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DESCRIPCION
Un procedimiento para preparar nanoparticulas poliméricas monocatenarias dispersables en agua

La presente invencion se refiere al campo de las nanoparticulas y mas particularmente al campo de la preparacion
de nanoparticulas. Especialmente, se refiere a un procedimiento para la preparacion de nanoparticulas poliméricas
monocatenarias dispersables en agua. La invencion también se refiere a aquellas nanoparticulas obtenidas por ese
procedimiento, a conjugados dispersables en agua que contienen esas nanoparticulas, asi como a su uso en
biomedicina.

Antecedentes de la técnica

Las nanoparticulas son particulas diminutas con tamafios que son menos de 100 nm y tienen muchas aplicaciones
industriales debido a sus novedosas propiedades fisicas y quimicas. Algunas de esas aplicaciones estan en el
campo de la nanobiotecnologia, la administracion de farmacos, la catalisis, marcadores bioldgicos fluorescentes,
biodeteccion de patdgenos, sensores quimicos, dispositivos opticos/electronicos/magnéticos y en medicina.

El desarrollo de un gran ndmero de técnicas sintéticas ha permitido el uso de muchos tipos diferentes de materiales
para obtener tamafos muy diversos de nanoparticulas, desde cientos a solo unos pocos nanémetros. Sin embargo,
la preocupacion principal del uso de nanoparticulas en nanomedicina es su toxicidad potencial para los sistemas
vivos derivada principalmente de la acumulacion en diferentes tejidos y érganos.

Se sabe que las propiedades fisicas y quimicas exhibidas de las nanoparticulas a menudo son dependientes del
tamafo. Se han desarrollado varios enfoques para la sintesis de masa molar controlada y distribucion estrecha del
tamafio para garantizar la uniformidad de las nanoparticulas resultantes tanto como sea posible a una gran escala.
Uno de estos enfoques comprende el uso de la quimica de reaccion en clic.

Un procedimiento de reaccion necesita cumplir con los siguientes requisitos para clasificarse como un procedimiento
de reaccion en clic: tener una trayectoria de reaccion unica; ser quimioselectivo; ser de alcance amplio (es decir,
aplicable bajo un amplio intervalo de condiciones con una multitud de sustratos de partida); ser modular; dar
compuestos estables; y mostrar altos rendimientos. Los requisitos adicionales para las reacciones que implican uno
0 mas reactivos poliméricos para clasificarse como reacciones en clic son: funcionar en escalas de tiempo rapidas; y
proceder con equimolaridad.

Se han desarrollado tres métodos diferentes para la construccién de nanoparticulas monocatenarias a través de
quimica en clic: homoacoplamiento intracatenario, heteroacoplamiento intracatenario y colapso inducido por
reticulador. En particular, el procedimiento de colapso inducido por reticulador implica la adiciéon de un reticulador
para generar la reticulacion intra-molecular de una Unica cadena polimérica para dar nanoparticulas poliméricas
monocatenarias discretas a través de quimica en clic. La reaccion comprende el enlace de los grupos reticulables
del agente de reticulado con los grupos reactivos complementarios de la cadena polimérica. El tamafio de las
nanoparticulas resultantes se controla de forma precisa por el grado inicial de polimerizacion del precursor
polimérico o bien el nivel de incorporacion del agente de reticulado.

Incluso aunque se ha reconocido la eficiencia de esta técnica, esta estrategia padece algunos inconvenientes. Uno
de estos inconvenientes es la generacion de subproductos obtenidos por la reaccién de reticulado inter-molecular
indeseada entre diferentes cadenas poliméricas. Para evitar estas reacciones inter-moleculares indeseadas, se
requiere el uso de condiciones de reaccion ultra-diluidas. Sin embargo, estas condiciones comprometen la viabilidad
de la sintesis a gran escala de nanoparticulas usando este procedimiento y no asegura que las reacciones de
reticulado inter-moleculares se eviten enteramente.

Inconvenientes adicionales de los procedimientos en clic sintéticos mencionados anteriormente son las condiciones
de reaccion experimental exigentes requeridas. Por ejemplo, el uso de disolventes organicos y el uso de
catalizadores limitan su amplio uso a una gran escala debido a que se requieren etapas de purificacion y refinado
adicionales. Adicionalmente, los materiales de partida tales como precursores poliméricos, el agente de reticulado
y/o bien las nanoparticulas obtenidas pueden ser incompatibles con las condiciones experimentales requeridas en la
reaccion.

Otros procedimientos para la preparacion de nanoparticulas poliméricas monocatenarias se han descrito en el
estado de la técnica. Estos procedimientos se llevan a cabo en altas temperaturas. El uso de altas temperaturas es
un inconveniente para su escalado industrial.

Por lo tanto, se han descrito en el estado de la técnica varias mejoras para llevar a cabo el procedimiento de
reaccion de colapso inducido por reticulador anterior en condiciones suaves. Se han estudiado la reduccién de la
temperatura y/o la retirada de disolventes organicos y de catalizador.

Sin embargo, se describe en el estado de la técnica que la temperatura es un parametro critico para obtener
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nanoparticulas. Adicionalmente, los requisitos del medio de reaccién anhidro severos para llevar a cabo algunas de
las reacciones en clic anteriormente mencionadas debido a la presencia de catalizadores/iniciadores incompatibles
con agua limitan la produccion industrial de nanoparticulas poliméricas monocatenarias.

Por lo tanto, de lo que se conoce en la técnica, se deriva que todavia existe la necesidad de proporcionar un
procedimiento de escalado para la preparacion de nanoparticulas hidrosolubles en condiciones suaves.

Sumario de la invenciéon

Los inventores han descubierto un procedimiento de escalado sencillo para preparar nanoparticulas dispersables en
agua que tienen un tamafo de particula reducido controlado manteniendo la polidispersion del precursor de cadena
polimérica. El procedimiento de la invencion también permite aumentar la reaccién de reticulado intramolecular para
producir nanoparticulas bien definidas sin o con una cantidad minima de reacciones de acoplamiento inter-molecular
entre las cadenas poliméricas. El control del tamafio de particula y la polidispersion de las particulas dispersables en
agua se logra mediante la seleccion del precursor de cadena polimérica apropiado que tiene una solubilidad
apropiada en agua, en combinacion con las condiciones experimentales suaves. Las condiciones suaves implican el
uso de un medio acuoso y llevar a cabo el procedimiento a temperaturas ambientales en un sistema de alta dilucion
que resulta de la adicidn controlada, lenta y continua del agente de reticulado al polimero (o viceversa). Es ventajoso
porque el procedimiento de la invencion permite obtener nanoparticulas dispersables en agua en ausencia de
disolventes organicos y catalizadores de polimerizacion o reticulado.

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento para preparar nanoparticulas
poliméricas monocatenarias dispersables en agua, que comprende reticular un polimero que tiene una solubilidad
igual a o mas alta que 100 mg por litro de agua y una cantidad de grupos reactivos complementarios comprendida
del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades de monémero presentes en la cadena polimérica; teniendo
un agente de reticulado homobifuncional grupos reticulables; mediante (a) la adicion de una soluciéon acuosa del
polimero a una solucion acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una velocidad de adicién que permita
tener durante la adicién del polimero una concentracion de los glrupos reticulables del polimero en la solucién del
agente de reticulado homobifuncional comprendida de 10%a 10 molar; o, como alternativa, (a') la adicion de una
solucion acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una soluciéon acuosa del polimero a una velocidad de
adicion que permita tener durante la adicion del agente de reticulado homobifuncional una concentracion del agente
de reticulado homobifuncional en la soluciéon del polimero comprendida de 10° a 107 molar; a una temperatura
comprendida de 20 a 25 °C en ausencia de un catalizador; en la que las nanoparticulas poliméricas monocatenarias
dispersables en agua tienen un tamafo de particula comprendido de 3 a 30 nm y una polidispersion de la particula
igual a la polidispersion del polimero + 20 %.

El segundo aspecto de la presente invencion se refiere a las nanoparticulas monocatenarias dispersables en agua
obtenibles por el procedimiento como se define en el primer aspecto de la invencion.

El tercer aspecto de la invencion se refiere a un conjugado dispersable en agua, que comprende las nanoparticulas
poliméricas monocatenarias dispersables en agua como se definen en el primer o el segundo aspectos de la
invencion y al menos un agente activo.

El cuarto aspecto de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica o diagnostica que comprende el
conjugado dispersable en agua como se define en el tercer aspecto de la invencion, junto con uno o mas excipientes
o vehiculos farmacéutica o diagnosticamente aceptables apropiados.

