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DESCRIPCION
Fosfatidilalcanoles novedosos y composiciones de los mismos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a composiciones, en particular a composiciones miscibles en agua, que
comprenden fosfatidilalcanoles, en particular homologos de fosfatidiletanol (homdlogos de PEth), en que la
concentracién del constituyente de fosfatidilalcanol puede determinarse mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear cuantitativa (RMNC).

Antecedentes

El consumo alto y prolongado de alcohol (etanol) puede conducir a graves enfermedades relacionadas con el alcohol
y a alcoholismo en el hombre. Por otra parte, se acepta cominmente que un consumo de bajo a moderado esta
asociado con un riesgo reducido de cardiopatia coronaria, debido posiblemente a un efecto antiaterogénico del
etanol. Con el fin de poder clasificar el habito de consumo de alcohol de una persona, o dirigir de manera mas
precisa investigaciones médicas en la investigacion de una causa subyacente de uno o varios sintomas observados,
son sumamente Utiles los biomarcadores de eliminacién lenta de etanol como mediciones objetivo del consumo de
alcohol histérico de la persona. El fosfatidiletanol (PEth), un fosfolipido no natural formado por etandlisis catalizada
por la fosfolipasa D in vivo de fosfatidilcolina principalmente enddgena, ha adquirido recientemente gran interés
como biomarcador de eliminacién lenta de este tipo. En la actualidad, las técnicas analiticas basadas en CL-EM se
usan comunmente para la cuantificacion de PEth en muestras de sangre humana. Habitualmente se cuantifican uno
o algunos homologos de PEth, tales como PEth-16:0/18:1 y/o PEth-16:0/18:2, y se usan como medida
representativa del nivel total de PEth.

Nalesso et al. (Journal of Chromatography, 2011, 8423-8431) describen el desarrollo de un método basado en CL-
EMAR novedoso para el perfilado cuantitativo de especies moleculares de PEth en sangre humana de bebedores
empedernidos y sociales. Se usaron disoluciones de cloroformo disponibles comercialmente de la sal de sodio de
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanol (PEth-16:0/16:0), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanol (PEth-18:1/18:1) y 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfobutanol (PBut-18:1/18:1) como materiales de referencia y patron interno, respectivamente,
para la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de diversos homdlogos de PEth.

Zheng et al. (Clinica Chimica Acta, 2011, 1428-1435) describe un método de CL-ESI-EM(/EM) para la determinacién
cualitativa y cuantitativa simultaneas de formas de PEth en muestras de sangre completa. Se usaron PEth-16:0/18:1,
PEth-16:0/18:2, PEth-16:0/18:1 marcado con deuterio, PEth-16:0/18:2 marcado con deuterio y fosfatidilpropanol
(PProp-18:1/18:1) disponibles comercialmente o producidos sintéticamente como materiales de referencia o
patrones internos para la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de diversos homélogos de PEth.

El documento W02012005680 A1 da a conocer métodos para la evaluacién de la exposicién a etanol previa
obteniendo una razén entre uno o varios bioprecursores de PEth y uno o varios homoélogos de PEth en una muestra.
También se dan a conocer métodos que comprenden la etapa de retirada de los residuos de &cido carboxilico de
PEth mediante hidrélisis selectiva o transesterificacién selectiva, seguida por cuantificacién de los productos
respectivos resultantes.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear cuantitativa (RMNC) estad ampliamente aceptada como
herramienta analitica cualitativa y cuantitativa. La RMNC puede usarse como técnica alternativa o complementaria a
métodos analiticos tradicionales, tales como por ejemplo métodos que se basan en la separacidén cromatografica de
compuestos organicos, para la cuantificacion de uno o varios compuestos de interés. Una ventaja principal de la
RMNC, en comparacion con la mayoria de los métodos analiticos tradicionales, es la falta de necesidad de material
de referencia patron idéntico para la determinacion cuantitativa de un compuesto organico de mteres en disolucion.
Los nacleos utiles para la determinacién cuantitativa empleando técnicas de RMNC incluyen 'H ('H-RMNC), *'P
('P-RMNC) y "°F ("®F-RMNC), de las que la primera es generalmente la mas til debido a una amplia presencia en
comblna0|on con senales generalmente fuertes, a partir de las cuales pueden recogerse datos sin procesar precisos
y exactos deseados.

El documento JPH11174139 A1 da a conoger un método para la determinacion cuantitativa de una mezcla que
comprende un agente tensioactivo utilizando 'H-RMNC mediante el empleo de un patrén interno.

El analisis de resonancia magnética nuclear (RMN) de los nucleos de 1H-("H-RMN) y "*C-('*C-RMN) de lipidos
lipofilos, incluyendo PEth, su bioprecursor principal menos lipéfilo fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE)
relacionada estructuralmente, se realiza lo mas cominmente en disolventes lipdfilos que solubilizan grasa,
normalmente cloroformo deuterado (CDCls), con un aditivo opcional de metanol deuterado (CDsOD) como
componente minoritario en el caso de, por ejemplo, la PC.

Kihara et al. (Chem. Pharm. Bull., 1994, 289-292) usaron CDCl; como disolvente para el analisis mediante 'H-RMN
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de PE-16:0/18:2 (compuesto 12) y la sal de sodio de 1-palmitoil-2-linoleoilfosfatidiimetanol (compuesto 13), siendo
este ultimo altamente similar de manera estructural y fisioquimica a PEth-16:0/18:2.

Willmann et al. (Journal of Blomedlcme and Blotechnology, 2011, 1-8) usaron una mezcla 2:1 de CDCl; y metanol
deuterado (CDsOD) para el analisis de 'H- y '*C-RMN de diversas fosfatidilcolinas (PC).

Lehnhardt et al. (RMN Biomed. 2001, 307-317) usaron agua deuterada (D>O) como dlsolvente y acido 3-
(trimetilsilil)propidnico como patron interno en la determinacién cuantitativa mediante 'H-RMNC de diversos
fosfolipidos, aunque sin incluir PEth ni cualquier otro analogo de al%uno del mismo. En ese documento también se
describe la determinacion cuantitativa de tales lipidos empleando *'P-RMNC en una matriz que comprende una
mezcla 8:2 de agua y D20, colato de Na y EDTA, usando fosfono-metil-glicerol como referencia interna.

Vyssotski et al. (Lipids, 2009, 381 389) describen la determinacion cuantitativa de diversos lipidos, incluyendo PEth y
analogos de alquilo, empleando 'P-RMNC en una matriz que comprende una matriz 8:2 de agua y D20, colato de
Na y EDTA, usando fosfonometilglicina como referencia interna.

Lancée-Hermkens et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1977, 141-151) describen el analisis mediante '3C-RMN de
bicapas de PC de diferente composicién de acidos grasos y esteroles. Se obtuvieron espectros de RMN en una
matriz basada en D;O. Se observé que el colesterol interactuaba con la PC, mteracmon que generalmente se
manifiesta por si misma en un aumento de la ampliacion de linea de las sefales de *C-RMN de la parte hidrofoba
de la PC. Este resultado sugiere que las sefiales de 'H-RMN de lipidos similares, por ejemplo PEth, pueden
ampliarse en presencia de otros componentes anfifilos, tales como por ejemplo colato de Na o similares, en un
disolvente polar.

Actualmente, todos los métodos basados en CL-EM empleados para la determinacion cuantitativa de
fosfatidilalcanoles, tales como por ejemplo PEth, en muestras de sangre, incluyendo los mencionados anteriormente
en el presente documento, se basan en disoluciones de referencias analiticas, normalmente disoluciones que
comprenden un solo fosfatidilalcanol o analogo en que se conoce la concentracién del mismo, para el desarrollo de
curvas patrén para la cuantificacién y/o la calibracién instrumental cuantitativa. La técnica de laboratorio
convencional, usada para la preparacion de tales disoluciones de referencia, implica el pesaje preciso del compuesto
de referencia, seguido por la adicién de un volumen preciso de un disolvente adecuado. El error en la concentracién
final de la referencia depende de factores incluyendo por ejemplo, errores de pesaje, errores en la suposicion de la
pureza del material de referencia, error en la medicion del volumen de disolvente y errores relacionados con la
disolucién incompleta del material de referencia. Ademas y lo que es mas importante, el error en la concentracion
final de la referencia se traduce en un error en la concentracion determinada del fosfatidilalcanol, tal como por
ejemplo PEth, en la muestra analizada.

Por tanto, se desean composiciones mejoradas que comprenden fosfatidilalcanoles, tal como por ejemplo una
disolucién de referencia mejorada de un fosfatidilalcanol, para una determinacién simplificada, mas precisa y/o mas
exacta de fosfatidilalcanoles, tal como por ejemplo PEth, en muestras, tales como por ejemplo muestras de sangre
humana. Ademas, también se necesitan métodos de produccion regio y estereoselectivos mejorados de tales
homologos y/o derivados de PEth novedosos y/o conocidos actualmente.

Wheeler et al., J. Med Chem, Am. Chem. Soc., EE.UU., Vol 37, 1994, paginas 4118-4129, dan a conocer una
composicién que comprende 1,2-bis(hexanoiloxi)-1-propil-metilfosfato y un disolvente aprético polar deuterado, tal
como CDCls.

Petersen et al., Chemistry and Physics of Lipids, Limerick, IR, Vol 162, n.® 1-2, 2009, paginas 53-61, dan a conocer
una composicion que comprende un compuesto de férmula (I) en un disolvente polar aprético deuterado disolvente
(CDCls) y sales de amonio del mismo.

O.P. Bondar et al., Biophysical Journal, Vol 71, n.? 3, 1996, paginas 1440-1449, dan a conocer PPPEth y DMPEth y
estos acidos de fosfatidilo como sal de sodio y su uso como bioindicadores para el consumo excesivo de alcohol asi
como par la biomonitorizacién de fosfatidiletanoles tales como DMPEth mediante 31-RMNP con agua como
disolvente.

Sumario

Un objeto de la presente invencidn, teniendo en cuenta las desventajas mencionadas anteriormente, es proporcionar
una composicion que comprende un fosfatidilalcanol, en que la concentracion del mismo puede determinarse
mediante una técnica que no se basa en el pesaje preciso de ese fosfatidilalcanol en la produccion de la
composicién.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién que comprende un fosfatidilalcanol, en que la

concentracién del mismo puede determinarse mediante una técnica que no se basa en el conocimiento de la pureza
precisa de ese fosfatidilalcanol antes de la produccion de la composicion.
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Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion que comprende un fosfatidilalcanol,
composicién que es miscible con agua o disoluciones acuosas para permitir la preparacién mediante dilucién de
disoluciones de referencias analiticas acuosas con una concentracién conocida del fosfatidilalcanol, sin necesidad
de retirar un disolvente que no es miscible con agua.

También se describen en el presente documento compuestos que pueden usarse como materiales de referencia
analiticos para permitir la determinacion mejorada del consumo de etanol histérico de una persona.

Estos y otros objetos, que apareceran a partir de la siguiente descripcién, se han logrado ahora mediante una
composicién, segiin un aspecto de la presente invencion, que comprende un compuesto de formula |

o R
0. L\/o\ o
R17 P” T R3

Ho ‘o
]

o cualquier sal, diasteredbmero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla escalémica o forma isotopicamente
enriquecida del mismo y un disolvente polar aprotico deuterado, para la determinacién de la concentracién del
compuesto de féormula | mediante "H-RMNC, en la que R1 se selecciona del grupo que consiste en -C(=0)-alquilo
lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6, R2 se selecciona del grupo que consiste en -C(=0)-alquilo lineal
C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6, R3 es alquilo C1-6; la suma del compuesto de férmula | y cualquier forma
de sal, diastereémero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla escalémica y forma isotépicamente enriquecida del
mismo supera 0,05 umol/g de la composicién; y el disolvente deuterado es miscible con agua en cualquier
proporcién a una temperatura de 20 a 25°C y comprende menos del 5% de is6topos 'H residuales.

La concentracion del compuesto de formula | de la presente composicion puede determinarse ventajosamente
mediante RMNC, incluyendo 'H-RMNC y *'P-RMNC. Ademas, tales técnicas de RMNC permiten la monitorizacion
periddica no destructiva de la concentracion, sin tener que abrir siquiera el recipiente en que se almacena la
composicion, siempre que este recipiente sea un tubo de RMN adecuado. Por tanto, el quimico analitico puede
comprobar facilmente sus disoluciones de referencias analiticas cuando estan en forma de la presente composicion.

Segun otro aspecto de la presente invencion, el compuesto de férmula | puede estar enriquecido isotépicamente con
deuterio, o cualquier otro is6topo pesado adecuado, tal como se conoce en la técnica.

El peso molecular de un compuesto de férmula | enriquecido isotépicamente de ese tipo es mayor que el del
compuesto correspondiente que no esta enriquecido isotdpicamente, por lo que se permite la diferenciacion analitica
mediante el empleo de por ejemplo CL-EM(/EM). Por tanto, un compuesto de formula | enriquecido isotépicamente
de ese tipo, por ejemplo, puede usarse ventajosamente como referencia analitica mediante la adicion conocida de
muestras, en que esté cuantificandose el compuesto de férmula | no enriquecido isotdpicamente, con una cantidad
conocida.

Segun aun otro aspecto de la presente invencién, el disolvente deuterado puede tener un punto de ebullicién que
supera los 100°C a presion atmosférica.

