columna Phenomenex Luna Cs (100 A, 5 um, 50 x 2,00 mm) y
un detector UV. La muestra se analizé6 usando un gradiente de tampon de fosfato acuoso 15 mM (pH = 3) y
acetonitrilo a un caudal de 0,4 ml/min. La sefial del acido biliar se detecté a una longitud de onda de 205 nm en el
detector UV. Las soluciones de calibracion compuestas por los patrones de acido biliar de diferentes
concentraciones también se inyectaron en el mismo sistema de HPLC. La curva de calibracion del acido biliar se
construy6 trazando el area del pico frente a la concentracion. En base al area del pico de acido biliar encontrado en
el cromatograma de muestra y su curva de calibracion, se calculé la concentracion del acido biliar en la muestra.

Analisis de los datos.

La capacidad de unioén se calculé como (Cstart-Ceq)/1, €n la que Cstart (MM) es la concentracion inicial de acido biliar
en la matriz de union, Ceq (MM) es la concentracion de acido biliar restante en la muestra en equilibrio después de la
exposicion al polimero y 1 corresponde a la concentracion del aglutinante de acido biliar (mg/ml). Las unidades para
el acido biliar unido (por ejemplo, TDC Bnd) y el acido biliar no unido (por ejemplo, TDC Unbd) son mmol de acido
biliar/g de aglutinante. Todos los ensayos se realizaron por duplicado con los valores informados como promedio, +/-
SD.
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REIVINDICACIONES

1. Un polimero de amina que comprende unidades de repeticion derivadas de la polimerizacion de un
mondémero de amina en un monémero de reticulacion, en el que el monémero de amina es una amina de férmula 2
5 que tiene la estructura:

H-N NH
2 \R R/ 2
2 / 2
N—Rs—N_
R Rz\
s NH,
H>N )

en la que cada R; es independientemente alquileno C; a Cg o alquileno C, a Cg en el que uno o mas de los grupos -

10 CH2 del grupo alquileno esta sustituido con al menos un grupo funcional amida, y R3 es alquileno C; a C13, arileno,
diformilheterociclo, o alquileno C; a Cg en el que uno o mas de los grupos -CH- del grupo alquileno esta sustituido
con un grupo funcional amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo; y

el monoémero de reticulacion es guanidina, una sal de guanidinio, un compuesto que tiene la férmula X-R¢-X o una

15 combinacién de los mismos, en el que cada X es independientemente un grupo saliente, R1 es alquileno Cg a Cs 0
alquileno Cs a Csp en el que uno o mas de los grupos -CH> del grupo alquileno esta sustituido con un grupo funcional
amida, carbonilo, éter, éster, cicloalquilo, arilo o heterociclo, o uno o mas de los grupos -CHz- del grupo alquileno
esta sustituido con hidroxi; y

20 en el que al menos uno de Rq 0 Rz es un grupo hidréfobo que tiene un log P calculado (c Log P) superior a 4.

2. El polimero de amina de la reivindicacién 1, en el que Ry es alquileno C, a Cs en el que uno o mas de
los grupos -CH; del grupo alquileno esta sustituido con hidroxi.

25 3. El polimero de amina de la reivindicacion 2, en el que Ry es -CH2-CH(OH)-CH.-.
4, El polimero de amina de la reivindicacién 3, en el que R3 es decileno o dodecileno.
5 El polimero de amina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que cada R; es

30 independientemente alquileno C; a Ce.
6. El polimero de amina de la reivindicacion 5, en el que cada Rz es propileno.

7. El polimero de amina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la afinidad de union

35 para los acidos biliares es de aproximadamente 0,46 mmol/g como minimo cuando se mide usando un ensayo A in
vitro o la capacidad de union para los acidos biliares es al menos aproximadamente 2,22 mmol/g cuando se mide
con el ensayo B,

en el que la afinidad de unién in vitro para sales biliares se determina bajo condiciones que pretenden imitar en

40 ciertos aspectos las condiciones encontradas en el intestino delgado inferior, y en el que el polimero de amina se
analiza usando el ensayo A (protocolo 1) que combina el polimero a analizar en una concentracion deseada con una
solucion que imita ciertas condiciones presentes en el intestino delgado inferior, después de un periodo de tiempo,
los polimeros se recuperan por centrifugacion y se toman muestras de los sobrenadantes, se filtran y se eliminan las
particulas restantes y se analizan las concentraciones de iones mediante cromatografia liquida (LC), y en el que

45 comparando las concentraciones de equilibrio de glicocolato (GCeq), glicodesoxicolato (GDCeq), oleil glicerol (OGeq)
y/o acido oleico (OAeq) en presencia del polimero a sus concentraciones en solucion de prueba en ausencia del
polimero, se calcula la cantidad de cada componente encontrado en estas condiciones experimentales en mmol/g de
polimero; y

50 en el que la capacidad de unién in vitro para sales biliares se determina en condiciones que pretenden imitar en
ciertos aspectos las condiciones que se encuentran en el intestino delgado superior después de una comida, el
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polimero de amina se analiza usando el ensayo B (protocolo 2) en el que el polimero a analizar se combina en una
concentracion deseada con una solucién que imita ciertas condiciones presentes en el intestino delgado superior, y
en el que se usa el mismo procedimiento general que el descrito anteriormente para el ensayo A para calcular la
cantidad de cada componente unido.

8. Una composicién farmacéutica que comprende el polimero de amina de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

9. Un polimero de amina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una composicion farmacéutica
10 de la reivindicacién 8 para su uso en un tratamiento para reducir el LDL-colesterol sérico en un sujeto animal.
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