El quinto aspecto de la invencion se refiere a un kit que comprende el conjugado dispersable en agua como se
define en el tercer aspecto de la invencion.

El sexto aspecto de la invencion se refiere a un conjugado dispersable en agua como se define en el tercer aspecto
de la invencion, para su uso en terapia cuando el agente activo es un principio activo.

El séptimo aspecto de la invencion se refiere al uso del conjugado dispersable en agua como se define en el tercer
aspecto de la invencion, en el que el agente activo es un agente de formaciéon de imagen para su uso como un
agente de formacion de imagen.

El octavo aspecto de la invencion se refiere al conjugado dispersable en agua como se define en el tercer aspecto
de la invencion para su uso en diagnosticos.

Por ultimo, el noveno aspecto de la invencion se refiere al uso de las nanoparticulas poliméricas monocatenarias
dispersables en agua como se definen en el primer y el segundo aspectos de la invencién como un vehiculo.

Descripcion detallada de la invencién

Todos los términos como se usan en el presente documento en la presente solicitud, salvo que se indique otra cosa,
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se entenderan en su significado comun, tal como se conoce en la técnica. Otros términos y definiciones mas
especificos como se usan en la presente solicitud son como se expone a continuacion y pretenden aplicarse
uniformemente a lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones salvo que una definiciéon expresamente
expuesta de otra manera proporcione una definicion mas amplia.

El término "dispersable en agua" se refiere a una nanoparticula polimérica monocatenaria cuya dispersabilidad en
agua es igual a o mayor de 100 mg por litro de agua. El término "dispersabilidad" se refiere a la capacidad de la
nanoparticula polimérica monocatenaria de la presente invencion de dispersarse uniformemente en agua y puede
filtrarse a través de un filtro de tamaro de 0,2 micrémetros.

El término "solucién acuosa" se refiere a una soluciéon que contiene un minimo de un 50 % en peso de agua pura.

El término "polimero" se refiere a moléculas formadas a partir de la uniéon quimica de dos 0 mas monémeros que se
repiten. Por consiguiente, el término "polimero" incluye homopolimeros (preparados a partir de dos o mas
monomeros iguales) y copolimeros (preparados a partir de dos 0 mas mondémeros diferentes). Los términos
"polimero”, "polimero precursor”, "polimero lineal" y "bobina de polimero" tienen el mismo significado y se usan
intercambiablemente. Estos términos se refieren al polimero que se usa como un material de partida para la
preparacion de las nanoparticulas de la presente invencion. El polimero puede ser sintético, natural o semisintético.
El término "polimero" se refiere a moléculas que tienen un peso molecular (MW) mayor de 10.000 Da;
preferentemente comprendido de 10.000 a 100.000 Da; mas preferentemente de 20.000 a 50.000 Da. El término
"polimero sintético" se refiere a aquellos polimeros que no son de origen natural y que se producen enteramente a
través de sintesis quimica. El término "polimero natural" se refiere a aquellos polimeros que son polimeros de origen
natural. El término "polimero semisintético" se refiere a aquellos polimeros naturales que se han modificado
quimicamente a través de sintesis quimica.

Los polimeros usados en la presente invencion tienen una solubilidad igual a o mas alta que 100 mg por litro de
agua. La solubilidad de los polimeros de la invencion puede medirse por cualquier método descrito en el estado de la
técnica para medir la solubilidad de los polimeros. En particular, en la presente invencion la solubilidad se ha
determinado midiendo la transmitancia de la luz visible que ha de ser el 100 % para aquellos polimeros
completamente disueltos.

Los polimeros usados en la presente invenciéon contienen una cantidad de monémeros reactivos complementarios
comprendida del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades de mondédmero presentes en la cadena
polimérica. El término "grupos reactivos complementarios" se refiere a aquellos grupos funcionales del polimero que
permiten formar una nanoparticula reticulada tridimensional (red) con los grupos reticulables del agente de
reticulado. Los "grupos reactivos complementarios" pueden estar formando parte del esqueleto del polimero o
pueden estar fijados al esqueleto como cadenas laterales.

El término "polidispersion de un polimero" se refiere a la "polidispersidad de un polimero”, un valor calculado
dividiendo el peso molecular promedio en peso del polimero entre el peso molecular promedio en nimero. Este valor
significa el intervalo de pesos moleculares presentes en el polimero y se refiere a la amplitud de la distribucién del
peso molecular obtenida a partir del analisis por cromatografia de exclusién molecular (SEC).

El término "polidispersiéon del tamafio de particula de la nanoparticula" se refiere a "polidispersidad del tamafio de
particula", un valor obtenido del cuadrado de la desviacién estandar dividido entre el diametro medio. La
polidispersidad del tamafio de particula se refiere a la amplitud de la distribucién del tamaio obtenida por dispersion
de luz dinamica (DLS).

Esos "grupos reactivos complementarios" pueden estar formando parte del esqueleto del polimero o pueden
introducirse en la estructura del polimero. Cuando se introducen los grupos reactivos complementarios, esta etapa
puede llevarse a cabo en varias etapas, durante la etapa de polimerizacion o bien cuando el procedimiento de
polimerizacién ya ha acabado. En una realizacién particular, la adicion de los "grupos reactivos complementarios" se
lleva a cabo por una transesterificacion de un grupo hidroxilo de una cadena de polisacarido con glicidilmetacrilato.

El término "reticulado” se refiere a una nanoparticula que tiene una red de reticulado tridimensional en la que la red
se forma por una cadena Unica del polimero de partida que se ha colapsado por uno o mas agentes de reticulado.

El término "reticulacién" se refiere en el campo de la ciencia polimérica al uso de reticuladores para promover una
diferencia en las propiedades fisicas de los polimeros. El término "reticulo" se refiere a enlaces que enlazan un
"grupo reactivo complementario” con un grupo reticulable del agente de reticulacion mediante enlace covalente. Por
ejemplo, el enlace que enlaza un "grupo reactivo complementario" de la cadena unica del polimero con un grupo
reticulable del agente de reticulacion por enlace covalente, o viceversa. El término "reticulador" o "agente de
reticulado" que se usa en el presente documento intercambiablemente se refiere al compuesto que tiene la
capacidad de reticular cadena o cadenas poliméricas. El término "agente de reticulado homobifuncional” se refiere a
aquellos agentes de reticulado que contienen dos sitios reactivos idénticos (es decir, dos grupos reticulables
idénticos), que pueden reaccionar con los grupos reactivos complementarios.
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El término "mondmero reticulable" o "mondmero reactivo" o "mondémero complementario” que se usan en el presente
documento intercambiablemente se refieren al grupo funcional en la cadena polimérica que reacciona con el
reticulador para formar las nanoparticulas poliméricas monocatenarias.

El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos excipientes o vehiculos adecuados para su uso en la
tecnologia farmacéutica para preparar composiciones con uso médico.

El término "diagndsticamente aceptable” se refiere a aquellos excipientes o vehiculos adecuados para su uso en la
tecnologia diagndstica para preparar composiciones con uso diagnoéstico. En particular, el término "diagnosticamente
aceptable" se refiere a aquellos excipientes o vehiculos adecuados para su uso en la tecnologia diagnéstica para
preparar composiciones con uso diagnostico de formacion de imagen.

En una realizacion alternativa, el procedimiento de la invencién se lleva a cabo a una velocidad de adicién que
permita tener durante la adicidon del polimero una concentracion de Ios grupos reticulables del polimero en la
solucion del agente de reticulado homobifuncional comprendida de 10 a 10" molar (procedimiento a). En una
realizacion alternativa, el procedimiento de la invencion se lleva a cabo a una velocidad de adiciéon que permita tener
durante la adicion del agente de reticulado homobifuncional una concentracién del agente de reticulado
homobifuncional en la solucién del polimero comprendida de 10 a 10" molar (procedimiento a').