Un punto de ebullicién relativamente alto de este tipo da como resultado ventajosamente una evaporacion
espontanea relativamente baja del disolvente deuterado a partir de la composicion cuando se almacena en un
recipiente abierto a temperatura ambiental. Por tanto, se minimiza el cambio en la concentracién del compuesto de
formula | en la composicion, por ejemplo, con la apertura y el cierre repetidos del recipiente de almacenamiento
cuando se retiran alicuotas para su uso por ejemplo en la calibracion cuantitativa de instrumentos analiticos.

Segun aun otro aspecto de la presente invencién, la composicién puede comprender ademas un aditivo anfifilo en
una cantidad que supera 1 mg/g de la composicién. El aditivo anfifilo puede ser un detergente seleccionado del
grupo que consiste en detergentes anibnicos, catiénicos, no idnicos y zwitterionicos.

Las ventajas de la presencia de un aditivo anfifilo en la presente composicién incluyen el aumento en la solubilidad
del compuesto de férmula I. Por tanto, la composicion puede comprender una concentracion relativamente alta del
compuesto de férmula I, por lo que se facilita la determinacion de la concentracion por ejemplo mediante RMNC y
puede realizarse con mayor precision. Ademas, se minimiza el riesgo de precipitacion del compuesto de férmula |
con la adicién de la composicion a una matriz acuosa debido a la interaccién quimica del aditivo anfifilo.

Segun aun otro aspecto de la presente invencion, la composicion puede comprender ademas una referencia interna,

en la que la referencia interna: esta presente en una cantidad para permitir la deteccion mediante RMN en un
periodo de tiempo que es esencialmente igual a o menor que el periodo de tiempo necesario para la deteccion
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mediante RMN del compuesto de féormula I; y origina al menos una sefial de RMN relacionada con un nucleo
investigado, sefial de RMN que es adecuada para la integracion y que esta separada esencialmente de todas las
sefiales de RMN del compuesto de formula | relacionadas con el mismo ndcleo investigado, con la generacién de un
espectro de RMN de la composicion.

Las ventajas de una referencia interna incluyen la facil disponibilidad comercial de referencias internas adecuadas
que estan validadas para su uso en RMNC. Por tanto, no es necesaria la validacién separada de otro componente
de la composicion que origina al menos una sefal de RMN de referencia adecuada.

Segun aun otro aspecto de la invencién, la composicion puede comprender ademdas un aditivo seleccionado del
grupo que consiste en disolventes fuertes, modificadores polares, antioxidantes, conservantes, agentes de ajuste del
pH, colorantes y agentes de secado.

Un aditivo de este tipo, en particular disolventes fuertes y modificadores polares, puede cambiar ventajosamente de
manera ligera el desplazamiento o mejorar la resolucion o forma de linea de las sefiales de RMN de compuestos de
formula I, de modo que pueden recogerse integrales de las mismas con una mayor precision en aplicaciones de
RMNC. Un aditivo de este tipo, en particular antioxidantes, conservantes, agentes de ajuste del pH, colorantes y
agentes de secado, puede aumentar adicionalmente la estabilidad del compuesto de férmula |, por lo que se
minimiza la disminucién en la concentracion a lo largo del tiempo.

En el presente documento también se da a conocer una sal de un compuesto de férmula |

~R2
0

O\/k/o\ RSN
R1” P TR3

Ho "o
(1)

o cualquier diastereémero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla escalémica o forma isotopicamente enriquecida
del mismo, en la que R1 se selecciona del grupo que consiste en -C(=0)-alquilo lineal C2-25, -C(=0)-alquenilo lineal
C2-25:1-6 y -C(=0)-AQ; R2 se selecciona del grupo que consiste en -C(=0)-alquilo lineal C2-25, -C(=0)-alquenilo
lineal C2-25:1-6 y -C(=0)-A-Q; R3 es etilo; A es un grupo de unién que comprende de 2 a 20 atomos de carbono; Q
es un resto detectable espectrofotométrica o fluorométricamente que comprende al menos un carbociclo o
heterociclo aromatico; y la sal se selecciona del grupo que consiste en sales de amonio, sales de alquilamonio, sales
de dialquilamonio en que los grupos alquilo son grupos alquilo seleccionados independientemente y sales de
trialquilamonio en que los grupos alquilo son grupos alquilo seleccionados independientemente.

Tales sales tienen, a diferencia de la forma protonada original de los compuestos de formula I, que tienden a existir
en forma de jarabes espesos, pegajosos, una mayor tendencia a existir en forma amorfa o cristalina sélida que es
mas facil de manejar en la preparacion de, por ejemplo, la presente composicion.

Segun aln otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto segun la formula Il o cualquier
diasteredmero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla escalémica o forma isotopicamente enriquecida del mismo,

(m

en la que R1 es C(=0)-alquilo lineal C13-25 o C(=0)-alquilo lineal C13-25, comprendiendo C(=0)-alquilo lineal C13-
25 al menos un doble enlace carbono-carbono; R2 se selecciona del grupo que consiste en H, C(=0)-alquilo lineal
C13-25 y C(=0)-alquilo lineal C13-25, comprendiendo C(=0)-alquilo lineal C13-25 al menos un doble enlace
carbono-carbono; R1 es C(=0)-alquilo lineal C13-25 cuando R2 es C(=0)-alquilo lineal C13-25; R2 es H o C(=0)-
alquilo lineal C13-25 cuando R1 es C(=0)-alquilo lineal C13-25; R3 es etilo o CD2CD3; R4 es H, HN(R5)3 o
CH2CH2CN; R5 se selecciona independientemente de H y alquilo C1-6; y R1 es C(=0)-alquenilo lineal C13-25
cuando R4 es H.

Las ventajas de tales compuestos incluyen, por ejemplo, la capacidad de uso mejorada como materiales de
referencia analiticos en comparacion con compuestos relacionados de la técnica anterior. También se da a conocer
en el presente documento un método para la produccién de un compuesto de la invencion, que comprende la etapa
de usar un compuesto de formula Ill o racemato del mismo, en el que R3 es por ejemplo etilo o CD2CD3, como
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producto intermedio quimico

(1 CM

Las ventajas de uso de un compuesto de este tipo como producto intermedio quimico incluyen, por ejemplo, el
rendimiento mejorado en la produccion de compuestos de férmula | o Il en comparacién con métodos de la técnica
anterior que se dirigen al mismo tipo de productos.

Segun aun otro aspecto, puede usarse 2-cianoetoxi-(1,1,2,2,2-pentadeuteroetoxi)-(N,N-diisopropilamino)fosfina
como reactivo quimico en la sintesis de compuestos de férmula |, Il o lll. Las ventajas de uso de un compuesto de
este tipo como reactivo quimico incluyen, por ejemplo, el rendimiento mejorado en la produccion en comparacion
con métodos de la técnica anterior que se dirigen al mismo tipo de productos. Ademas, un reactivo de este tipo
permite el uso de una gran variedad de materiales de partida para la introducciéon del grupo de 1,1,2,2,2-
pentadeuteroetoxilo, en comparacién con métodos de la técnica anterior restringidos al uso de fosfatidilcolinas como
material de partida.

Segun aun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de produccién de la composicion, que
comprende las etapas de: (i) tratar el compuesto de formula | con un disolvente polar aprético deuterado, hasta que
todo o una parte del compuesto de formula | se disuelve en el disolvente deuterado, para obtener una primera
composicién intermedia; y (ii) si la primera composicién intermedia comprende cualquier materia heterogénea, retirar
opcionalmente la materia heterogénea mediante filtracion o decantacion.

Este método de preparacién da como resultado ventajosamente una composicién que tiene una baja posibilidad de
sobresaturarse con respecto al compuesto de formula |. Por tanto, se minimiza el riesgo de precipitacién posterior de
una parte del compuesto de féormula |, por lo que disminuye la concentracién del compuesto de formula | en la
composicion.

También se da a conocer en el presente documento un método de produccién de la composicion, que comprende
las etapas de: (i) tratar el compuesto de formula | con un disolvente fuerte hasta que todo o una parte del compuesto
de formula | se disuelve en el disolvente fuerte, para obtener una segunda composicién intermedia; (ii) mezclar la
segunda composicion intermedia con el disolvente deuterado, preferiblemente un disolvente polar aprotico
deuterado, para obtener una tercera composicién intermedia; (iii) retirar mas del 95% del disolvente fuerte de la
tercera composiciéon intermedia mediante destilacion o evaporacion, para obtener una cuarta composicion
intermedia; y (iv) si la cuarta composicion intermedia comprende cualquier materia heterogénea, retirar
opcionalmente la materia heterogénea mediante filtracién o decantacion, en el que el disolvente fuerte tiene un punto
de ebullicion de al menos 20°C menos que el punto de ebullicion de dicho disolvente deuterado y en que la
solubilidad del compuesto de férmula | es al menos 1 mg/ml del disolvente fuerte a una temperatura de 25°C.

Este método de produccién ventajosamente es relativamente rapido, en comparacion con otros métodos que
dependen de las cinéticas de disolucién del compuesto de formula | en el disolvente deuterado. Ademas, las
cantidades traza de disolvente fuerte residual residente en la composicién final dan como resultado un
desplazamiento de campo bajo de las sefales de 'H-RMN de los protones mas adyacentes al atomo de fosforo de
los compuestos de formula I. Este desplazamiento de campo bajo puede dar como resultado ventajosamente una
integracion mas facil de estas sefales en aplicaciones de 'H-RMNC en comparacion con el caso sin cantidades
traza del disolvente fuerte presente.

Segun aun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para la determinacion de la
concentracion de un compuesto de férmula | en la composicion mediante RMNC, que comprende las etapas de: (i)
recoger al menos dos sefiales de RMN relacionadas con un nucleo investigado de la composicion; (ii) recoger la
integral de al menos una sefal de RMN aislada originada por el compuesto de férmula | y al menos una senal de
RMN aislada originada por un componente determinante; y (iii) calcular la concentracién del compuesto de formula |
basandose en las integrales recogidas en la etapa (ii), en el que se conoce la cantidad del componente determinante
o la concentracion del componente determinante en la composicién; seleccionandose dicho componente
determinante del grupo que consiste en disolvente protonado residual en disolvente polar aprético deuterado, un
aditivo anfifilo, la referencia interna, una referencia externa y el aditivo.

La determinacién de la concentracion mediante el empleo de técnicas de RMNC permite la monitorizacion periédica
no destructiva de la concentracion, sin tener que abrir siquiera el recipiente en que se almacena la composicion,
siempre que este recipiente sea un tubo de RMN adecuado. Por tanto, el quimico analitico puede comprobar
facilmente sus disoluciones de referencias analiticas cuando estan en forma de la presente composicion.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 688 885 T3

Caracteristicas adicionales de la invencion y sus realizaciones se exponen en las reivindicaciones adjuntas.
Breve descripcion de las figuras

En las figuras 1 a 11 a continuacién se representan regiones de interés particular de espectros 'H-RMN obtenidos en
un espectrometro de 400 MHz de PEth-16:0/18:1, un compuesto de férmula I, en su forma protonada original, en su
forma de sal de trimetilamina, o en su forma de sal de amonio, en diversos disolventes y con o sin aditivos anfifilos
y/o referencia internas. Las sefales que se originan a partir de diversos atomos de hidrégeno de PEth-16:0/18:1
estan marcadas en las figuras 1 a 11, tal como se indica en los dibujos a continuacion, y las que se originan a partir
de un aditivo anfifilo o referencia interna como Hagq ¥ Hret, respectivamente. Las sehales marcadas con Hagg
representan sefiales del aditivo anfifilo que pueden usarse como sefales de referencia de 'H-RMNC para la
cuantificacion del compuesto de formula I, en partlcular cuando se separan de todas las sefales del compuesto de
formula |, segun diversas realizaciones de la invencion. Las sefales marcadas en las figuras 1 a 11 tal como se
indica en los dibujos a continuacion representan sefiales que pueden usarse como sefales representativas de 'H-
RMNC de los compuestos de férmula | para la cuantificacion del compuesto de formula |, en particular cuando se
separan del resto de las sefiales de la composicion, segun diversas realizaciones de la invencion. A menos que se
indique de otro modo, la referencia interna para la que la sefal correspondiente (Href) se indica en las figuras 1 a 11,
es dimetilsulfona (n.? CAS: 67-71-0).

Hoieﬁna

HE!
Yk(cm), I\

(CH2)7
(CHz)u
\n/ O\p \/O
I t ‘ t g o

[H, HNMe, 0 HNH,]

Grupos de protones indicados de la forma protonada, la forma de sal de trimetilamina y la forma de sal de amonio de
PEth-16:0/18:1.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencién resultaran evidentes y se aclararan a partir de la siguiente
descripcion de realizaciones no limitativas de la presente invencion, haciéndose referencia a las figuras adjuntas, en
que

la figura 1 muestra espectros de 'H-RMN de la forma protonada original de PEth-16:0/18:1 en: (A) una mezcla de
CDC13 (n.? CAS: 865-49-6) y CD30OD (n.® CAS: 811-98-3) (4:1, viv), y (B) CDClIs a una concentracién de 10 mg/ml,
(C) CDCl3 a una concentracion de 1 mg/ml;

la figura 2 muestra espectros de 'H-RMN de la forma protonada original de PEth-16:0/18:1 en: (A) DMSO-d6 (n.°
CAS: 2206-27-1) con trazas de CDCl; a una concentracion de aproximadamente 3 mg/ml preparado retirando
mediante destilacién a vacio méas del 95% del CDCIs de una disolucion de la forma protonada original de PEth-
16:0/18:1 en una mezcla de DMSO-d6 y CDCls (1:2, v:iv), segun una realizacion, (B) DMSO-d6 a una concentracion
de aproximadamente 2 mg/ml, y (C) una mezcla de DMSO-d6 y CDs;OD (4:1, viv) a una concentracion de
aproximadamente 2 mg/ml;

la figura 3 muestra espectros de 'H-RMN de la forma protonada original de PEth-16:0/18:1 en: (A) acetona-d6 (n.°
CAS: 666-52-4) a una concentracion de aproximadamente 3 mg/ml, y (B) una mezcla de acetona-dé y CDsOD (4:1,
v:v) a una concentracién de aproximadamente 2 mg/ml;

la figura 4 muestra espectros de 'H-RMN de la forma protonada original de PEth-16:0/18:1 en: (A) una disolucién de
SDS (n.2 CAS: 151-21-3) (16 mg/ml) en DMSO-d6 con trazas de CDCls preparado retirando mediante destilacion a
vacio méas del 95% del CDCls de una disoluciéon de la forma protonada original de PEth-16:0/18:1 y SDS en una
mezcla de DMSO-d6 y CDCls (1:2, v:v), segun una realizacion, y (B) una disolucién de SDS (5 mg/ml) en una mezcla
de DMSO-d6 y CDCls (1:2, v:v);
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la figura 5 muestra espectros de 'H-RMN de la forma protonada original de PEth-16:0/18:1 en: (A) una mezcla de
DMF-d7 (n.2 CAS: 4472-41-7) y CD30D (4:1, v:v), (B) una mezcla de MeCN-d3 (n.? CAS: 2206-26-0) y CDsOD (3:1,
v:v), (C) una mezcla de acetona-d6é y THF-d8 (n.? CAS: 1693-74-9) (1:1, viv), y (D) THF-d8 a una concentracion de
aproximadamente 4 mg/ml;

la figura 6 muestra espectros de 'H-RMN de formas de sal diferentes de PEth-16:0/18:1: (A) la forma de sal de
amonio en CDClz a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml, y (B) la forma de sal de trimetilamonio en
CDCl3 a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml;

la figura 7 muestra el espectro de 'H-RMN de una disolucion de la forma de sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1
en DMSO-d6 (aproximadamente 3 mg/ml) obtenida agitando un exceso de la forma de sal de trimetilamonio de
PEth-16:0/18:1 en DMSO-d6 a 38°C durante 15 min, seguido por enfriamiento hasta 22°C y decantacion, segun una
realizacion;

la figura 8 muestra espectros de 'H-RMN de formas de sal diferentes de PEth-16:0/18:1: (A) la forma de sal de
amonio en una disolucién de SDS (34 mg/ml) en DMSO-d6, (B) la forma de sal de trimetilamonio en una disolucién
de SDS (6 mg/ml) en DMSO-d6 con trazas de CH2Cl» preparado retirando mediante destilacién a vacio mas del 95%
del CH2xCl> de una disolucién de la forma de sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1 y SDS en una mezcla de
DMSO-d6 y CHCl> (1:4, v:iv), segun una realizacion; (C) la forma de sal de trimetilamonio en una disolucion de SDS
(6 mg/ml) en DMSO-d6 obtenida agitando un exceso de la forma de sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1 con
SDS en DMSO-d6 at 38°C durante 15 min, seguido por enfriamiento hasta 22°C y decantacidén, segun una
realizacién, y (D) la forma de sal de trimetilamonio en una disolucion de SDS (29 mg/ml) en DMSO-d6 con trazas de
CHxCl, preparado retirando mediante destilacion a vacio mas del 95% del CH2Cl, de una disolucion de la forma de
sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1 y SDS en una mezcla de DMSO-d6 y CHxCl> (1:4, v:iv), segun una
realizacion;

la figura 9 muestra espectros de 'H-RMN de disoluciones de la forma de sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1 en
DMSO-d6 con trazas de CH2Cl» en presencia de diversos aditivos anfifilos obtenidos retirando mediante destilacion
a vacio mas del 95% del CH2Cl» de una disolucion de la forma de sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1 y el aditivo
anfifilo en una mezcla de DMSO-d6 y CH2Cl» (1:4, v:v), segun realizaciones diferentes: (A) el aditivo anfifilo es Na-
AQOT (n.2 CAS: 577-11-7) con una concentracién de 80 mg/ml, (B) el aditivo anfifilo es Triton-X 100 (n.2 CAS: 9002-
93-1) con una concentracion de 46 mg/ml, y (C) el aditivo anfifilo es Tween 20 (n.® CAS: 9005-64-5) con una
concentracion de 42 mg/ml;

la figura 10 muestra espectros de 'H-RMN de formas de sal diferentes de PEth-16:0/18:1: (A) la forma de sal de
trimetilamonio en acetona-d6, (B) la forma de sal de trimetilamonio en una mezcla de acetona-d6 y CDsOD (5:1, v:v),
y (C) la forma de sal de amonio en una mezcla de acetona-dé y CD3;OD (32:1, viv); y

la figura 11 muestra el espectro de 'H-RMN de una disolucion de la forma de sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1
en THF-d8 a una concentracién de aproximadamente 1 mg/ml.

Descripcion detallada
Definiciones

Se pretende que el término “sal de adiciéon” o “sal” signifique sales formadas mediante la reacciéon con una base o
mediante el intercambio con otro catién, en que una forma cargada negativamente del compuesto original se une a
una forma cargada positivamente de la base o el cation. El término “sal de adicién” o “sal” también comprende
hidratos y formas de adicién de disolvente, tales como hidratos y alcoholatos, asi como complejos, tales como
complejos con aminas en su forma neutra o protonada cargada positivamente.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que “alquilo” usado solo o como sufijo o prefijo, incluya
grupos hidrocarbonados alifaticos saturados tanto de cadena ramificada como lineal que tienen desde 1 hasta 25
atomos de carbono, o si se proporciona un nimero especificado de atomos de carbono, entonces se propone ese
numero especifico. Por ejemplo “alquilo C1-6” indica alquilo que tiene 1, 2, 3, 4, 5 é 6 4tomos de carbono. Cuando el
numero especifico que indica el grupo alquilo es el nimero entero 0 (cero), se propone un atomo de hidrégeno como
sustituyente en la posicion del grupo alquilo. Por ejemplo, “N(alquilo C0)2” es equivalente a “NH2” (amino).

Los ejemplos de alquilo incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, i-butilo, sec-buitilo, t-
butilo, pentilo y hexilo.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que “alquilo lineal” usado solo o como sufijo o prefijo,
incluya grupos hidrocarbonados alifaticos saturados de cadena lineal que tienen desde 1 hasta 25 atomos de
carbono, si se proporciona un numero especificado de atomos de carbono, entonces se propone ese numero
especifico. Por ejemplo “alquilo lineal C1-6” indica alquilo que tiene 1, 2, 3, 4, 5 6 6 &tomos de carbono.
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Los ejemplos de alquilo lineal incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-
heptilo y n-octilo.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que “alquenilo” usado solo o como sufijo o prefijo, incluya
grupos hidrocarbonados olefinicos tanto de cadena ramificada como lineal que tienen desde 2 hasta 25 atomos de
carbono y al menos un doble enlace, o si se proporcionan nimeros especificados de atomos de carbono y dobles
enlaces, entonces se propone ese numero especifico. Por ejemplo “alquenilo C17-19:1-4” indica alquenilo que tiene
17,18 6 19 a&tomos de carbono y 1, 2, 3 6 4 dobles enlaces.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que “alquenil lineal” usado solo o como sufijo o prefijo,
incluya grupos hidrocarbonados olefinicos de cadena lineal que tienen desde 2 hasta 25 atomos de carbono y al
menos un doble enlace, en los que los dobles enlaces son independientemente de configuracién cis (configuracién
Z) o configuracion trans (configuracion E) y una pluralidad los mismos estan separados entre si mediante un atomo
de carbono entre medias, o si se proporcionan numeros especificados de atomos de carbono y dobles enlaces,
entonces se propone ese numero especifico. Por ejemplo “alquenilo lineal C17-19:1-4” indica alquenilo de cadena
lineal que tiene 17, 18 6 19 atomos de carbono y 1, 2, 3 6 4 dobles enlaces que pueden ser cada uno
independientemente de configuracion E o Z.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que “alquenilo Z lineal” usado solo o como sufijo o prefijo,
incluya grupos hidrocarbonados olefinicos de cadena lineal que tienen desde 2 hasta 25 atomos de carbono y al
menos un doble enlace, en el que todos los dobles enlaces son de configuracién cis (configuracion Z) y una
pluralidad de los mismos estdn separados entre si mediante un atomo de carbono entre medias, o si se
proporcionan nimeros especificados de atomos de carbono y dobles enlaces, entonces se propone ese nimero
especifico. Por ejemplo “alquenilo Z lineal C17-19:1-4" indica alquenilo de cadena lineal que tiene 17, 18 6 19
atomos de carbono y 1, 2, 3 6 4 dobles enlaces Z.

Tal como se usa en el presente documento, el término “arilo” o “carbociclo aromatico” se refiere a una estructura de
anillo, que comprende al menos un anillo aromatico, compuesto por desde 5 hasta 14 atomos de carbono.
Estructuras de anillo que contienen 5, 6, 7 y 8 atomos de carbono serian grupos aromaticos de anillo individual, por
ejemplo fenilo. Estructuras de anillo que contienen 8, 9, 10, 11, 12, 13 6 14 atomos de carbono serian policiclicas,
por ejemplo naftilo. El anillo aromatico puede estar sustituido en una o mas posiciones del anillo. El término “arilo” o
“carbociclo aromatico” también incluye sistemas de anillo policilicos que tienen dos 0 mas anillos ciclicos en que dos
0 mas carbonos son comunes a dos anillos adyacentes (los anillos son “anillos condensados”) en los que al menos
uno de los anillos es aromatico.

Tal como se usa en el presente documento, “heteroarilo”, “hetarilo” o “heterociclo” se refiere a un heterociclo
aromatico, que tiene al menos un anillo con caracter aromatico, (por ejemplo 6 electrones deslocalizados) o al
menos dos anillos conjugados con caracter aromatico, (por ejemplo 4n + 2 electrones deslocalizados donde “n” es
un namero entero), y que comprende hasta aproximadamente 14 atomos de carbono, y que tiene al menos un
miembro de anillo heteroatomo tal como azufre, oxigeno o nitrégeno. Los grupos heteroarilo, hetarilo o heterociclo
incluyen sistemas monociclicos y biciclicos (por ejemplo, que tienen 2 anillos condensados). El anillo aroméatico del

grupo heteroarilo, hetarilo o heterociclo puede estar sustituido en una o mas posiciones del anillo.

Los ejemplos de grupos heteroarilo o hetarilo incluyen sin limitacién, piridilo (es decir, piridinilo), pirimidinilo,
pirazinilo, piridazinilo, triazinilo, furilo (es decir furanilo), quinolilo, tetrahidroquinolilo, isoquinolilo,
tetrahidroisoquinolilo, tienilo, imidazolilo, tiazolilo, indolilo, pirrilo, oxazolilo, benzofurilo, benzotienilo, benzotiazolilo,
isoxazolilo, pirazolilo, triazolilo, tetrazolilo, indazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, isotiazolilo, benzotienilo, bencimidazolilo,
indolinilo, y similares.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustituible” se refiere a un atomo al que puede unirse
covalentemente un hidrégeno, y en el que puede estar presente otro sustituyente en lugar del hidrégeno. Un ejemplo
no limitativo de atomos sustituibles incluye los &tomos de carbono de un grupo etilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “enriquecido isotdpicamente” se refiere a un compuesto o
grupo en que esta presente un is6topo de uno o varios de los atomos de composicién en una cantidad que es
significativamente mayor que la cantidad correspondiente que se produce de manera natural. Los ejemplos no
limitativos de compuestos y grupos enriquecidos isotopicamente incluyen, por ejemplo, CDCls, dimetilsulféxido-d6 y
-DHCHjs, en que uno o varios de los 4tomos sustituibles portan el isétopo de hidrégeno H en lugar del isétopo 'H
mas comun que se produce de manera natural.

Realizaciones de la invencién

A continuacion se describiran en mas detalle realizaciones de la presente invencién con referencia a las figuras
adjuntas con el fin de que los expertos en la técnica puedan llevar a cabo la invenciéon. Sin embargo, la invencién
puede realizarse de muchas formas diferentes y no debe considerarse limitada a las realizaciones expuestas en el
presente documento. Méas bien, estas realizaciones se proporcionan de modo que esta divulgacion sera exhaustiva y
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completa, y transmitird completamente el alcance de la invencion a los expertos en la técnica. Las realizaciones no
limitan la invencion, sino que la invencién sélo esta limitada por las reivindicaciones de patente adjuntas. Ademas,
no se pretende que la terminologia usada en la descripcion detallada de las realizaciones particulares ilustradas en
los dibujos adjuntos sea limitativa de la invencion.

Ahora se describiran realizaciones de la presente invencién con referencia a las figuras 1 a 11.

La composiciéon de la invencion comprende esencialmente un fosfatidilalcanol y un disolvente deuterado polar
miscible en agua, normalmente un disolvente polar aproético deuterado Se descubrié sorprendentemente que las
sefiales de RMN, en particular pero sin limitarse a las sefales de 'H-RMN, generalmente son mas adecuadas para
RMNC que composiciones correspondientes de la técnica anterior basadas en disolventes lip6filos, tales como por
ejemplo CDCIls, como constituyente principal. Sefhales de particular interés, es decir sefales preferibles, de
fosfatidilalcanoles para 'H-RMNC, son aquellas que son relativamente insensibles a contaminantes esperados, es
decir que se separan de las sefiales de los contaminantes, que pueden formarse tras la descomposicién del
fosfatidilalcanol. Tales sefales incluyen, pero no se limitan a:

» Senales olefinicas (en el presente documento denominadas “Hoiefina”) y Sefales alilicas de cadenas laterales de
acidos grasos insaturados del fosfatidilalcanol, que generalmente se separan bien de por ejemplo contaminantes
que resultan de la oxidacién alilica de los mismos inducida por luz y oxigeno.