En una realizacion preferida, la concentracion de los grupos reticulables del polimero en la solucion del agente de
reticulado homobifuncional o, como alternatlva la concentramon del agente de reticulado homoblfun0|onal en la
solucion del polimero esta comprendida de 10 a 10® molar; mas preferentemente de aproximadamente 10" molar.
La tasa de adicién en combinacién con las otras condiciones experimentales mencionadas anteriormente permite
preparar nanoparticulas con las propiedades fisicas y quimicas apropiadas para que se usen en biomedicina.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacién, el procedimiento para preparar nanoparticulas poliméricas monocatenarias
dispersables en agua, que comprende reticular un polimero que tiene una solubilidad igual a o mas alta que 100 mg
por litro de agua y una cantidad de grupos reactivos complementarios comprendida del 5 al 60 % en moles de la
cantidad total de unidades de mondmero presentes en la cadena polimérica; teniendo un agente de reticulado
homobifuncional grupos reticulables; mediante (a) la adicién de una solucidon acuosa del polimero a una solucion
acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una velocidad de adicion que permita tener durante la adicion del
polimero una concentracién de Ios grupos reticulables del polimero en la solucién del agente de reticulado
homobifuncional comprendida de 10 a 10" molar; a una temperatura comprendida de 20 a 25 °C en ausencia de un
catalizador; en la que la nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en agua tiene un tamafio de particula
comprendido de 3 a 30 nm y una polidispersion de la particula igual a la polidispersion del polimero + 20 %.

En una realizacion alternativa, opcionalmente en combinacion con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacion, el procedimiento para preparar nanoparticulas poliméricas monocatenarias
dispersables en agua, que comprende reticular un polimero que tiene una solubilidad igual a o mas alta que 100 mg
por litro de agua y una cantidad de grupos reactivos complementarios comprendida del 5 al 60 % en moles de la
cantidad total de unidades de mondmero presentes en la cadena polimérica; teniendo un agente de reticulado
homobifuncional grupos reticulables; mediante (a') la adicion de una solucidon acuosa del agente de reticulado
homobifuncional a una solucién acuosa del polimero a una velocidad de adiciéon que permita tener durante la adicion
del agente de reticulado homoblfunC|onaI una concentracion del agente de reticulado homobifuncional en la solucién
del polimero comprendida de 10 a 107 molar; a una temperatura comprendida de 20 a 25 °C en ausencia de un
catalizador; en la que la nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en agua tiene un tamafio de particula
comprendido de 3 a 30 nm y una polidispersion de la particula igual a la polidispersion del polimero + 20 %.

En una realizacion de la invencion, opcionalmente en combinacién con uno o mas rasgos de las diversas
realizaciones descritas anteriormente o a continuacioén, el procedimiento es aquel en el que las nanoparticulas
poliméricas monocatenarias dispersables en agua tienen una polidispersion de la particula igual a la polidispersion
del polimero + 15 %; preferentemente + 10 %; mas preferentemente + 5 %.

En una realizacion de la invencion, opcionalmente en combinacién con uno o mas rasgos de las diversas
realizaciones descritas anteriormente o a continuacioén, el procedimiento es aquel en la que las nanoparticulas
poliméricas monocatenarias dispersables en agua tienen un tamafio de particula comprendido de 5 a 20 nm y una
polidispersién de la particula igual a la polidispersion del polimero + 20 %.

El procedimiento de la invencién se lleva a cabo con un polimero que tiene una cantidad de grupos reactivos
complementarios comprendida del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades de monémero presentes en
la cadena polimérica. En una realizacion, opcionalmente en combinacién con uno o mas rasgos de las diversas
realizaciones descritas anteriormente o a continuacion, el procedimiento se lleva a cabo con un polimero que tiene
una cantidad de mondmeros reactivos complementarios comprendida del 10 al 40 % en moles de la cantidad total de
unidades de mondmero presentes en la cadena polimérica.
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El procedimiento de la invencion es aquel en el que las nanoparticulas poliméricas monocatenarias tienen un tamafio
de particula comprendido de 3 a 30 nm; con una polidispersion de la particula igual a la polidispersion del polimero +
20 %. En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacion, el procedimiento se lleva a cabo con un polimero que tiene una cantidad
de grupos reactivos complementarios comprendida del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades de
monomero presentes en la cadena polimérica; mas preferentemente comprendida del 10 al 40 % en moles de la
cantidad total de unidades de mondmero presentes en la cadena polimérica. El tamafio de particula de las
nanoparticulas de la invencion y su polidispersion pueden medirse por cualquier método descrito en el estado de la
técnica para medir el tamafio de particula de las nanoparticulas. En particular, el método usado en la presente
invencion para medir el tamafio de particula en solucion es la dispersion de luz dinamica (DLS) que informa del
diametro promedio en ndmero y el microscopio de fuerza atémica (MFA) o el microscopio electrénico de transmision
(MET) para medir las particulas secas y el método usado en la presente invencion para medir la polidispersion de la
particula de las nanoparticulas es la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC).

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento es aquel en el que el porcentaje de reticulacion intramolecular de la
nanoparticula esta comprendido del 3 al 45 % en moles de la cantidad total de unidades de monémero presentes en
la cadena polimérica de la nanoparticula; preferentemente comprendida del 5 al 20 % en moles de la cantidad total
de unidades de monémero presentes en la cadena polimérica.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento comprende hacer reaccionar un polimero que tiene una cantidad de
grupos reactivos complementarios comprendida del 10 al 40 % en moles de la cantidad total de unidades de
monomero presentes en la cadena polimérica; y las nanoparticulas poliméricas monocatenarias tienen un tamafio de
particula comprendido de 3 a 20 nm y un porcentaje de reticulacion intramolecular comprendido del 5 al 20 % en
moles de la cantidad total de unidades de mondémero presentes en la cadena polimérica.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, en el procedimiento de la invencion, el polimero es un copolimero. Los ejemplos de
los copolimeros apropiados para la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, copolimeros de metacrilato,
copolimeros de acrilato-metacrilato o copolimeros de acrilamida, por ejemplo poli[acido (meta)acrilico-co-metacrilato
de 2-(2-(aminooxi)acetamido)etilo] y poli[N,N-dimetil-2-aminoetilmetacrilato-co-metacrilato de 2-(aminooxi)etilo].

En una realizacion alternativa, opcionalmente en combinacion con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacién, en el procedimiento de la invencién, el polimero es un polimero semi-
sintético derivado de un polimero natural. Los ejemplos de polimeros naturales apropiados para la preparacion del
semi-sintético apropiado para la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, dextrano, alginato, quitosano y
acido hialurénico. Los ejemplos de polimeros semi-sintéticos apropiados para la presente invencion incluyen
dextrano derivatizado con metacrilato de glicidilo o acido hialurénico.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacioén, en el procedimiento de la invencion, el grupo reactivo complementario del polimero
de la invencion es el grupo -O-C(=0)-C(=CH.)-CHg; el grupo reticulable del agente de reticulado homobifuncional es
el grupo -SH; y el procedimiento se lleva a cabo a un pH igual a o mas alto que 8. En una realizacion alternativa,
opcionalmente en combinacién con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas anteriormente o a
continuacion, en el procedimiento de la invencion el grupo reactivo complementario del polimero es un grupo -SH, el
grupo reticulable del agente de reticulado homobifuncional es un grupo -O-C(=0)-C(=CH;)-CHs y el procedimiento se
lleva a cabo a un pH igual a 0 mas alto que 8.