» Sefiales que se originan a partir de hidrogenos unidos al esqueleto de glicerol (en el presente documento
denominadas “Ha1”, “Ha2”, “Hg” y “Hc”), de las que al menos una generalmente se separa bien de los contaminantes
que resultan de la retirada hidrolitica de uno o ambos de las cadenas laterales de acidos grasos o el fosfato o grupo

alcanol portado por el fosfato.

» Sefales que se originan a partir de hidrégenos unidos al grupo alcanol, en particular los adyacentes al resto de P-O
(en el presente documento denominado “Hg:”), que generalmente se separan bien de los contaminantes de alcanol
que resultan de la retirada hidrolitica del fosfato o grupo alcanol portado por el fosfato.

El mismo razonamiento es valido para otros nicleos detectables de RMN, tales como por ejemplo ¥p y 3C. El
deuterio de la presente composicion puede usarse ventajosamente por ejemplo, para bloquear el espectrémetro de
RMN cuando se configura para registrar 'H, ®'P y '*C. Las ventajas de la presente composicion incluyen, por
ejemplo, separacion y aislamiento de al menos tres de las sefiales “Holetina”, “Hat1”, “Ha2”, “Hg” y “Hc”, hasta un grado
mediante el cual puede realizarse integracién adecuada para cuantificacion mediante RMNC. Ademas, la forma de
linea y resolucién de desdoblamiento fino de al menos una de estas sefiales generalmente estan mejoradas en
comparacién con composiciones comparables de la técnica anterior, lo que conduce a una cuantificacion mediante
RMNC mejorada (por ejemplo, comparese la figura 1C con la 2B; o la 1B o la 1C con la 4A).

Segun una realizacion, la composicion puede comprender un compuesto de férmula |

~-R2
0o

- O._..0.
R1O\)\/ POR3

) HO O

o0 cualquier sal, diastereémero, enantidmero, mezcla racémica, mezcla escalémica o forma isotopicamente
enriquecida del mismo y un disolvente polar aprético deuterado. R1 puede seleccionarse del grupo que consiste en
-C(=0)-alquilo lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6; R2 puede seleccionarse del grupo que consiste en
-C(=0)-alquilo lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6; R3 puede ser —alquilo C1-6, tal como por ejemplo
metilo o etilo.

La suma del compuesto de férmula | y cualquier forma de sal, diasteredmero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla
escalémica y forma isotopicamente enriquecida del mismo puede superar 0,05 umol/g, tal como estar en el intervalo
de 0,5 umol/g a 10 umol/g, de dicha composicién. Un intervalo de este tipo es éptimo con respecto a la 'H-RMNC
simultanea facil y el riesgo minimizado de precipitacion del compuesto de férmula I. El disolvente polar aproético
deuterado puede ser miscible con agua en cualquier proporcion a una temperatura tal como 20 a 25°C. Puede
comprender menos del 5% de is6topos 'H reS|duaIes tal como menos del 1, el 0,5 o el 0,1% de isétopos 'H
residuales, por ejemplo para permitir mediciones de "H-RMNC faciles.

Segun una realizacién, R3 puede ser etilo y R1 y R2 pueden representar la forma esterificada de acidos carboxilicos

enddgenos seleccionados independientemente del grupo que consiste en acidos grasos saturados, acidos grasos
insaturados -3, acidos grasos insaturados -6, acidos grasos insaturados ®-7 y acidos grasos insaturados »-9.
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Segun una realizacién, el compuesto de férmula | puede representar homélogos de PEth enddgenos, tales como los
producidos en el ser humano tras la exposicién a etanol, tal como se conoce bien en la técnica.

Segun una realizacién, el compuesto de formula | puede estar enriquecido isotépicamente con deuterio o cualquier
otro is6topo adecuado, tal como se conoce bien en la técnica. Un compuesto enriquecido de este tipo puede usarse
ventajosamente como material de referencia en aplicaciones analiticas de, por ejemplo, EM o EM/EM. Los ejemplos
no limitativos de compuestos de férmula | enriquecidos isotopicamente incluyen compuestos en que el grupo alcanol,

por ejemPIo un grupo etanol, estd completamente deuterado y compuestos que comprenden una pluralidad de
isétopos '°C.

Segun una realizacion, el disolvente deuterado puede ser un disolvente polar aproético. Los ejemplos no limitativos de
tales disolventes incluyen acetona-d6, acetonitrilo-d3, dimetilsulféxido-d6, N,N-dimetilformamida-d7 (DMF-d7), N-
metil-2-pirrolidona-d9, tetrahidrofurano-d8, piridina-d5, 1,4-dioxano-d8 y diglima-d14. Se conocen bien en la técnica
disolventes polares apréticos deuterados adecuados adicionales y pueden seleccionarse por el experto basandose
en la informacién dada a conocer en el presente documento.

Segun una realizacion, el disolvente polar aprético deuterado, puede ser una mezcla de disolventes aproticos
polares deuterados.

Segun una realizacion, el disolvente polar aprotico deuterado, puede tener un punto de ebullicién de al menos 80°C,
tal como al menos de 100°C a 150°C, de manera preferible al menos 150°C, a presién atmosférica.

Segun una realizacion, el disolvente polar aprético deuterado, puede ser un disolvente facilmente disponible y
relativamente econdmico, tal como por ejemplo dimetilsulféxido-d6 (DMSO-d6), DMF-d7 o acetona-d6.

Segun una realizacion, la presente composicion puede comprender ademas un aditivo anfifilo. Un aditivo anfifilo de
este tipo tiene el objetivo principal de ayudar en la disolucién del compuesto de férmula | en una matriz acuosa u
organica polar. Los ejemplos no limitativos de aditivos anfifilos incluyen detergentes seleccionados del grupo que
consiste en detergentes anionicos, cationicos, no ionicos y zwitterionicos. Los aditivos anfifilos adecuados
seleccionados de estos grupos, u otros aditivos anfifilos adecuados, pueden seleccionarse por el experto basandose
principalmente en las siguientes propiedades:

» Capacidad para ayudar en la disolucion de un compuesto lipéfilo en un entorno polar sin formacién de gel o
formacion de, desde la perspectiva de la RMN, formacién inadecuada de micelas.

« Senales de alteracién minimas en el espectro de RMN correspondiente.
» Comportamiento de alteracion minima en aplicaciones de EM y/o EM/EM.

La presente composicion puede comprender un aditivo anfifilo en una cantidad que supera 1 mg/g de la
composicion, tal como de 5 a 80 mg/ml de la composicién. Los ejemplos no limitativos de aditivos anfifilos
adecuados incluyen SDS, Na-AOT, Triton-X 100, Tween 20. Los aditivos anfifilos adecuados adicionales incluyen
andlogos y

La presente composicién puede comprender un aditivo anfiflo en una cantidad que supera 1 mg/g de la
composicién, tal como de 5 a 80 mg/ml de la composicién. Los ejemplos no limitativos de aditivos anfifilos
adecuados incluyen SDS, Na-AOT, Triton-X 100, Tween 20. Los aditivos anfifilos adecuados adicionales incluyen
analogos y homélogos de los aditivos anfifilos mencionados anteriormente, tal como se representa en el esquema
en el presente documento, en el que la suma de w, X, y y z, de los que cada uno representa un numero entero,
puede estar en el intervalo de 15 a 25, el nimero entero n puede estar en el intervalo de 5 a 15, R4 puede ser
alquilo C8-25, R5 puede ser alquilo C8-25 y M+ puede ser un catién metélico alcalino o amonio.

o\/\)w\oj\m
o> O~ ot~

Ho\(\/\o o/\/}Y/OH
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Segun una realizacion, la presente composicién puede comprender SDS, o un analogo u homdlogo correspondiente
tal como se menciona en el presente documento, como aditivo anfifilo, en un intervalo de concentraciones
seleccionado de 5 a 60, tal como de 5 a 51 o preferiblemente de 25 a 35 mg/ml de la composicién. Un intervalo de
este tipo es 6ptimo con respecto a un equilibrio de la capacidad para realizar 'H-RMNC y la solubilidad del
compuesto de formula I.

Segun una realizacion, la presente composicion puede comprender Na-AOT, o un analogo u homologo
correspondiente tal como se menciona en el presente documento, como aditivo anfifilo, en un intervalo de
concentraciones seleccionado de 5 a 100, tal como de 19 a 80 o preferiblemente de 25 a 50 mg/ml de la
composicion. Un intervalo de este tipo es 6ptimo con respecto a un equilibrio de la capacidad para realizar 'H-RMNC
y la solubilidad del compuesto de férmula .

Segun una realizacién, la presente composicion puede comprender Triton-X 100, o un analogo u homélogo
correspondiente tal como se menciona en el presente documento, como aditivo anfifilo, en un intervalo de
concentraciones seleccionado de 5 a 80, tal como de 8 a 46 o preferiblemente de 20 a 40 mg/ml de la composicién.
Un intervalo de este tipo es 6ptimo con respecto a un equilibrio de la capacidad para realizar 'H-RMNC y la
solubilidad del compuesto de férmula .

Segun una realizacion, la presente composicién puede comprender Tween 20, o un andlogo u homdlogo
correspondiente tal como se menciona en el presente documento, como aditivo anfifilo, en un intervalo de
concentraciones seleccionado de 5 a 80, tal como de 5 a 42 o preferiblemente de 20 a 40 mg/ml de la composicion.
Un intervalo de este tipo es 6ptimo con respecto a un equilibrio de la capacidad para realizar 'H-RMNC y la
solubilidad del compuesto de férmula .

Segun una realizacién, la presente composicion puede comprender ademas una referencia interna, con el fin de que
sirva como referencia de RMNC cuantitativa. La referencia interna puede estar presente en una cantidad para
permitir la detecciéon mediante RMN en un periodo de tiempo que es esencialmente igual a o0 menor que el periodo
de tiempo necesario para la deteccién mediante RMN del compuesto de formula I. La referencia interna puede
originar ademas al menos una sefial de RMN relacionada con un nicleo investigado, sefial de RMN que es
adecuada para la integracién y que esta separada esencialmente de todas las sefiales de RMN del compuesto de
formula | relacionadas con el mismo nucleo investigado, con la generacidon de un espectro de RMN de la
composicion. La seleccién de una referencia interna adecuada la realiza facilmente el experto, que puede elegir un
compuesto que preferiblemente esta disponible comercialmente y validado para aplicaciones de RMNC, que da una
sefial adecuada para la integracion en una region libre de los espectros de RMN y sefial que no estad muy separada
de al menos una de las sefales de interés del compuesto de formula I.

Segun una realizacion, la presente composicion puede comprender ademas un disolvente adicional. Un disolvente
adicional de este tipo generalmente es lipofilo y puede cambiar el desplazamiento de una o varias de las sefales de
RMN de interés hacia una regiébn mas adecuada para la integracion, asi como aumentar la resolucion y el
desdoblamiento fino de las mismas (por ejemplo, comparese la figura 2A con la figura 2B o la figura 8B con la figura
8C). Los ejemplos no limitativos de disolventes adicionales adecuados incluyen CH>Clz, CD2Cl, CHCIl3 y CDCls. El
experto puede seleccionar disolventes adicionales adecuados basandose en la lipofilicidad y la alteracién minima de
los espectros de RMN, y con el fin de la facilidad de preparaciéon de una composicion de este tipo, también
basandose en el punto de ebullicién. La concentracion del disolvente adicional en la composicién puede ajustarse de
manera fina con el fin de lograr un efecto éptimo. Un intervalo de concentracién adecuado puede ser de 0,1 a 10, tal
como de 0,7 a 3,5 o preferiblemente de 0,5 a 5 mg/ml de la composicion.

Segun una realizacién, la presente composicién puede comprender ademéas un modificador polar. Un modificador
polar de este tipo generalmente es un disolvente protico polar y puede cambiar el desplazamiento de una o varias de
las senales de RMN de interés hacia una regidon mas adecuada para la integracion, asi como aumentar la resolucion
y el desdoblamiento fino de las mismas (por ejemplo, comparese la figura 2C con la figura 1A o la 2B, o la 10B con
la 10A). Los ejemplos no limitativos de disolventes fuertes adecuados incluyen alcoholes alifaticos cortos, tales como
metanol, preferiblemente en una forma deuterada. La concentracion del modificador polar en la composicion puede
ajustarse de manera fina con el fin de lograr un efecto 6ptimo Un intervalo de concentraciéon adecuado puede ser del
1 al 50, tal como del 3 al 25 o preferiblemente del 10 al 20% en volumen de la composicion.

Segun una divulgacién adicional, la presente composicién puede comprender ademas un aditivo protector. Un
aditivo protector de este tipo puede proteger el compuesto de férmula | de la descomposicion, tal como de la
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descomposicién mediada por aire y/o luz y/o de la descomposicién hidrolitica. Los ejemplos no limitativos de aditivos
protectores incluyen antioxidantes tales como por ejemplo BHT o sesamol, conservantes, agentes de ajuste del pH,
colorantes y agentes de secado.

En el presente documento también se describe una sal de un compuesto de férmula |

R1 P{ R3
HO" "o
U

o cualquier diasteredmero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla escalémica o forma isotopicamente enriquecida
del mismo. La forma de sal puede seleccionarse del grupo que consiste en sales de amonio, por ejemplo la sal de
amonio, sales de alquilamonio, tales como por ejemplo la sal de metilamonio o etilamonio, sales de dialquilamonio
en que los grupos alquilo son grupos alquilo seleccionados independientemente, tal como por ejemplo la sal de
dimetil-, diisopropil- o dietilamonio, y sales de trialquilamonio en que los grupos alquilo son grupos alquilo
seleccionados independientemente, tal como por ejemplo la sal de trimetil-, diisopropilmetil- o trietilamonio. La sal
también puede ser una sal de tetraalquilamonio cuaternario. R1 puede seleccionarse del grupo que consiste en
-C(=0)-alquilo lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6: R2 puede seleccionarse del grupo que consiste en
-C(=0)-alquilo lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6; R3 puede ser -alquilo C1-6, tal como por ejemplo
metilo o etilo.

Segun una realizacién, la presente composicion puede comprender la sal de un compuesto de formula | y un
disolvente deuterado, tal como disolventes como polares y lipéfilos ejemplificados mediante DMSO-d6 o acetona-dé
o THF-d8 y CDCls, respectivamente. Se encontr6 inesperadamente que una forma de sal de este tipo dio espectros
de 'H-RMN mejorados en comparacion con composiciones de la técnica anterior (por ejemplo, comparese la figura 7
conla1Bola2B,la10Aconla1Bola4A,la11conla1Aola5D,yla1C conla6A ola6B).

Segun una realizacién, se proporciona un método de produccion de la composicion, que comprende las etapas de:
(i) tratar el compuesto de féormula | con un disolvente polar aprético deuterado hasta que todo o una parte del
compuesto de férmula | se disuelve en el disolvente polar aprético deuterado, para obtener una primera composicion
intermedia; y (ii) si la primera composicion intermedia comprende cualquier materia heterogénea, retirar
opcionalmente la materia heterogénea mediante filtracion o decantacion.

También se da a conocer en el presente documento un método de produccién de la composicion, que comprende
las etapas de: (i) tratar el compuesto de formula | con un disolvente fuerte hasta que todo o una parte del compuesto
de férmula | se disuelve en el disolvente fuerte, para obtener una segunda composicién intermedia; (i) mezclar la
segunda composicién intermedia con un disolvente polar aprético deuterado, para obtener una tercera composicion
intermedia; (iii) retirar mas del 95% del disolvente fuerte, tal como hasta que el disolvente fuerte constituye menos de
10 mg/ml, de la tercera composicién intermedia mediante destilacion o evaporacion, para obtener una cuarta
composicién intermedia; y (iv) si la cuarta composicion intermedia comprende cualquier materia heterogénea, retirar
opcionalmente la materia heterogénea mediante filtracién o decantacion, en el que el disolvente fuerte tiene un punto
de ebullicién de al menos 20°C menos que el punto de ebullicién del disolvente polar aprotico deuterado y en que la
solubilidad del compuesto de férmula | es de al menos 1 mg/ml, tal como mas de 5 mg/ml, del disolvente fuerte a
temperatura de 25°C.

Segun una realizacién, se proporciona un método para la determinacién de la concentracién de un compuesto de
formula | en la composicion mediante 'H-RMNC que comprende las etapas de: (i) recoger al menos dos sefiales de
RMN relacionadas con un nucleo investigado de la composicion; (i) recoger la integral de al menos una sefal de
RMN aislada originada por el compuesto de férmula | y al menos una sefal de RMN aislada originada por un
componente determinante; y (iii) calcular la concentracion del compuesto de féormula | basandose en las integrales
recogidas en la etapa (ii), en el que puede conocerse la cantidad del componente determinante o la concentracion
del componente determinante en la composicién; pudiendo seleccionarse el componente determinante del grupo que
consiste en disolvente protonado residual en disolvente polar aprético deuterado, un aditivo anfifilo, la referencia
interna, una referencia externa y el aditivo.

Segun una realizacion, la presente composicién puede usarse para la produccién de una disolucién patron analitica.
La composicion puede diluirse, por ejemplo, en una disolucion acuosa, tal como por ejemplo la mezcla inicial usada
en CL-EM(/EM) en gradiente, hasta una concentracion deseada, mediante lo cual se obtiene tal disolucion patron.

En la tabla en el presente documento se enumeran combinaciones preferidas, que representan cada una, una
realizacién de la invencién, de la forma de un compuesto de férmula |, el disolvente deuterado, la referencia interna,
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el disolvente fuerte, el modificador polar y el aditivo anfifilo de la composicién de la invencién (realizacién n.? 1 a 29).
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Se ha encontrado que estan presentes isomeros de PEth posicionales inversos (RPI-PEth) como equivalentes
minoritarios para diversos homoélogos de PEth, por ejemplo, PEth-16:0/18:1 y PEth-16:0/18:2, en diversas muestras,
por ejemplo muestras de referencia que comprenden PEth presentes de la técnica anterior y muestras de sangre
humana. La estructura de un RPI-PEth genérico tipico se muestra a continuacion (estructura marcada como “RPI-
PEth”), en la que “UFA” representa un residuo de acido graso insaturado con al menos un doble enlace C-C, por
ejemplo -C(=0)-alquenilo lineal C2-25:1-6, y “SFA™ representa un residuo de &cido graso saturado sin dobles
enlaces, por ejemplo -C(=0)-alquilo lineal C2-25.

SFA-Q H
UFA0_X_0.,.0._CH,

0" 'OH
RPI-PEth

Sin querer restringirse a la teoria, los inventores creen que tales RPI-PEth se originan a partir de las RPI-PC
correspondientes, a partir de las cuales puede sintetizarse PEth de mantera endégena o biomimética mediante el
empleo de PLD. Se conoce previamente que se producen diversas cantidades de RPI-PC para varias PC en
diferentes sistemas biolégicos, como por ejemplo en seres humanos. Las propiedades cromatograficas y espectrales
similares, asi como los pesos moleculares idénticos, hacen que RPI-PEth sea dificil de diferenciar analiticamente del
PEth correspondiente. De manera analoga a los pares isoméricos correspondientes entre las PC, se encontrd que
las intensidades relativas de fragmentos secundarios estudiados comunmente de RPI-PEth en aplicaciones de
EM/EM son diferentes de los PEth correspondientes. Por tanto, se introduce un error desconocido en la
cuantificacion mediante CL-EM/EM de homdlogos de PEth individuales cuando esta cuantificacion se basa en tales
intensidades de segundo fragmento, a menos que se tenga en cuenta la distribucién isomérica. En el presente
documento se dan a conocer RPI-PEth novedosos Utiles como referencias analiticas. Estas referencias pueden
usarse, por ejemplo, en composiciones que comprenden una cantidad apropiada del PEth correspondiente para una
calibracion mas precisa de, por ejemplo, instrumentos de CL-EM/EM para imitar la distribucion isomérica natural de
PEth/RPI-PEth en las especies de interés, por ejemplo el ser humano.

La actividad fosfolipasa enddgena puede dar como resultado la formacion de metabolitos de lyso-PEth mediante la
escision del residuo de acido carboxilico en sn-2 de PEth original. La estructura de un lyso-PEth genérico tipico se
muestra a continuacién (estructura marcada como “lyso-PEth”). La estructura correspondiente en que los residuos
de SFA y UFA tienen sitios intercalados representa un lyso-RPI-PEth tipico, tal como se ilustra a continuacion. En
las realizaciones dadas a conocer en el presente documento, ha de entenderse que los ejemplos y el razonamiento
relacionados con lyso-PEth son aplicables al lyso-RPI-PEth correspondiente, tal como entiende facilmente el
experto. Lyso-PEth también puede formarse mediante biosintesis a partir de lyso-PC. Lyso-PEth no sélo puede
servir como biomarcador de etanol per-se, sino que la relacién entre los niveles de lyso-PEth y el PEth
correspondiente puede facilitar informacion adicional relativa al habito de consumo de alcohol de una persona. Por
ejemplo, si el PEth y el lyso-PEth correspondiente tienen semividas diferentes in vivo, la relacién entre los niveles
correspondientes permite que el experto diferencie entre los dos casos siguientes, que pueden dar como resultado
niveles similares de PEth: a) la persona ha consumido una cantidad relativamente grande de etanol hace
relativamente mucho tiempo, y b) la persona ha consumido una cantidad relativamente pequefia de etanol hace
relativamente poco tiempo.

HO
HO 4 H
SFA-O\/k/O\P,O\/CH3 UFA-O\*/O:IP\'O\/CHS
0’ 'OH O oH
lyso-PEth lyso-RPI-PEth

En el presente documento se dan a conocer lyso-PEth y lyso-RPI-PEth novedosos Uutiles como referencias
analiticas. Estas referencias pueden usarse, por ejemplo, como referencias en la calibracion de instrumentos
analiticos, por ejemplo instrumentos de CL-EM/EM, para la cuantificacién de lyso-PEth en la sangre de una persona.
La comparacion de los niveles de lyso-PEth y PEth correspondiente puede permitir que el experto difiera entre los
casos a) y b) anteriores.

d5-PEth (es decir PEth penta-deuterado) tienen un peso molecular que es aproximadamente 5 unidades mayor que
los lipidos no marcados correspondientes. Esta diferencia permite el uso de d5-PEth como patron interno en
aplicaciones analiticas basadas en, por ejemplo, técnicas de CL-EM(/EM). A continuacién se muestra la estructura
de un d5-PEth genérico tipico (estructura marcada como “d5-PEth”). La estructura correspondiente en que los
residuos de SFA y UFA tienen sitios intercalados representa un d5-RPI-PEth tipico, tal como se ilustra a
continuacion. En las realizaciones dadas a conocer en el presente documento, ha de entenderse que los ejemplos y
el razonamiento relacionados con d5-PEth son aplicables al d5-RPI-PEth correspondiente, tal como entiende
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facilmente el experto.

UFA- SFA-Q H
SFA'O\E,O\P,OCDZCD‘,, UFA-0_Y_o.,.0cD,co,
0 oH O  oH
d5-PEth d5-RPI-PEth

En el presente documento se dan a conocer d5-PEth y/o d5-RPI-PEth novedosos Utiles como referencias analiticas.
Estas referencias pueden usarse, por ejemplo, como referencias, tales como por ejemplo referencias internas, en la
calibracion de o cuando se usan instrumentos analiticos, por ejemplo instrumentos de CL-EM/EM, para la
cuantificacion de PEth o RPI-PEth, respectivamente, en la sangre de una persona.

Los compuestos de formula | y Il pueden prepararse a partir de derivados de glicerol facilmente disponibles que
portan un grupo protector adecuado en el grupo hidroxilo, que finalmente se unen al atomo de fosforo en el
compuesto final de férmula | o Il, segun una realizacion. Por ejemplo, puede usarse para-metoxibencilo (PMB) como
grupo protector de este tipo, tal como se ilustra en el esquema de sintesis a modo de ejemplo en el presente
documento para la sintesis de PEth, d5-PEth, RPI-PEth, lyso-PEth, d5-RPI-PEth, lyso-RPI-PEth y d5-lyso-RPI-PEth,
perteneciendo cada uno al grupo de compuestos representados por los compuestos de férmula | o Il. En el/llos
esquema(s) de sintesis, un SFA se ejemplifica como palmitoilo y un UFA como oleoilo o linoleoilo, segin una
realizacién. Sin embargo, estas ejemplificaciones no han de entenderse como limitativas, sino mas bien que sirven
como ejemplos adecuados para ayudar al experto a entender completamente la invencién. Los siguientes reactivos y
condiciones pueden usarse para facilitar los rendimientos indicados de los productos deseados: (i) SFA o UFA (1,05
eq.), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC, 1,05 eq.), 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 0,05 eq.), DCM, de 0°C a ta (del
35 al 45%), (ii) SFA o UFA (1,4 eq.), DCC (1,4 eq.), DMAP (0,1 eq.), diclorometano (DCM), ta (del 91 al 99,6%), (iii)
2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ, 1,05 eq.), DCM:H20 (96:4, v:v), ta (el 29% de 7a, el 77% de 6c), (iv)
nitrato cérico-aménico (CAN, 10 eq.), acetonitrilo:H20 (9:1, v:v), ta (del 13 al 89% de 7b-d), (v) 9 (para 8, 10b y 10d)
0 9-d5 (para 11) (2,0 eq.), tetrazol (2,2 eq), acetonitrilo:THF (1:2,6, v:v), ta, entonces H202 (el 30% ac., 8 eq.), (vi)
THF:amoniaco ac. al 25% (9:1, viv), ta (del 25 al 58%, dos etapas), (vii) diclorofosfato de etilo (EDCP, 2,5 eq.),
trietilamina (5,2 eq.), DCM, de 0°C a ta (del 16 al 22%), (viii) 3,4-dihidro-2H-pirano (2,0 eq.), p-toluenosulfonato de
piridinio (0,2 eq.), DCM, ta (cuant.). Pueden formarse cantidades minoritarias de subproductos 2-acilados y 1,2-
diacilados en la etapa i, pero estos pueden separarse facilmente de los monoésteres 2, 3 y 4 1-acilados deseados
mediante cromatografia sobre gel de silice. Se prefieren las condiciones y los reactivos (iv) con respecto a los (iii)
para la sintesis de 7a-d debido a una menor tendencia de migracion de acilo y formacion por tanto de 6a-d no
deseado. Generalmente se prefiere la fosforilacion empleando el reactivo 9 o 9-d5 con respecto a la fosforilacién
empleando EDCP debido a los mayores rendimientos de los productos deseados. El grupo protector
tetrahidropiranilo (THP) de 13 se escindié simultdneamente durante la fosforilacion empleando EDCP (condiciones
vii) en la sintesis de lyso-PEth 14. Lyso-PEth, por ejemplo 14, y los d5-lyso-PEth correspondientes pueden
prepararse a partir de 13, o derivados correspondientes que portan otros residuos de &cidos grasos excepto
palmitoilo, mediante fosforilacion empleando el reactivo 9 y 9-d5, respectivamente, seguido por desproteccion acida
suave del grupo de thp y retirada basica del grupo cianoetilo, tal como se conoce bien en la técnica. Las formas de
sal deseadas de compuestos de la invencion, por ejemplo 10a-d, 10a’, 11 y 14, pueden obtenerse mediante la
eleccion apropiada del sistema de eluyentes en la purificacion cromatografica sobre gel de silice de los materiales en
bruto. Con el fin de obtener la forma protonada original en el caso de lyso-PEth, por ejemplo 14, y d5-lyso-PEth,
puede usarse el sistema de gradiente tolueno:acetona:acido acético:agua (de 6:4:0:0 a 55:36:7:2). Para la
recuperacion de las sales de amonio y trimetilamonio, como por ejemplo en el caso de 8, 10a-d, 11a,b y 10a’,
pueden usarse los sistemas de gradiente DCM:tolueno:etanol abs.:amoniaco ac. al 25% (de 80:9:10:1 a 74:8:17:1) y
DCM:tolueno:etanol  abs.:trimetilamina  al 13% en THF (de  79:9:10:2 a 70:8:20:2) o
DCM:tolueno:metanol:trimetilamina ac. al 28% (de 87,5:9:3:0,5 a 77:12:10:1), respectivamente.