En una realizacién, opcionalmente en combinacidon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, en el procedimiento de la invencion, el grupo reactivo complementario del polimero
de la invencion es el grupo -O- NHy; el grupo reticulable del agente de reticulado homobifuncional es un grupo -CHO;
y el procedimiento se lleva a cabo a un pH comprendido desde 5y 7. En una realizacion alternativa, opcionalmente
en combinacién con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas anteriormente o a continuacion, en el
procedimiento de la invencion, el grupo reactivo complementario del polimero es un grupo -CHO, el grupo reticulable
del agente de reticulado homobifuncional es un grupo -O-NH, y el procedimiento se lleva a cabo a un pH
comprendido desde 5 hasta 7.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento de la invencion comprende ademas una etapa previa de someter
un polimero con grupos reactivos complementarios protegidos a una reaccion de desproteccion para producir el
polimero que tiene los grupos reactivos complementarios desprotegidos como se define anteriormente. La reaccion
de desproteccion puede comprender someter el polimero a los grupos reactivos complementarios protegidos a
condiciones acidas, a condiciones basicas o cualquier otra condicién de desprotecciéon adecuada.
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En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento de la invencion comprende ademas una etapa previa de someter
un agente de reticulado con grupos reticulables protegidos a una reaccion de desproteccion para producir el agente
de reticulado con grupos reticulables complementarios desprotegidos como se define anteriormente. La reaccién de
desproteccion puede comprender someter el agente de reticulado con los grupos reticulables protegidos a
condiciones acidas, a condiciones basicas o cualquier otra condiciéon de desproteccion adecuada.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento de la invencion comprende ademas una etapa previa de someter
un polimero con grupos reactivos complementarios protegidos a una reaccion de desproteccion para producir el
polimero que tiene los grupos reactivos complementarios desprotegidos como se define anteriormente; y someter un
agente de reticulado con grupos reticulables protegidos a una reaccién de desproteccion para producir el agente de
reticulado con grupos reticulables complementarios desprotegidos como se define anteriormente.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuaciéon, en el procedimiento de la invencidon en el que la nanoparticula polimérica
monocatenaria dispersable en agua como se define anteriormente o a continuacién tienen grupos funcionales
reactivos, el procedimiento comprende ademas una etapa adicional de convertir los grupos funcionales reactivos en
grupos funcionales no reactivos. Es ventajoso debido a que esas modificaciones pueden mejorar algunas
propiedades fisicas y/o quimicas de las nanoparticulas tales como por ejemplo su tiempo de vida o su estabilidad.
Las modificaciones apropiadas de la estructura de la nanoparticula pueden ser el enlace covalente de la cadena de
polietilenglicol, el enlace covalente de un péptido, la incorporacién de grupos funcionales cargados positivos o bien
negativos y el enlace de grupos hidroxilo y alcanos de bajo peso molecular.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacién, el procedimiento de la invencién comprende ademas una etapa adicional de
purificacion de la nanoparticula obtenida en el procedimiento como se define anteriormente y a continuacion. Puede
usarse cualquier método apropiado para purificar la nanoparticula descrita en el estado de la técnica. En particular,
la etapa de purificacion se selecciona del grupo que consiste en didlisis, filtracién por centrifuga y precipitacion;
preferentemente, la etapa de purificacion se lleva a cabo por didlisis.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento de la invencién comprende ademas una etapa adicional de secado
de la nanoparticula como se define anteriormente y a continuacion. Puede usarse cualquier método apropiado para
secar la nanoparticula descrita en el estado de la técnica. En particular, la etapa de secado se selecciona del grupo
que consiste en secado por pulverizacion y secado por congelacion. En una realizacion preferida, la etapa de secado
llevada a cabo es secado por congelacion.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento de la invencién comprende ademas etapas adicionales, en el que
las etapas adicionales comprenden: purificar y secar la nanoparticula obtenida en el procedimiento como se define
anteriormente o a continuacion.

La nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en agua obtenible por un procedimiento como se define
anteriormente en el primer aspecto de la invencion es también parte de la invencion. Para los fines de la presente
invencion las expresiones "obtenible", "obtenido" y expresiones equivalentes se usan intercambiablemente y, en
cualquier caso, la expresion "obtenible" abarca la expresion "obtenido".

El tercer aspecto de la invencion se refiere a un conjugado dispersable en agua, que comprende la nanoparticula
polimérica monocatenaria dispersable en agua como se define anteriormente en el primer y el segundo aspectos de
la invencion y al menos un agente activo. La estructura de la nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en
agua es ventajosa por su versatilidad y multifuncionalidad que permite la carga de un enorme intervalo de agentes
activos. Adicionalmente, el tamafio de particula y la polidispersidad de las nanoparticulas obtenidas por el
procedimiento de la invencion también es ventajoso porque permite obtener conjugados dispersables en agua que
tienen las propiedades fisicas y quimicas adecuadas para su uso en biomedicina.

Estos agentes activos pueden unirse covalentemente de forma directa o mediante uno o dos conectores al
esqueleto; o, como alternativa, pueden unirse no covalentemente al esqueleto. En una realizacion, opcionalmente en
combinacién con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas anteriormente o a continuacion, el agente
activo se selecciona del grupo que consiste en el principio activo y un agente de agente de formacion de imagen.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacién, el agente activo es un principio activo; preferentemente el principio activo se
selecciona de agentes pequefios (es decir, ingredientes farmacéuticos activos) a biomoléculas (es decir, péptidos,
proteinas y acidos nucleicos). Los ejemplos de principio activo incluyen, pero sin limitacion, anticuerpo, antigeno,
péptido, oligosacarido, oligonucleétido de doble cadena (ADN) y ARNip.
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El procedimiento para preparar un conjugado dispersable en agua como se define anteriormente es también parte de
la invencion.

En una realizacion alternativa, opcionalmente en combinacion con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacién, el procedimiento comprende poner en contacto las nanoparticulas
poliméricas monocatenarias dispersables en agua de la presente invencion con el agente activo como se define
anteriormente para obtener un conjugado dispersable en agua.

En una realizacion alternativa, opcionalmente en combinacion con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacion, el procedimiento para preparar el conjugado dispersable en agua
comprende llevar a cabo el procedimiento del primer aspecto de la invencion con un agente activo polimérico.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento para preparar el conjugado dispersable en agua, que comprende
reticular un agente activo polimérico con un agente de reticulado homobifuncional, comprende ademas una etapa
previa de poner en contacto el polimero con el agente activo como se define anteriormente para obtener un agente
activo polimérico. Por lo tanto, el procedimiento comprende poner en contacto un polimero que tiene una solubilidad
igual a 0 mas alta que 100 mg por litro de agua y una cantidad de grupos reactivos complementarios comprendida
del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades de monémero presentes en la cadena polimérica con un
agente activo para obtener un agente activo polimérico; y reticular el agente activo polimérico obtenido en la etapa
previa con un agente de reticulado homobifuncional que tiene grupos reticulables; mediante (a) la adicion de una
solucion acuosa del agente activo polimérico a una solucién acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una
velocidad de adicion que permita tener durante la adicion del agente activo polimérico una concentracion de los
grupos reticulables del polimero en la solucion del agente de reticulado homobifuncional comprendida de 10° a 10°

molar o, como alternativa, (a') la adicion de una solucién acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una
solucion acuosa del agente activo polimérico a una velocidad de adicion que permita tener durante la adicion del
agente de reticulado homobifuncional una concentraaon del agente de reticulado homobifuncional en la solucién del
agente activo polimérico comprendida de 10° a 10" molar; a una temperatura comprendida de 20 a 25 °C en
ausencia de un catalizador; para obtener un conjugado dispersable en agua de la presente invencion.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el procedimiento para preparar el conjugado dispersable en agua, que comprende
reticular un agente activo polimérico con un agente de reticulado homobifuncional, comprende ademas una etapa
previa de preparacion del agente activo polimérico polimerizando las unidades de monémero correspondientes del
polimero en presencia del agente activo para obtener un agente activo polimérico como se define anteriormente. Por
lo tanto, el procedimiento comprende polimerizar las unidades de monémero correspondientes en presencia del
agente activo para obtener un agente activo polimérico que tiene una cantidad de grupos reactivos complementarios
comprendida del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades de mondédmero presentes en la cadena
polimérica; y reticular el agente activo polimérico obtenido en la etapa previa con un agente de reticulado
homobifuncional que tiene grupos reticulables; mediante (a) la adicion de una solucién acuosa del agente activo
polimérico a una soluciéon acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una velocidad de adicién que permita
tener durante la adicion de la mezcla del agente activo polimérico una concentracion de Ios grupos reticulables del
polimero en la soluciéon del agente de reticulado homobifuncional comprendida de 10° a 10" molar o, como
alternativa, (a') la adiciéon de una soluciéon acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una solucién acuosa
del agente activo polimérico a una velocidad de adicion que permita tener durante la adicion del agente de reticulado
homobifuncional una concentramon deI agente de reticulado homobifuncional en la solucion del agente activo
polimérico comprendida de 10° a 107 molar; a una temperatura comprendida de 20 a 25 °C en ausencia de un
catalizador; para obtener un conjugado dispersable en agua de la presente invencion.

En una realizacion alternativa, opcionalmente en combinacion con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacion, el procedimiento para preparar el conjugado dispersable en agua
comprende llevar a cabo el procedimiento del primer aspecto de la invencién con un agente activo de reticulado
homobifuncional que tiene grupos reticulables.

En una realizacion alternativa, opcionalmente en combinacion con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones
descritas anteriormente o a continuacion, el procedimiento para preparar el conjugado dispersable en agua, que
comprende reticular un polimero con un agente activo de reticulado homobifuncional, comprende ademas una etapa
previa de poner en contacto el agente de reticulado homobifuncional con el agente activo como se define
anteriormente para obtener un agente activo de reticulado homobifuncional. Por lo tanto, el procedimiento
comprende reticular un polimero que tiene una solubilidad igual a o mas alta que 100 mg por litro de agua y una
cantidad de grupos reactivos complementarios comprendida del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades
de mondmero presentes en la cadena polimérica con un agente activo de reticulado que tiene grupos reticulables
obtenido en la etapa anterior; mediante (a) la adiciéon de una solucion acuosa del polimero a una solucién acuosa del
agente activo de reticulado homobifuncional a una velocidad de adicion que permita tener durante la adicion del
polimero una concentracion de los grupos reticulables del polimero en la solucion del agente activo de reticulado
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homobifuncional comprendida de 102 a 10" molar 0, como alternativa, (a') la adicion de una solucion acuosa del
agente activo de reticulado homobifuncional a una soluciéon acuosa del polimero a una velocidad de adicién que
permita tener durante la adicion del agente activo de reticulado homobifuncional una concentracion del agente activo
de reticulado homobifuncional en la solucién del polimero comprendida de 10° a 10" molar; a una temperatura
comprendida de 20 a 25 °C en ausencia de un catalizador para obtener un conjugado dispersable en agua de la
invencion.