17



10

15

20

ES 2 688 885 T3

6c+9; v *
HQ 4 Iue_g.;{.u]i HBCVO._. JO NH,

& ——— N
Rp\) ~OR, lO O H
Ba-d oleil-0,_Y.___0-paimitoil
HO o it RO o v 8
RO X " Ro_ X% — +
: opPMB ;oo RO opme
3—5c 5a-d R,O
1-4 23 H
— tRs=H 475 R'O\/‘\/OH (
il [ 2:R,=pamitoilo o
3: R‘=zlec-llnl jad-di v o NP~ k
| &Rt luego vi 7a,¢; vii s ~_-CN
L_4: R,=linoleocilo 7b,d+9; vluego vi —< 0
RO N 9: R,= etilo
2; vii AQH RO 4 9-d5: R,=CD,CD,
Rqo\)\,O:P,OCDQCD_,‘ RO X 0.,-0._CH,
" 11a,b© O NH; 0 o m
Q Hp d5-PEth 10a-d (M*=amonio)
itoi 5 10a' (M*=trimetilamonio
paimitol -0__Y "_opmp d5-RPI-PEth ( )
PEth RPI-PEth
12
il I
thp " SERIE
/ . o H a: R,=palmitoilo; R,=oleoilo
» Q Y | palmitoil -D\j"\,o\pzovc**ﬁ b: R,=palmitoilo; R,=linoleoflo
palmitoil -0 \.-"\\/OH - 01: \OH c R|=o|e¢i|o; pralmi[oﬂg
13 d: R, =linolecllo; R,=palmitoilo
lyso-PEth  (lys6-RPI-PEth)
Los compuestos de formula |, 1l y lll pueden prepararse a partir de derivados de glicerol disponibles facilmente

mediante la introduccion inicial o temprana del resto que contiene fésforo en una forma protegida, segin una
realizacién y tal como se ejemplifica a continuacion. Por ejemplo, 1,2-isopropiliden-sn-glicerol puede fosforilarse
inicialmente (condiciones v) mediante el empleo de 9 o 9-d5. El grupo protector 1,2-isopropilideno del producto 15
protegido con cianoetilo obtenido simultdneamente puede retirarse mediante tratamiento acido suave (condiciones
ix), tal como por ejemplo mediante tratamiento a temperatura ambiental o reflujo en &cido acético acuoso a del 5 al
30% en volumen, tal como el 10% en volumen, o HCI ac. de 0,5 a 2 M a temperatura ambiental, con o sin la
presencia de un codisolvente organico, tal como por ejemplo dioxano o THF a del 10 al 70% en volumen, o mediante
cualquier método bien conocido en la técnica que no afecte gravemente al grupo cianoetilo, para producir diol 16
(representantes del grupo de compuestos de formula Ill). La introduccién regioselectiva de un residuo de acido
carboxilico, por ejemplo un SFA o un UFA, en el hidroxilo en sn-1 puede llevarse a cabo entonces por ejemplo en las
condiciones i, para producir el producto intermedio 17. Con el fin de obtener compuestos seleccionados del grupo
que consiste en lyso-PEth, d5-lyso-PEth, lyso-RPI-PEth y d5-lyso-RPI-PEth, puede retirarse el grupo cianoetilo de un
17 sustituido de manera adecuada mediante tratamiento en condiciones basicas adecuadas, tal como segun las
condiciones vi, 0 mediante tratamiento en cualquier otra condicion adecuada usadas para retirar un grupo cianoetilo,
tal como se conoce bien en la técnica. Con el fin de obtener compuestos seleccionados del grupo que consiste en
PEth, d5-PEth, RPI-PEth y d5-RPI-PEth, puede llevarse a cabo entonces la introduccién de un residuo de &cido
carboxilico, por ejemplo un SFA o un UFA, en el hidroxilo en sn-2 para obtener un producto intermedio 18 sustituido
de manera adecuada, antes de retirar el grupo cianoetilo tal como se describe.

18



10

15

20

25

30

ES 2 688 885 T3

\/‘ v -7L0 H  o-R3 ix HO:B{LO O-R3
o O‘_H S ka\/()\ 7 e P /\\/CN
\/\\/OH (9 para R3=etilo) P~ o ~~_-CN & o
(9-d5 para R3=CD2CD3) O
15 16

HQ i R,Q
. 0—R3 H _
—— R“D\/)\\J‘O‘Pr » R10\2/!‘\/D_‘ ;G R3

“ CN
C‘l? 0" {F\O,/-\\/CN
e}
17 18

| -

| vi | Wi

Y Y
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d5-lyso-RPI-PEth (R1=UFA, R3=CD2CD3) d5-RPI-PEth (R1=UFA, R2=SFA, R3=CD2CD3)

Pueden usarse grupos protectores alternativos, tal como se conoce bien en la técnica, en lugar del grupo protector
1,2-isopropilideno del compuesto 15 protegido simultdneamente con cianoetilo. El experto entenderd que sera
necesario retirar un grupo protector de este tipo en condiciones que no afecten significativamente al resto del
compuesto 15, por ejemplo al grupo cianoetilo. Los ejemplos no limitativos de tales grupos protectores incluyen
grupos basados en sililo, por ejemplo TBDMS, y bencilo. El primero puede retirarse con reactivos que contienen F
suaves, y el segundo mediante hidrogenacion en presencia de un catalizador de metal de transicion, por ejemplo
paladio sobre carbono. Los ejemplos adicionales de los grupos protectores adecuados incluyen grupos acilo, por
ejemplo acetilo y acetilo sustituidos con grupos electroatractores, por ejemplo tricloroacetilo.

PEth y d5-PEth de la invencion que portan un UFA sensible a la oxidacion que comprende mas de un doble enlace,
por ejemplo linoleoilo, en la posicién sn-2, pueden sintetizarse a partir de productos intermedios que portan un SFA
en la posicién sn-1, un THP en la posicién sn-2 y un grupo protector de tipo bencilo escindible oxidativamente en la
posicion sn-3, como por ejemplo el compuesto 12. El grupo protector en sn-3 puede escindirse en primer lugar en
condiciones oxidativas, como por ejemplo las condiciones iii o iv. El hidroxilo libre resultante puede fosforilarse
entonces mediante el empleo de 9 o 9-d5, seguido por la retirada del grupo thp en condiciones acidas suaves bien
conocidas en la técnica para revelar un hidroxilo en sn-2 libre. EI UFA sensible a la oxidaciéon puede introducirse
entonces en el hidroxilo en sn-2 antes de la retirada final del grupo cianoetilo, siendo ambas etapas por ejemplo
segun los métodos descritos en el presente documento. Mediante el modo descrito de llevar a cabo la escision
oxidativa del grupo protector en sn-3 antes de la introduccién del UFA sensible, se evitan ventajosamente los
productos secundarios no deseados que resultan de reacciones mediadas por oxidacion del UFA.

Ejemplos de compuestos

Una realizacion de la invencién se refiere a un procedimiento para preparar sales de un compuesto segun la formula
| mediante cromatografia del compuesto de formula | correspondiente en su forma original protonada o en cualquier
forma de sal mediante el uso de un eluyente que comprende una base libre volatil de la sal correspondiente que va a
obtenerse. Otras realizaciones de la invencion se refieren a formas de sal especificas de los compuestos de férmula
I, tales como por ejemplo formas de sal de amonio, alquilamonio, dialquilamonio y trialquilamonio de los mismos, tal
como se ejemplifica en el presente documento mediante ejemplos especificos no limitativos.

Ejemplo de compuesto 1 - La sal de trimetilamonio de PEth-16:0/18:1, ejemplo de un compuesto de la invencion
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PEth-16:0/18:1-NMe3 CH,

Se configur6 una columna de gel de silice de forma cilindrica, con una altura de 85 mm y con un diametro de 50 mm
permitiendo que una suspension de gel de silice en una primera mezcla de CHxCly, tolueno, etanol abs. y
trimetilamina al 13% en peso en THF (79:9:10:2, v:v:v:v) sedimentara por gravedad en ella. Entonces se aplicaron
400 mg de la forma original protonada de PEth-16:0/18:1 (PEth-16:0/18:1-H) a la parte superior de la columna. A
continuacion se realizé la elucion empleando un gradiente que comenzaba con la primera mezcla y que finalizaba
con una segunda mezcla que consistia en CHxCly, tolueno, etanol abs. y trimetilamina al 13% en peso en THF
(70:8:20:2, v:v:v:v). Se monitorizaron las fracciones recogidas (50 ml) mediante CCF usando la segunda mezcla para
eluciéon y una mezcla de 4-anisaldehido (1 ml), HoSO4 conc. (1 ml) y acido acético (0,5 ml) en etanol abs. (30 ml)
para desarrollar las manchas. Se recogieron las fracciones que comprendian el compuesto del titulo, tal como se
consider6 mediante el uso de PEth-16:0/18:1-H como referencia de CCF, y se concentraron a vacio para producir
362 mg de PEth-16:0/18:1-NMe3 como un sélido blanquecino. Los ejemplos de espectros de 'H-RMN en diversas
matrices del PEth-16:0/18:1-NMe3 obtenido se muestran en las figuras 6B, 7, 8B, 8C, 8D, 9A, 9B, 9C, 10A, 10By
11.

Ejemplo de compuesto 2 - La sal de amonio de PEth-16:0/18:1

O . (9] O
Y PO
(o)
I .
N

PEth-16:0/18:1-NH3 H

Se configurd una columna de gel de silice de forma cilindrica, con una altura de 50 mm y con un didametro de 50 mm,
permitiendo que una suspension de gel de silice en una primera mezcla de CHxCl,, tolueno, etanol abs. y amoniaco
acuoso al 25% en peso (80:9:10:1, v:viviv) sedimentara por gravedad en ella. Entonces se aplicaron 70 mg de PEth-
16:0/18:1-NMe3 en la parte superior de la columna. A continuacion se realizd la elucion empleando un gradiente que
comenzaba con la primera mezcla y que finalizaba con una segunda mezcla que consistia en CHxCly, tolueno, etanol
abs. y amoniaco acuoso al 25% en peso (74:8:17:1, v:viviv). Se monitorizaron las fracciones recogidas (50 ml)
mediante CCF usando la segunda mezcla para eluciéon y una mezcla de 4-anisaldehido (1 ml), HoSO4 conc. (1 ml) y
acido aceético (0,5 ml) en etanol abs. (30 ml) para desarrollar las manchas. Se recogieron las fracciones que
comprendian el compuesto del titulo, tal como se consider6 mediante el uso de PEth-16:0/18:1-NMe3 como
referencia de CCF, y se concentraron a vacio para producir 38 mg de PEth-16:0/18:1-NH3 como un sélido ceroso
blanquecino. Los ejemplos de espectros de 'H-RMN en diversas matrices del PEth-16:0/18:1-NH3 obtenido se
muestran en las figuras 6A, 8A'y 10C.

Divulgaciones especificas se refieren a compuestos de férmula Il, a compuestos de féormula Ill y a métodos para la
produccion de compuestos de formula Il y/o I, tal como se ejemplifica en el presente documento mediante ejemplos
especificos no limitativos.

Ejemplo de compuesto 3 - 1-Palmitoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol (2), ejemplo de producto intermedio de sintesis

A una mezcla fria (0°C) de 3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol 1 (4,245 g, 20,0 mmol), acido palmitico (5,385 g, 21,0
mmol) y DMAP (122 mg, 1,0 mmol) en DCM seco (100 ml) se le afadié mientras se agitaba a lo largo de 14 h,
mediante el empleo de una bomba de jeringa, una disolucion de DCC en DCM seco (0,874 M, 24,0 ml, 21,0 mmol).
Entonces se permitié que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiental a lo largo de 12 h y se retir6 el
precipitado formado mediante filtracion. Se lavé el filirado con DCM (3 X 50 ml) antes de la concentracion de las
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porciones combinadas de DCM vy la purificacion del material en bruto obtenido mediante cromatografia sobre gel de
silice (gradiente desde n-heptano hasta n-heptano:acetato de etilo:-PrOH 67,5:30:2,5) para producir 4,096 g
(rendimiento del 45%) del compuesto del titulo como un sélido ceroso incoloro. También se obtuvo una fraccién de
elucion mas lenta (2,49 g, rendimiento del 28%) que comprendia una mezcla 9:1 del compuesto del titulo y el
subproducto 2-palmitoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol, tal como resulta evidente por la presencia de un pentente
independiente a 5,04 ppm y un multiplete independiente a de 3,59 a 3,68 ppm (1H-RMN, 400 MHz, cloroformo-d).

Ejemplo de compuesto 4 - 1-Oleoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol (3), ejemplo de producto intermedio de sintesis

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento para la preparacion de 2 a partir de 3-(4-metoxibencil)-sn-
glicerol 1 (5,00 g, 23,56 mmol), acido oleico (6,32 g, 22,38 mmol), DMAP (280 mg, 2,36 mmol) y DCC en DCM seco
(1,031 M, 24,0 ml, 24,74 mmol) para producir 5,08 g (rendimiento del 48%) del compuesto del titulo como un soélido
ceroso incoloro.

Ejemplo de compuesto 5 - 1-Palmitoil-2-oleoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol (5a), ejemplo de producto intermedio de
sintesis

Se agitaron el compuesto 2 (2,398 g, 5,32 mmol), acido oleico (1,65 g, 5,85 mmol), DCC (1,208 g, 5,85 mmol) y
DMAP (65 mg, 0,53 mmol) en DCM (100 ml) a temperatura ambiental durante 16 h. Entonces se anadi6 otra porcion
de cada uno de acido oleico (451 mg, 1,60 mmol) y DCC (329 mg, 1,60 mmol), seguido por agitacién durante otras
16 h antes de la retirada del precipitado formado mediante filtracion. Se lavo el filtrado con DCM (3 X 50 ml) antes de
la concentracién de las porciones de DCM combinadas y la purificacién del material en bruto obtenido mediante
cromatografia sobre gel de silice (gradiente desde n-heptano hasta n-heptano:acetato de etilo 9:1) para producir
3,465 g (rendimiento del 91%) del compuesto del titulo como un jarabe incoloro que cristalizé lentamente.

Ejemplo de compuesto 6 - 1-Oleoil-2-palmitoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol (5c), ejemplo de producto intermedio de
sintesis

Se prepard el compuesto del titulo segin el procedimiento para la preparaciéon de 5a a partir de 3 (2,89 g,
6,22 mmol) y acido palmitico (1,75 g, 6,84 mmol) para producir 4,42 g (rendimiento del 99,3%) del compuesto del
titulo como un jarabe incoloro que cristalizé lentamente.

Ejemplo de compuesto 7 - 1-Oleoil-3-palmitoil-sn-glicerol (6c), ejemplo de producto intermedio de sintesis

A una mezcla con agitaciéon de 5c¢ (3,29 g, 4,60 mmol) y agua (3,0 ml) en DCM (75 ml) se le anadié 2,3-dicloro-5,6-
diciano-1,4-benzoquinona (1,09 g, 4,83 mmol) en una porcion. Tras agitar a temperatura ambiental durante 7 h, se
filtr6 la mezcla de reaccion a través de un filtro corto de celite® y se concentrd. Se purificé el residuo obtenido
mediante cromatografia sobre gel de silice (gradiente desde DCM hasta DCM:i-PrOH 97,5:2,5). Ademas de las
fracciones que eluyen mas lentamente, que contenian diversas cantidades del compuesto del titulo y 1-oleoil-2-
palmitoil-sn-glicerol 7c, se obtuvieron 2,107 g (rendimiento del 77%) del compuesto del titulo en forma pura como un
sélido blanco.

Ejemplo de compuesto 8 - 1-Palmitoil-2-linoleoil-sn-glicerol (7b), ejemplo de producto intermedio de sintesis

A una mezcla agitada rapidamente de 1-palmitoil-2-linoleoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol 5b (668 mg, 0,936 mmol) y
agua (1,0 ml) en acetonitrilo (9,0 ml) se le afiadié CAN (5,13 g, 9,36 mmol). Se continué la agitacién a temperatura
ambiental durante 3 h antes de vertido sobre salmuera (50 ml) y extraccion con DCM (50 + 3x20 ml). Se secaron las
fases organicas combinadas sobre sulfato de sodio y se concentraron para facilitar el material en bruto. La
purificacién mediante cromatografia sobre gel de silice (n-heptano:acetato de etilo 9:1) dio 115 mg (rendimiento del
21%) del compuesto del titulo como un aceite incoloro.

Ejemplo de compuesto 9 - 1-Linoleoil-2-palmitoil-sn-glicerol (7d), ejemplo de producto intermedio de sintesis

Se preparé el compuesto del titulo segun el procedimiento para la preparacion de 7b a partir de 1-linoleoil-2-
palmitoil-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol 5d (1,409 g, 1,976 mmol) para producir 150 mg (rendimiento del 13%) del
compuesto del titulo como un aceite incoloro.

Ejemplo de compuesto 10 - 2-Cianoetoxi-(etoxi)-(N,N-diisopropilamino)fosfina (9), ejemplo de producto intermedio de
sintesis

A una disolucién fria (0°C) y agitada de 2-cianoetil-N,N-diisopropilclorofosforamidita (892 pl, 4,0 mmol) en DCM seco
(20 ml) se le anadio, en orden consecutivo, trietilamina (586 ul, 4,2 mmol) y etanol abs. (245 pl, 4,2 mmol). Entonces
se permitié que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiental y se agité durante otros 50 min antes de la
concentracién a vacio. Se traté el residuo con dietil éter (10 + 2x5 ml) seguido por filtracién para retirar sélidos a
través de un filtro de jeringa. Se concentré la disolucion filtrada mediante una corriente lenta de nitrgeno para
facilitar 911 mg (rendimiento del 93%) del compuesto del titulo en bruto como un aceite amarillento. Este aceite se
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disolvié en THF seco (15,2 ml) para proporcionar una disolucion (60 mg/ml) que se usé directamente como reactivo
en reacciones adicionales descritas en el presente documento.

Ejemplo de compuesto 11 - 2-Cianoetoxi-(1,1,2,2,2-pentadeuteroetoxi)-(N,N-diisopropilamino)fosfina (9-d5), ejemplo
de un compuesto de la invencion

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento usado para la preparacion de 9, con la Unica excepcion
de que se usé etanol deuterado seco (etanol-d5) en lugar de etanol abs., para facilitar 945 mg (rendimiento del 94%)
del compuesto del titulo como un aceite amarillento. "H-RMN (400 MHz, cloroformo-d) & ppm 1,19 (dd, J=6,7, 4,2Hz,
12H), 2,65 (t, J=6,6Hz, 2H), 3,54-3,68 (m, 2H), 3,76-3,92 (m, 2H).

Ejemplo de compuesto 12— Sal de amonio de 1-oleoil-2-etoxihidroxifosfinil-3-palmitoil-sn-glicerol (8)

A 6¢ (297 mg, 0,50 mmol) se le afiadié una disolucion de 9 en THF seco (60 mg/ml, 4,1 ml, 1,0 mmol) mientras se
agitaba a temperatura ambiental. Entonces se afiadié una disolucién de tetrazol en acetonitrilo (0,45 M, 2,55 ml,
1,15 mmol) y se continu6 la agitacion durante otras 2 h antes de la adicién de peroxido de hidrégeno acuoso (el 35%
en peso, 387 ul, 4,5 mmol). Entonces se agitd la mezcla de reacciéon durante otros 30 min antes del reparto entre
agua (50 ml) y DCM (25 ml). Se extrajo la fase acuosa con DCM (3x20 ml), se lavaron las fases organicas
combinadas con hidrogenocarbonato de sodio acuoso saturado y se secaron sobre de sulfato de sodio antes de la
concentracién a vacio, para proporcionar 422 mg del producto intermedio protegido con cianoetilo en bruto como un
aceite incoloro. Entonces se agitd este aceite en una mezcla de THF (4,5 ml) y amoniaco acuoso (25% en peso, 0,5
ml) a temperatura ambiental durante 24 h antes de la concentraciéon a vacio y la purificacion del residuo obtenido
mediante cromatografia sobre gel de silice (DCM:tolueno:etanol abs.:amoniaco acuoso al 25% en peso, gradiente
desde 80:9:10:1 hasta 74:8:17:1). Se obtuvo el compuesto del titulo (Rf=0,4 usando DCM:tolueno:metanol:amoniaco
acuoso al 25% en peso, 75:12:12:1, como eluyente analitico) como un soélido blanco (208 mg, rendimiento del 58%).

Ejemplo de compuesto 13 — Sal de amonio de 1-linoleoil-2-palmitoil-3-etoxihidroxifosfinil-sn-glicerol (10d), ejemplo de
un compuesto de la invencion

Se prepard el compuesto del titulo segun el procedimiento usado para la preparacion de 8 a partir de 7d (75,5 mg,
0,1273 mmol), para facilitar 40,4 mg (rendimiento del 39,5%) del compuesto del titulo como un sélido blanco. 'H-
RMN (400MHz, acetona-d6: metanol-d4 97:3) & ppm 0,85-0,92 (m, 6H), 1,21 (t, J=7,1Hz, 3H), 1,24-1,42 (m, 38H),
1,61 (sex, J=7,0Hz, 4H), 2,05-2,12 (m, 4H), 2,32 (q, J=7,6Hz, 4H), 2,80 (t, J=6,4Hz, 2H), 3,88 (q, J=7,2Hz, 2H), 3,96
(t, J=5,8Hz, 2H), 4,18 (dd, J=12,0, 6,8Hz, 1H), 4,41 (dd, J=12,0, 3,4Hz, 1H), 5,17-5,24 (m, 1H), 5,28-5,43 (m, 4H)
*C-RMN (acetona-d6:metanol-d4 97:3) & ppm 14,45, 16,93, 17,00, 23,43, 25,75, 25,78, 27,92, 29,97, 30,17, 30,19,
30,23, 30,40, 30,54, 30,59, 32,33, 32,75, 34,61, 34,82, 48,42, 48,63, 48,84, 49,05, 49,27, 61,17, 61,83, 63,31, 64,18,
64,23, 71,44, 71,53, 130,61, 130,69, 173,37, 173,60; EM (CL-EM-ESI-) m/z 699,5 (M-H).

Ejemplo de compuesto 14 — Sal de trimetilamonio de 1-palmitoil-2-oleoil-3-etoxihidroxifosfinil-sn-glicerol (10a),
efemplo de un compuesto de la invencion

A una disolucion fria (0°C) de diclorofosfato de etilo (401 mg, 2,46 mmol) en DCM seco se le afadié trietilamina
(0,512 g, 5,12 mmol) mientras se agitaba. Entonces se afiadié una disolucion de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol 7a
(586 mg, 0,984 mmol) en DCM seco (2,0 ml) a lo largo de un periodo de 5 min. Entonces se permitié que la mezcla
de reaccién alcanzara la temperatura ambiental y se agitdé durante 1 h antes de la extincion vertiendo sobre
hidrogenocarbonato de sodio acuoso saturado (10 ml). Entonces le siguié extraccion con DCM (10 + 3x5 ml) y
concentracién a vacio para proporcionar un producto en bruto que se purificé mediante cromatografia sobre gel de
silice (DCM:tolueno:etanol abs.: 13% en peso, trimetilamina en THF, gradiente desde 79:9:10:2 hasta 70:8:20:2). Se
obtuvo el compuesto del titulo (Rf=0,3 usando DCM:tolueno:metanol:amoniaco acuoso al 25% en peso, 75:12:12:1,
como eluyente analitico) como un sélido blanco (134 mg, rendimiento del 18%). 'H-RMN (400MHz, acetona-
d6:metanol-d4 97:3) & ppm 0,85-0,92 (m, 6H), 1,23 (t, J=7,1Hz, 3H), 1,24-1,42 (m, 44H), 1,61 (sex, J=7,0Hz, 4H),
2,05-2,08 (m, 4H), 2,32 (q, J=7,6Hz, 4H), 3,92 (q, J=7,2Hz, 2H), 4,00 (dd, J=6,5, 5,4Hz, 2H), 4,18 (dd, J=12,0, 6,8Hz,
1H), 4,40 (dd, J=12,0, 3,4Hz, 1H), 5,18-5,26 (m, 1H), 5,30-5,40 (m, 2H), 5,77 (s, 9H).

Ejemplo de compuesto 15 - 1-Palmitoil-2-(2-tetrahidropiranil)-3-(4-metoxibencil)-sn-glicerol (12), ejemplo de producto
intermedio de sintesis

Se agité una mezcla de 2 (0,901 g, 2,0 mmol), 3,4-dihidro-2H-pirano (0,336 g, 4,0 mmol) y p-toluenosulfonato de
piridinio (0,100 g, 0,40 mmol) en DCM seco (10 ml) a temperatura ambiental durante 14 h. Entonces se retir6 la
materia volatil mediante una corriente de nitrogeno y se purificé el residuo obtenido mediante cromatografia sobre
gel de silice (gradiente desde n-heptano hasta n-heptano:acetato de etilo:i-PrOH 80:18:2) para producir 1,05 g
(rendimiento del 98%) del compuesto del titulo como un aceite incoloro.