El conjugado dispersable en agua de la presente invencion puede estar en forma de una composicion farmacéutica o
diagndstica, que también es parte de la invencion. Por lo tanto, el cuarto aspecto de la invencion se refiere a una
composicion farmacéutica o diagnodstica que comprende el conjugado dispersable en agua de la presente invencion,
junto con uno o mas excipientes o vehiculos farmacéutica o diagndsticamente aceptables apropiados. Las
composiciones farmacéuticas o diagnosticas pueden estar en forma de composiciones para administracion
parenteral (intramuscular, subcutanea o intravenosa), administracion externa (oral o rectal) o administracion tépica
(dérmica, mucosa o inhalada).

La composicion anteriormente mencionada puede prepararse de acuerdo con métodos bien conocidos en el estado
de la técnica. Los excipientes o vehiculos farmacéutica o diagndsticamente aceptables apropiados y sus cantidades
pueden determinarse facilmente por aquellos expertos en la materia de acuerdo con el tipo de formulaciéon a
prepararse.

El conjugado dispersable en agua de la presente invencion puede estar en forma de un kit, que también es parte de
la invencién. Por lo tanto, el quinto aspecto de la invencion se refiere a un kit que comprende el conjugado
dispersable en agua como se define anteriormente. En una realizacion, el kit comprende ademas medios y/o
instrucciones adecuados. En una realizaciéon alternativa, el kit comprende ademas un soporte sélido, disolventes,
reactivos y/o tampones.

Las nanoparticulas poliméricas monocatenarias dispersables en agua de la presente invencion son intermedios para
la preparacion del conjugado dispersable en agua de la presente invencion. Por lo tanto, las nanoparticulas
poliméricas monocatenarias dispersables en agua de la invencion también son utiles como vehiculos para agentes
activos.

El conjugado dispersable en agua de la invencion que comprende uno o mas ingredientes activos es util en terapia.
También se refiere a un método para la profilaxis y/o el tratamiento de una enfermedad que comprende administrar a
mamiferos en necesidad de dicho tratamiento una cantidad eficaz del conjugado dispersable en agua de la presente
invencion, junto con uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables apropiados.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el conjugado dispersable en agua es aquel en el que el agente activo es un agente
de formacién de imagen. El término "agente de formacion de imagen" se refiere a cualquier sustancia que se usa
como un marcador o potencia estructuras especificas en cualquier técnica de formacion de imagen. En una
realizacion, el agente de formacion de imagen se selecciona del grupo que consiste en agente fluorescente, agente
de contraste y agente de formacién de radioimagen. Los ejemplos de agentes de formacién de imagen apropiados
para la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, metales de transicion y metales de transicion radiactivos
quelados a agentes quelantes, por ejemplo DTPA (acido dietilen triamino pentaacético), DOTA (acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacético) o NOTA (acido 1,4,7-triazaciclononan-1,4,7-triacético), fluoresceina,
rodamina y cian 5,5.

En una realizacién, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas rasgos de las diversas realizaciones descritas
anteriormente o a continuacion, el conjugado dispersable en agua es aquel en el que el agente de formacion de
imagen es un "agente de contraste". El término "agente de contraste" se refiere a agentes que acentuan ciertas
estructuras que de otra manera serian dificiles de ver por técnicas habituales.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del conjugado dispersable en agua como un agente de formacion de
imagen cuando el agente activo es un agente de formacién de imagen.

En una realizacion, el conjugado dispersable en agua se usa como un agente de formacion de imagen en ensayos
de deteccion. Un ensayo de deteccion apropiado puede comprender: (a) poner en contacto el conjugado dispersable
en agua de la invenciéon que tiene un agente activo capaz de unirse especificamente a un agente diana con el
agente diana presente en una muestra a ensayarse durante un periodo de tiempo apropiado que permita la union; vy,
opcionalmente, (b) identificar y/o cuantificar el agente diana. Las muestras de ensayo para la presente invencion
pueden ser suero, plasma, orina y liquido cefalorraquideo.

En una realizacion, el conjugado dispersable en agua se usa como un agente de formacion de imagen en ensayos
de deteccion. Un ensayo de deteccion apropiado puede comprender: (a) poner en contacto el conjugado dispersable
en agua de la invencidon que tiene un agente activo capaz de unirse especificamente a un agente diana con el
agente diana presente en un sujeto durante un periodo de tiempo apropiado para permitir circular el conjugado
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dispersable en agua al sitio diana; y, opcionalmente, (b) identificar y/o cuantificar el agente diana. En una realizacion
particular la identificacion y/o la cuantificacion del agente diana se lleva a cabo mediante métodos bien conocidos en
la técnica. Los métodos adecuados para la identificacion y/o la cuantificacion pueden ser fluorescencia, resonancia
de plasmon superficial y colorimetria.

El ensayo de deteccion como se define anteriormente puede usarse para fines diagnosticos donde la cantidad
presente o una del agente diana puedan correlacionarse con una enfermedad o afeccion especificas. Por lo tanto,
otro aspecto de la invencién se refiere al conjugado dispersable en agua, que comprende uno o mas agentes de
formacion de imagen para su uso en diagndsticos. Este aspecto podria formularse como un método para el
diagnéstico de una enfermedad en un sujeto, el método comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz
del conjugado dispersable en agua que tiene uno o mas agentes de formacion de imagen como se define
anteriormente al sujeto. Este aspecto podria formularse como un método para el diagnostico de una enfermedad en
una muestra aislada de un sujeto, el método comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz del
conjugado dispersable en agua que tiene uno o mas agentes de formacion de imagen como se define anteriormente
a la muestra aislada del sujeto. La deteccion de estos agentes de formacion de imagen puede llevarse a cabo por
técnicas bien conocidas tales como técnicas diagndsticas de formacion de imagen. Los ejemplos de técnicas
diagndsticas de formacién de imagen adecuadas para la presente invencion incluyen, pero no se limitan a formacion
de imagen por resonancia magnética (IRM), rayos x, tomografia de emisiéon de positrones (PET), tomografia
computarizada por emision de fotén unico (SPECT), microscopio de fluorescencia y fluorescencia in vivo.

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones, el término "comprende" y las variaciones del término, no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Asimismo, el término "comprende"
abarca el caso de “que consiste en”. Objetos adicionales, ventajas y rasgos de la invencion resultaran evidentes para
los expertos en la materia tras examinar la descripcién o pueden aprenderse mediante la practica de la invencién.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitantes de la presente
invencion. Asimismo, la presente invencion cubre todas las combinaciones posibles de realizaciones particulares y
preferidas descritas en el presente documento.
Ejemplos
Las siguientes abreviaturas se usan en los ejemplos a continuacion:

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato

EDC: 3-(Etiliminometilenamino)-N,N-dimetilpropan-1-amina

MES: acido 2-[N-morfolino]etansulfénico)

NHS: (N-hidroxisuccinimida)

THF: tetrahidrofurano

TFA: acido trifluoroacético

DMSO: dimetilsulfoxido

PEG: polietilenglicol

PDI: indice de polidispersidad

Cy5.5: éster de cianina5.5 NHS

DLS: dispersion de luz dinamica

SEC: cromatografia de exclusion por tamafio

ICP: plasma inductivamente acoplado

MWCO: corte de peso molecular
1. PARTICULAS
Procedimiento general de referencia
El polimero que tiene una concentracion comprendida de 0,005-0,05 M de los grupos reticulables se disuelve en una

solucién acuosa a una temperatura de 20-25 °C, a un pH apropiado y fuerza iénica de acuerdo con la quimica en clic
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implicada. El agente de reticulado homobifuncional se disuelve en una solucién acuosa a temperatura ambiente en
una concentracion comprendida de 0,05-0,5 M a pH y fuerza iénica de acuerdo con la quimica en clic implicada.

La soluciéon acuosa del agente de reticulado homobifuncional se afiade a la soluciéon acuosa del polimero de una
manera lenta, controlada y continua a la solucién acuosa del polimero en agitacién vigorosa a temperatura ambiente.
La tasa de adicién de la solucion acuosa del agente de reticulado homobifuncional al polimero se ajusta para obtener
una concentracién ultradiluida constante de 10° M del agente de reticulado homobifuncional en la solucion de
polimero. Opcionalmente, los posibles motivos sin reaccionar del polimero pueden inactivarse usando las moléculas
mas adecuadas.

Después, la solucion se dializa hasta que los conectores sin reaccionar o las moléculas de inactivacion estan fuera
de la membrana; y finalmente, la solucidon acuosa resultante se seca (por secado por congelacién) para obtener la
particula como un compuesto sélido.

EJEMPLO 1: Nanoparticulas de polimero monocatenarias basadas en acido polimetacrilico (PMAAc).

s
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1A

El agente de reticulado homobifuncional (acido 5,8-bis(carboximetil)-2-(2-(2,2-dimetoxietilamino)-2-oxoetil)-13-
metoxi-10-oxo-14-oxa-2,5,8,11-tetraazapentadecan-1-carboxilico) (377,5 mg, 0,665 mmol) se disolvidé en 2,67 ml de
HCI (5 M) y se agit6é a una temperatura de 20-25 °C durante 30 minutos. Después, el pH de la solucién obtenida de
esta manera se ajusté a 6 mediante la adicion de NaOH (ac.) y el volumen final se ajustoé a 3,33 ml con agua.

El polimero de partida se desprotegio a partir de un copolimero basado en metacrilato de terc-butilo (MW alrededor
de 65000 (usando una curva de calibrado de poli(metacrilato de metilo) en THF a 40°C) y un indice de
polidispersidad (PDI) de 1,44 (THF a 40 °C)). El polimero desprotegido en el que x es 0,83 e y es 0,17 (700 mg,
0,95 mmol de grupo reticulable reactivo) también se disolvié en agua (20 ml) y el pH se ajusté a 6 mediante la
adicion de 2,1 ml de HCI 1,2 M. El volumen final se ajustd a 48 ml con agua y también se incorpor6 complejo de
picolina borano (101,6 mg, 0,95 mmol).

Después de eso se anadiod la solucidon de agente de reticulado a la solucidon de polimero a una velocidad de 1 ml/h a
una temperatura de 20-25 °C y se siguidé agitando durante 16 h. La solucion se precipitdé después en acetona
(130 ml) y se obtuvo un solido blanco. El precipitado se centrifugd después de eso y se secd en una campana
extractora de humos para retirar las trazas de acetona. Finalmente el sélido se redisolvié en agua y se sec6 por
congelacion para obtener 800 mg de nanoparticulas con un tamario de alrededor de 23 nm en DLS (en PBS a 25 °C)
y un PDI de 1,58 en SEC (tampon fosfato + NaNO3 0,1 M, pH = 6,3, T = 40 °C).

1B

El agente de reticulado homobifuncional (acido 5,8-bis(carboximetil)-2-(2-(2,2-dimetoxietilamino)-2-oxoetil)-13-
metoxi-10-oxo-14-oxa-2,5,8,11-tetraazapentadecan-1-carboxilico) (65 mg; 0,115 mmol) y HCI (5 M) (0,46 ml) se
mezclaron y se agitaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de ese tiempo, el pH de la mezcla se
ajusté cuidadosamente a pH 6 con NaOH (ac.). En caso necesario, se afiadié agua para completar un volumen de
0,7 ml de concentracion final (0,16 M). Esta solucién se uso sin purificacion adicional.

El polimero de partida se desprotegio6 a partir de un copolimero basado en metacrilato de ferc-butilo (MW alrededor
de 65000 (usando una curva de calibrado de poli(metacrilato de metilo) en THF a 40°C) y un indice de
polidispersidad (PDI) de 1,44 (THF a 40 °C)). La desproteccion se realizd mediante el tratamiento con un exceso de
TFA (5 ml) en 15 ml de diclorometano/H20 (9/1 v/v) de 1 g de copolimero. El precipitado resultante se lavd con
diclorometano y se sec6 al vacio. El polimero desprotegido bruto (100 mg) en el que x es 0,83 e y es 0,17 se disolvid
en agua (1 ml) afadiendo NaOH ac. hasta pH > 12. Después de unos pocos minutos, el pH de la soluciéon
transparente resultante (pH 13) se ajusté cuidadosamente a 6 con HCI. Se afiadié agua para tener un volumen final
de 6,5 ml.

A continuacion, la solucion 0,16 M del agente de reticulado (0,38 ml) se afadio a la solucién de polimero a una
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velocidad de 0,12 ml/h y a una temperatura de 20-25 °C. La solucién se agité durante 48 h. Después se afiadid
complejo de picolina borano (13,8 mg) y, después de 12 horas, la reaccion bruta se cargé en una membrana de
3500 MWCO vy se dializd contra agua pura hasta que la conductividad se redujo a alrededor de 1 uS/cm. La solucion
acuosa obtenida de esta manera (21 ml) se almacend en la nevera a 4 °C a una concentracion de 3,7 mg/ml. Las
nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafio de 11 nm medido por DLS (en PBS medido a 25 °C).

EJEMPLO 2: Nanoparticulas poliméricas monocatenarias basadas en poli(N,N-dimetilaminoetil) metacrilato
(PDMAEMA) marcadas con fluoresceina.

2A. Preparaciéon de nanoparticulas poliméricas monocatenarias basadas en poli(N,N-dimetilaminoetil) metacrilato
(PDMAEMA).

Las particulas del Ejemplo 2 se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando el
poli[N,N-dimetil-2-aminoetilmetacrilatog s7-co-(2-(2-(aminoxi)acetamido)etilmetacrilatog, 13] como un polimero (300 mg,
0,14 mmol de grupo reticulable reactivo, MW alrededor de 53000 (usando una curva de calibrado de poli(metacrilato
de metilo) en THF a 40 °C)) y acido 5,8-bis(carboximetil)-2-(2-(2,2-dimetoxietilamino)-2-oxoetil)-13-metoxi-10-oxo-14-
oxa-2,5,8,11-tetraazapentadecan-1-carboxilico (57 mg, 0,098 mmol) como un agente de reticulado homobifuncional.
Las nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafio de alrededor de 15 nm en DLS (en PBS a 25 °C) y un PDI de
1,22 en SEC (THF a 40 °C).

2B. Marcaje con fluoresceina de nanoparticulas poliméricas monocatenarias basadas en poli(N,N-dimetilaminoetil)
metacrilato (PDMAEMA).

Las nanoparticulas obtenidas del Ejemplo 2 (20 mg, 0,1 mmol de monémero principal) se disolvieron en 400 ul de
agua y la solucion se agito (800 rpm) a 65 °C. Después de 10 minutos se afiadié acido 6-bromohexanoico (1,95 mg,
0,01 mmol) disuelto en DMSO (concentracion de 50 mg/ml) a la mezcla y se dejo en agitacion a 65 °C durante 36 h.
La muestra obtenida de esta manera se filtré por centrifugacion (10.000 rpm, 30 min) en tubo VIVASPIN 6 (corte 3
kDa) (previamente lavado con agua dos veces) y se lavo tres veces con agua/DMSO 95:5 (3 x 1 ml).

Las particulas en el filtro se recogieron con 1 ml de agua/DMSO (3:1) y se afadié EDC (1,92 mg, 0,01 mmol).
Después de 10 min, Se afiadié NHS (1,15 mg, 0,01 mmol) y la solucion se dejo en agitacion a 40 °C durante 20 min.
Después se disolvio fluorescein-5-tiosemicarbazida (0,33 mg, 0,001 mmol) en DMSO (concentracion de 50 mg/ml) y
la mezcla se dejo agitar a 40 °C durante 16 h. La solucion se dializé después en oscuridad (MWCO = 3500) contra
agua pura hasta que la conductividad se redujo a alrededor de 1 uS/cm y el producto se secé por congelacion para
obtener un polvo naranja (13,7 mg).

EJEMPLO 3: Nanoparticulas de polimero monocatenarias basadas en dextrano (DXT).

3A

El agente de reticulado homobifuncional (20 mg, 0,112 mmol) se disolvié en 0,73 ml de una mezcla de PBS/Me-OH
1:1 y el pH se ajusto a 9,5. El polimero basado en Dextrano (300 mg, 0,39 mmol de grupos reticulables) también se
disolvio en PBS (25 ml) y el pH se ajusté a 9. En lo sucesivo la solucion de agente de reticulado se ahadié a la
solucién de polimero a una velocidad de 0,02 mi/h (7x10”° mM/min) y se siguié agitando durante 36,5 h de adicion.