Ejemplo de compuesto 16 - 1-Palmitoil-2-(2-tetrahidropiranil)-sn-glicerol (13), ejemplo de producto intermedio de
sintesis
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Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento usado para la preparaciéon de 6¢ a partir de 12 (1,03 g,
1,926 mmol), con la Unica excepcién de que se uso6 un gradiente desde n-heptano hasta n-heptano:acetato de etilo:
i-PrOH 80:18:2 en la purificacion sobre gel de silice, para facilitar 0,511 g (rendimiento del 62%) del compuesto del
titulo como un so6lido blanco.

Ejemplo de compuesto 17 - 1-Palmitoil-3-etoxihidroxifosfinil-sn-glicerol (14), ejemplo de un compuesto de la
invencion

Se prepar6 el compuesto del titulo segun el procedimiento usado para la preparacién de 10a’ a partir de 13 (266 mg,
0,642 mmol), con la Unica excepcion de que se us6 un gradiente desde tolueno:acetona 6:4 hasta
tolueno:acetona:acido acético:agua 55:36:7:2 en la purificacién sobre gel de silice, para facilitar 63 mg (rendimiento
del 22%) del compuesto del titulo como un vidrio. 'H-RMN (400 MHz, cloroformo-d) & ppm 0,88 (t, J=6,8Hz, 3H),
1,23-1,34 (m, 27H), 1,59 (s a, 2H), 2,25-2,38 (m, 2H), 3,45-3,68 (m, 7H); EM (CL-EM-ESI-) m/z 437,3 (M-H).

Ejemplos de composiciones

Ejemplo de composicion 1 - Preparacion a partir de disolucion mediante concentracion a vacio

Se carg6 un matraz de 10 ml con un fondo en forma de flecha con el compuesto de formula | PEth-16:0/18:1-H
(7,5 g), la referencia interna dimetilsulfona (1,3 mg), el aditivo anfifilo (0 mg), seguido por adiciéon del disolvente
fuerte CDCl3 (1,5 ml). Tras agitar la mezcla hasta la disolucion, se afnadié el disolvente deuterado DMSO-d6
(0,75 ml) y se aplico el matraz a un evaporador rotatorio que operaba a 200 rpm a vacio, a 22°C durante la noche.
Se transfirio la disolucion obtenida a un tubo de RMN mediante decantacién, seguido por registro de 'H-RMN para
facilitar el espectro mostrado en la figura 2A.

Se llevaron a cabo los ejemplos de composicién 1 a 11 en analogia al ejemplo de composicion 1 descrito
anteriormente en el presente documento, tal como se resume en la tabla en el presente documento. Se realiz6 la
estimacion de la concentracion final del compuesto de férmula | y la concentracién del disolvente fuerte residente en
el disolvente deuterado mediante la comparacién de las integrales de 'H-RMN de los mismos con la integral de 'H-
RMN de la referencia interna.
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Los ejemplos de composiciones 1 a 11 indican claramente que la presencia de un aditivo anfiflo aumenta la
solubilidad de los compuestos de férmula | en el disolvente deuterado en comparacién con el caso cuando tal aditivo
estd ausente.

Ejemplo de composicion 12 - Preparacion de composicion “AA55” mediante agitacion

A un matraz de 15 ml cargado con SDS (505,6 mg) se le afiadi6 DMSO-d6 (10 ml), seguido por disolucién mediante
agitacion. El peso total de la disolucion (disolucion A) fue de 11,7894 g. Entonces se anadieron PEth-16:0/18:1-
NMe3 (30 mg) y el antioxidante BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol, n.2 CAS: 128-37-0, 1,7 mg) a la disolucion A,
seguido por cierre del matraz y agitacion suave durante 4 h a temperatura ambiental (22°C). Se decant6 la disolucién
resultante de la materia heterogénea y se filtr6 a través de un filiro de algodén para producir una composicién
denominada “AA55” de la invencioén, que comprende PEth-16:0/18:1-NMe3, el detergente SDS y el antioxidante BHT
en el disolvente deuterado DMSO-d6. Se barri6 AA55 con Nz y se almacend en la oscuridad a temperatura
ambiental. Se encontr6 que era estable en estas condiciones durante un tiempo prolongado a lo largo de varias
semanas. Se tomaron cinco alicuotas (en el intervalo de 460,3 a 475,4 mg) de AA55 y se mezclaron individualmente
con cinco disoluciones preparadas individualmente en DMSO-d6 de dimetilsulfona disponible comercialmente
verificada mediante RMNC (Sigma-Aldrich, n.? 8012968580; de 238,5 a 239,1 mg; de 0,523 a 0,544 mg/g). Se
recogieron los espectros de 'H-RMNC para cada una de las mezclas resultantes. Se integraron las sefales
relacionadas con PEth-16:0/18:1-NMe3 a 5,06-5,12 ppm (Hs), 4,26-4,31 ppm (Ha1) y 4,06-4,12 ppm (Ha2), y la sefial
relacionada con dimetilsulfona a 2,99 ppm. La lista resultante de las integrales se usé para calcular la concentracion
de PEth-16:0/18:1-NMe3 en “AA55”, tal como se resumen en los dibujos en el presente documento.

COMPOSICION “AA55” - concentracién de componentes constituyentes

H
(o) 0. _0
>(k/ b ~~ Coremn-18.018 1-ume3=1.2 umol/g (0.90 mg/g)
Fi S
o]

N
Ha Hyz H,C ‘\CH3
CH,
PEth-16:0/18:1-NMe3
/\/\/\/\/\/\o_lsl_o' CSDS=41 mg/g
O Na'
SDS
H

Cenr=1mg/g

BHT
Ejemplo de composicion 13 - Preparacion mediante agitacion y calentamiento

Se agité una mezcla de PEth-16:0/18:1-NMe3 (15 mg), dimetilsulfona (0,4 mg) y DMSO-d6 (0,75 ml) a 38°C durante
15 min. Entonces se permiti6 que la mezcla alcanzara la temperatura ambiental (22°C) y se mantuvo a esa
temperatura durante 1 h. Entonces se separd la disolucién de un precipitado vitreo mediante decantacion y se
transfiri6 a un tubo de RMN. Se estimé que la concentracién de PEth-16:0/18:1-NMe3 en la disolucién era de
aproximadamente 3 mg/ml mediante la comparacion de integrales de 'H-RMN en el espectro de 'H-RMN (figura 7)
de sefnales de PEth-16:0/18:1-NMe3 con la sefal de dimetilsulfona.

Tal como resulta evidente a partir de la comparacion de la concentracién final de PEth-16:0/18:1-NMe3 en la
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composicion resultante del ejemplo de composicidén 12, con la composicién resultante del ejemplo de composicién
13, calentar la mezcla con agitacién da como resultado una concentracién final mayor en comparacion con el caso
cuando la mezcla agitada no se calienta, ni siquiera en algunos casos en que la mezcla no calentada comprende un
detergente. Puede suponerse que la concentracion obtenida con el empleo del procedimiento de calor-frio (ejemplo
de composicién 13) refleja el limite de solubilidad controlado termodinamicamente, mientras que la concentracién
obtenida mediante el empleo del procedimiento de agitacién sencillo (ejemplo de composicién 13) esta limitado
cinéticamente.

Ejemplo de composicion 14 - Preparacion mediante agitacion y calentamiento

Se agit6 una mezcla de PEth-16:0/18:1-NMe3 (15 mg), dimetilsulfona (0,4 mg), SDS (4,5 mg) y DMSO-d6 (0,75 ml) a
38°C durante 15 min. Entonces se permitid que la mezcla alcanzara la temperatura ambiental (22°C) y se mantuvo a
esa temperatura durante 1 h. Entonces se separo6 la disolucion de un precipitado vitreo mediante decantacion y se
transfirio a un tubo de RMN. En la figura 8C se muestra una ampliacion en la region del espectro de "H-RMN.

En las reivindicaciones, el término “comprende/que comprende” no excluye la presencia de otros elementos o
etapas. Ademas, aunque se enumeran individualmente, pueden implementarse una pluralidad de medios, elementos
0 etapas de método por ejemplo mediante una sola unidad o procesador. Ademas, aunque pueden incluirse
caracteristicas individuales en reivindicaciones diferentes, estas pueden combinarse posiblemente de manera
ventajosa, y la inclusion en diferentes reivindicaciones no implica que no sea factible y/o ventajosa una combinacién
de caracteristicas. Ademas, las referencias en singular no excluyen una pluralidad. Los términos “un”, “una”,
“primero”, “segundo”, etc., no excluyen una pluralidad. Los signos de referencia en las reivindicaciones se facilitan
meramente como ejemplo aclaratorio y no deben considerarse como limitativos del alcance de las reivindicaciones
en modo alguno.
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REIVINDICACIONES

Composicion que comprende un compuesto de formula |

O/RZ
R17 P. R3
0 HO O

o cualquier sal, diasteredmero, enantiomero, mezcla racémica, mezcla escalémica o forma isotopicamente
enriquecida del mismo y un disolvente polar aproético deuterado para la determinacion de la concentracion
de dicho compuesto de formula | mediante 'H-RMNC, en la que

R1 se selecciona del grupo que consiste en -C(=0)-alquilo lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal
C2-25:1-6;

R2 se selecciona del grupo que consiste en -C(=0)-alquilo lineal C2-25 y -C(=0)-alquenilo lineal
C2-25:1-6;

R3 es alquilo C1-6;

la suma de dicho compuesto de férmula | y cualquier forma de sal, diasteredmero, enantiomero,
mezcla racémica, mezcla escalémica y forma isotépicamente enriquecida del mismo supera 0,05
umol/g de dicha composicion; y

dicho disolvente polar aproético deuterado es miscible con agua en cualquier proporcién a una
temperatura de 20 a 25°C y comprende menos del 5% de isétopos 'H residuales.

Composicion segun la reivindicacién 1, en la que

R3 es etilo; y

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en acidos grasos saturados, acidos
grasos insaturados ®-3, acidos grasos insaturados ®-6, acidos grasos insaturados -7 y acidos grasos
insaturados -9.

Composicion segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicho compuesto de férmula | esta enriquecido
isotopicamente con deuterio.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho disolvente polar
aprotico deuterado es un disolvente polar aprotico seleccionado del grupo que consiste en acetona-d6,
acetonitrilo-d3, dimetilsulféxido-d6, N,N-dimetilformamida-d7, N-metil-2-pirrolidona-d9, tetrahidrofurano-d8,
piridina-d5, 1,4-dioxano-d8 y diglima-di4.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un aditivo
anfifilo en una cantidad que supera 1 mg/g de dicha composicion, siendo dicho aditivo anfifilo un detergente
seleccionado del grupo que consiste en detergentes anidnicos, catiénicos, no iénicos y zwitterionicos.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una
referencia interna, en la que dicha referencia interna:

esta presente en una cantidad para permitir la deteccién mediante 'H-RMN en un periodo de
tiempo que es esencialmente igual a o menor que el periodo de tiempo necesario para la deteccion
mediante 'H-RMN de dicho compuesto de férmula I y

origina al menos una sefal de 'H-RMN, sefial de 'H- RMN que es adecuada para la integracion y
que esta separada esencialmente de todas las sefiales de "H-RMN de dicho compuesto de formula
I, con la generacién de un espectro de "H-RMN de dicha composicion.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho compuesto de
féormula | es un PEth pentadeuterado.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el compuesto de féormula |
es PEth-16:0/18:1 o PEth-16:0/18:2.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha sal se selecciona del
grupo que consiste en sal de amonio, sales de alquilamonio, sales de dialquilamonio en que los grupos
alquilo son grupos alquilo seleccionados independientemente, sales de trialquilamonio en que los grupos
alquilo son grupos alquilo seleccionados independientemente y sal de tetraalquilamonio cuaternario.
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Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha sal se selecciona del
grupo que consiste en metilamonio, etilamonio, dimetilamonio, diisopropilamonio, dietilamonio,
trimetilamonio, diisopropilmetilamonio o trietilamonio.

Método de produccién de una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que
comprende las etapas de:

(i) tratar dicho compuesto de féormula | con dicho disolvente polar aproético deuterado hasta que
todo o parte de dicho compuesto de féormula | se disuelve en dicho disolvente polar aproético
deuterado, para obtener una primera composicion intermedia; y

(i) si dicha primera composicion intermedia comprende cualquier materia heterogénea, retirar
opcionalmente dicha materia heterogénea mediante filtracion o decantacion.

Método para la determinacion de la concentracion de un compuesto de formula | en una composicion segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 mediante 'H-RMNC, que comprende las etapas de:

(i) recoger al menos dos sefales de 'H-RMN de dlcha composicion;

(i) recoger la integral de al menos una sefial de 'H-RMN aislada originada por dicho compuesto de
formula | y al menos una sefal de 'H-RMN aislada originada por un componente determinante; y
(iii) calcular una concentracién del compuesto de formula | basandose en las integrales recogidas
en la etapa (ii),

en el que se conoce la cantidad del componente determinante o la concentracion de dicho componente
determinante en dicha composicion;

seleccionandose dicho componente determinante del grupo que consiste en disolvente protonado residual
en un disolvente polar aprético deuterado, un aditivo anfifilo, una referencia interna, una referencia externa
y un aditivo.

Método segun la reivindicacion 12, en el que el disolvente polar aprético deuterado es dimetilsulféxido-d6
(DMSO-d6), DMF-d7 o acetona-d6, el aditivo se selecciona de detergente aniénico, catiénico, no iénico y
zwitterionico, el aditivo anfifilo se selecciona de SDS, Na-AOT, Triton-X 100, Tween 20, el patrdn interno se
selecciona de fosfono-metil-glicerol, fosfonometilglicina, dimetilsulfona.

Uso de una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para la produccion de una
disolucién patrén analitica.
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