La solucion obtenida de esta manera se dializé después (MWCO = 1000 Da) contra agua pura primero hasta que la
conductividad se redujera a alrededor de 1 uS/cm y en lo sucesivo agua pura ajustada a pH 9 usando NaOH (2
cambios de agua). Finalmente la solucién acuosa resultante se secé por congelacion para obtener 279,9 mg de
nanoparticulas como un sélido blanco. Las nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafo de alrededor de 18 nm en
DLS (en PBS a 25 °C) y un PDI de 2,14 en SEC (tampén fosfato + NaNO3 0,1 M, pH = 6,3, T =40 °C).

3B

El agente de reticulado homobifuncional (12 mg, 0,067 mmol) se disolvié en 0,43 ml de una mezcla de PBS/Me-OH
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1:1y el pH se ajusté a 9,5. El polimero basado en Dextrano (300 mg, 45 % en moles de grupos reticulables, también
se disolvié en PBS (25 ml) y el pH se ajusté a 9. En lo suceswo la solucion de agente de reticulado se afiadi6 a la
solucién de polimero a una velocidad de 0,02 ml/h (7x10”° mM/min) y se siguié agitando durante 36,5 h de adicion.
Se realiz6 un ensayo de Ellman para asegurar la ausencia de los grupos reactivos tiol.

La solucién obtenida de esta manera se dializé después (MWCO = 1000 Da) contra agua pura primero hasta que la
conductividad se redujera a alrededor de 1 yS/cm. Finalmente la solucién acuosa resultante se seco6 por congelacion
para obtener nanoparticulas como un sélido blanco. Las nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafo de 9 nm
medido por DLS.

3C

El agente de reticulado homobifuncional (16 mg, 0,09 mmol) se disolvié en 0,57 ml de una mezcla de PBS/MeOH 1:1
y el pH se ajust6 a 9,5. El polimero basado en Dextrano (300 mg, 35 % en moles de grupos reticulables, también se
disolvio en PBS (25 ml) y el pH se ajusté a 9. En lo suceswo la soluciéon de agente de reticulado se afiadi6 a la
solucién de polimero a una velocidad de 0,02 ml/h (7x10”° mM/min) y se siguié agitando durante 36,5 h de adicion.
Se realiz6 un ensayo de Ellman para asegurar la ausencia de los grupos reactivos tiol.

La solucion obtenida de esta manera se dializé después (MWCO = 1000 Da) contra agua pura primero hasta que la
conductividad se redujera a alrededor de 1 uS/cm. Finalmente la solucién acuosa resultante se seco6 por congelacion
para obtener nanoparticulas como un sélido blanco. Las nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafio de 10 nm
medido por DLS.

3D

El agente de reticulado homobifuncional (20 mg, 0,11 mmol) se disolvié en 0,73 ml de una mezcla de PBS/MeOH 1:1
y el pH se ajust6 a 9,5. El polimero basado en Dextrano (300 mg, 55 % en moles de grupos reticulables, también se
disolvio en PBS (25 ml) y el pH se ajusté a 9. En lo suceswo la solucién de agente de reticulado se afiadi6 a la
solucién de polimero a una velocidad de 0,02 ml/h (7x10”° mM/min) y se siguié agitando durante 36,5 h de adicion.
Se realiz6 un ensayo de Ellman para asegurar la ausencia de los grupos reactivos tiol.

La solucion obtenida de esta manera se dializé después (MWCO = 1000 Da) contra agua pura primero hasta que la
conductividad se redujera a alrededor de 1 uS/cm. Finalmente la solucién acuosa resultante se seco6 por congelacion
para obtener nanoparticulas como un sélido blanco. Las nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafo de 6 nm
medido por DLS.

2. CONJUGADOS DISPERSABLES EN AGUA
EJEMPLO 4: Conjugado de gadolinio

Las particulas obtenidas en el Ejemplo 2 (62 mg, 0,022 mmol de conector) se disolvieron en agua (1 ml) y el pH se
ajusté a 6 usando HCI 0,1 M. Después una solucién de GdCl3.6H2O (20,5 mg en 1,25 ml, 0,055 mmol) se afhadioé
lentamente y la mezcla se dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 16 horas. Por ultimo, la muestra se
dializ6 (MWCO = 1000 Da) contra agua pura hasta que la conductividad se redujera a alrededor de 1 uS/cm y la
solucién acuosa resultante se seco por congelacion para obtener 60 mg de las nanoparticulas como un sélido
blanco, con un tamafo de alrededor de 25 nm en PBS medido en DLS, siendo la cantidad de Gd incorporada
alrededor del 2,5 % en peso medida por plasma inductivamente acoplado (ICP) Los valores de relaxividad medidos
en un espectrometro Minispec TD-NMR de 60 MHz fueron R1=8,4 s "mm? yR2=105s "mM™" en PBS.

EJEMPLO 5: Conjugado MALEIMIDA-NODA-GA

Las particulas obtenidas en el Ejemplo 1A (50 mg, aprox. 0,39 mmol de unidades de acido) se dispersaron en agua
(1 ml). Se afadieron (75 ul de una solucién 100 mg/ml en agua, 0,039 mmol) y NHS (45 uyl de una solucion
100 mg/ml en agua, 0,039 mmol) y la mezcla se agit6 (900 rpm) a 40 °C durante 2 h 30 min. Después de ese tiempo,
se afiadio cisteamina (30 ul de una solucién 100 mg/ml en agua, 0,039 mmol) y se agité (900 rpm) a 40 °C durante
16 h.

La muestra obtenida de esta manera se filtroé por centrifugacion (10.000 rpm, 30 min) en un tubo VIVASPIN 20 (corte
de 5 kDa) (previamente lavado con agua dos veces) y se lavo dos veces con agua (2 x 8 ml).

Las particulas en el filtro se recogieron con agua (2ml) y se afiadié tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (100 mg,
0,39 mmol) y aparecio un precipitado blanco. Después, el pH se ajusté a pH 5-6 usando NaOH 5 M (una vez que el
pH fue 5 el precipitado desaparecio).

Se afadi6 MALEIMIDA-NODA-GA (30 yl de una solucion 100 mg/ml en DMSO, 0,0039 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité a 40 °C durante 3 horas. Después de ese tiempo, se afiadié bromoetanol (16,4 pl, 0,195 mmol) y
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se agité a 40 °C durante 16 h. Finalmente el producto se dializé contra agua basica (pH 9) durante 2 dias (corte de
membrana: 1 kDa, 3 cambios de agua). Se seco por congelacion para obtener 31 mg de una nanoparticula que tiene
un tamafio de particula de alrededor de 54 nm medido en DLS (en PBS A 25 °C).

EJEMPLO 6: Conjugado NH-NODA-GA

Las particulas obtenidas en el Ejemplo 1B (60 mg) se dispersaron en H,O (1 ml) y el pH se ajusté a pH 8-8,5
mediante la adicién de NaOH. Se afiadié H,O hasta alcanzar un volumen final de 2 ml. Después, se afiadieron
325 pl de una solucion (100 mg/ml) de DMT- MM.HCI en H2O y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante
20 min. Después, se afiadieron 235 uyl de una soluciéon (25 mg/ml) de NODA-GA-NH, en DMSO. La mezcla de
reaccion se agito a temperatura ambiente durante toda la noche y se dializé contra agua a pH ~ 7 durante 3 dias (3
cambios de agua al dia) a 25 °C (MWCO: 3500 Da). Las nanoparticulas funcionalizadas se almacenaron en solucién
(Volumen final 6,2 ml; ¢ = 4 mg/ml). Las nanoparticulas obtenidas mostraron un tamafio de alrededor de 18 nm en
DLS (en PBS medido a 25 °C).

EJEMPLO 7: Conjugado de oligonucleétido de doble cadena

Oligonucledtido de doble cadena:

SEQIDNO. 1:  3-TTAAAAAGAGGAAGAAGTCTA-Y
SEQIDNO.2: &-TTTTTCTCCTTCTTCAGATTT-3

Las particulas obtenidas en el Ejemplo 2 y el oligonucledtido de doble cadena como se define anteriormente que
comprende 23 bases y que tiene un MW = 12829,6 (pedido a Microsynth) se disuelven separadamente en PBS
hasta una concentracion de 60 uM. Dividir el volumen final en 3 partes iguales, una parte es la solucién del
oligonucledtido de doble cadena y las otras dos son la solucidon de particulas. La solucion de particulas (2/3 del
volumen final) se pone en agitacion a aproximadamente 600 rpm en un termobloque a 37 °C. Cuando la solucion de
particulas esta en agitacion se afiade lentamente la solucidn de oligonucleétido de doble cadena y tan pronto como
se afiade la mezcla se somete a vortex durante al menos 10 segundos. Después de eso la solucion se deje reposar
durante al menos 30 min antes de su uso. Los conjugados dispersables en agua obtenidos (para 20:1 N/P) fueron de
alrededor de 20 nm de tamafio medido en DLS (en PBS a 25 °C).

EJEMPLO 8: Conjugado Octreoétido/Cian 5,5/PEG

A una solucién de las particulas obtenidas en el Ejemplo 2 (30 mg, aprox. 0,077 mmol de unidades de acido) en
tampon MES a pH = 6 (1,5ml), se afiadi6 EDC (14,76 mg, 0,077 mmol). Después de 10 min, se afiadi6 NHS
(8,85 mg, 0,077 mmol) y la reaccion se mantuvo en agitacion a 40 °C durante 3 horas.

Después, se anadid octredtido (Sigma-Aldrich) (0,0077 mmol, 10,85 mg) en una solucion de DMSO (108,5 pl de una
solucion 100 mg/ml) y el pH se ajusté a 7,4 usando NaOH. Después de 3 h de agitacion a 40 °C, Se afhadié Cy5.5
(0,0015 mmol, 1,01 mg) en agua (10 pl de una solucion 100 mg/ml) y la mezcla se cubri6 de la luz. Después de una
hora, se incorporé PEG 750 a la reaccion (0,03 mmol, 23,24 mg) y se dejé en agitacion a 40 °C durante 16 h. La
solucion se dializd después en oscuridad (MWCO = 3500) contra agua pura hasta que la conductividad se redujera a
alrededor de 1 uS/cm y el producto se seco por congelacion para obtener un polvo verde (15,2 mg). El porcentaje de
las moléculas incorporadas fue como sigue: -Octreétido 3,2 % en peso; Cy5.5 0,2 % en peso; PEG 750 1 % en
moles.

3. ESTUDIO DE INTERNALIZACION
3A. CITOMETRIA DE FLUJO
(i) METODO

Los estudios de captacion de nanoparticulas con citometria de flujo se llevaron a cabo usando células HepG2
(hepatocarcinoma humano). El aparato usado es un FACSCanto Il de Bioscience con tres laseres: violeta (405 nm),
azul (488 nm) y rojo (633 nm). Las HepG2 se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con
suero bovino fetal al 10 % (FBS), 1000 U de penicilina y 10 mg/ml de estreptomicina a 37 °C y CO2 al 5 %. Cuando
la confluencia celular fue alrededor del 70 %, las células se tripsinizaron y se resuspendieron en medio de cultivo. Se
sembré un total de 300.000 células en cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos.

Las nanoparticulas marcadas con fluoresceina del Ejemplo 2 se afiadieron en el medio de cultivo 24 h después en
las concentraciones como se definen en la Tabla 1. Después de cultivarse durante 1, 2, 4, 8 y 24 horas las células se
lavaron dos veces con PBS, se tripsinizaron y se estudiaron por citometria de flujo. La relacién de captacion se
calculé a partir de la grafica de representacion de puntos de dispersion directa (FCS) frente a intensidad de
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fluorescencia (PEA. Los datos se analizaron con el programa WinMDI.
(ii)) MUESTRA

- Nanoparticula: Nanoparticulas poliméricas monocatenarias basadas en poli(N,N-dimetilaminoetil) metacrilato
(PDMAEMA) marcadas con fluoresceina del Ejemplo 2 de la presente invencion.

- Concentraciones (ug/ml): 10, 50 y 100.
(iii) RESULTADOS

La Tabla 1 muestra las velocidades de captacion de las nanoparticulas de la presente invenciéon a varias
concentraciones y tiempos de exposicion.

Tabla 1
VELOCIDAD DE Tiempo (h)
CAPTACION P
Concentracion (ug/ml) 1 2 4 8 24
10 8,69+1,14 21,27+4,43 45,22+4,69 78,44+3,89 98,730,117
50 25,07+13,09 | 48,58+24,26 78,51+14,93 97,73+1,17 99,92+0,04
100 38,08+21,30 | 60,60+22,54 89,7916,66 99,49+0,30 99,93+0,01

Como se muestra en las velocidades de captacion de la Tabla 1, hay un aumento proporcional en la absorcion de las
nanoparticulas de la presente invencion dentro de las células ensayadas, incluso en las que se usan altas
concentraciones de nanoparticulas (es decir, 100 ug/ml). En particular, después de 4 h de incubacion, el 90 % de los
100 pg/ml de las nanoparticulas de la invencion se absorbié dentro de las células y después de 8 h todas las
nanoparticulas se absorbieron por las células. Estos resultados son una indicacién de que las nanoparticulas de la
invencion no tienen una toxicidad significativa y, por lo tanto, las nanoparticulas de la presente invencion son
apropiadas para su uso en el campo de la biomedicina.

3B. MICROSCOPIA CONFOCAL
(i) METODO

Los estudios de captacién de nanoparticulas con microscopia confocal se llevaron a cabo usando células HepG2
(hepatocarcinoma humano). El aparato usado para formar la imagen de las células HepG2 después de la incubacion
con nanoparticulas marcadas con fluoresceina es CLSM (Carl-Zeiss LSM 10 META). Se sembré un total de 100.000
células en una placa de cultivo de 3,5 cm que contiene un cubreobjetos, que se colocd en una placa de cultivo de
3,5 cm. Después de 24 h, las nanoparticulas fluorescentemente marcadas con fluoresceina como se define en el
Ejemplo 2 se afadieron al medio de cultivo con una concentracion final de 50 pg/ml. Después de la incubacion
durante otras 4 horas el medio de cultivo se retird y las células se enjuagaron tres veces con PBS esterilizado. Las
células se fijaron posteriormente con solucién de formaldehido al 3,7 % en PBS durante 30 min y se enjuagaron de
nuevo. Por ultimo, las células en estos cubreobjetos se observaron en CLSM empleando un objetivo de inmersion de
aceite 63 x con una abertura de poro de 0,75 um.

(i) MUESTRA

- Nanoparticulas: Nanoparticulas poliméricas monocatenarias basadas en poli(N,N-dimetilaminoetil) metacrilato
(PDMAEMA) marcadas con fluoresceina del Ejemplo 2 de la presente invencion.

- Concentracion (ug/ml): 50.
(iii) RESULTADOS
Las imagenes obtenidas por microscopia confocal confirmaron que las nanoparticulas de la presente invencion
fueron capaces de internalizarse dentro de las células ensayadas. Fue posible visualizar las nanoparticulas
marcadas con fluoresceina dentro de las células ensayadas como puntos verdes.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en agua, que
comprende reticular un polimero que tiene una solubilidad igual a o mas alta que 100 mg por litro de agua y una
cantidad de grupos reactivos complementarios comprendida del 5 al 60 % en moles de la cantidad total de unidades
de monémero presentes en la cadena polimérica; con un agente de reticulado homobifuncional que tiene grupos
reticulables; mediante

(a) la adicion de una solucidon acuosa del polimero a una solucion acuosa del agente de reticulado
homobifuncional a una velocidad de adicién que permita tener durante la adicién del polimero una concentracion
de los grupos reticulables del polimero en la solucién del agente de reticulado homobifuncional comprendida de
102 a 107 molar; o, como alternativa,

(a') la adicion de una solucién acuosa del agente de reticulado homobifuncional a una soluciéon acuosa del
polimero a una velocidad de adicion que permita tener durante la adicion del agente de reticulado
homobifuncional una concentracion del agente de reticulado homobifuncional en la solucién del polimero
comprendida de 102 a 107 molar;

a una temperatura comprendida de 20 a 25 °C en ausencia de un catalizador; en la que la nanoparticula polimérica
monocatenaria dispersable en agua tiene un tamafio de particula comprendido de 3 a 30 nm y una polidispersion de
la particula igual a la polidispersion de polimero + 20 %;

opcionalmente, el procedimiento comprende, ademas, una etapa adicional de purificacion de la nanoparticula
polimérica monocatenaria dispersable en agua y

opcionalmente, el procedimiento comprende, ademas, una etapa adicional de secado de la nanoparticula polimérica
monocatenaria dispersable en agua.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la nanoparticula tiene un porcentaje de reticulacion
intra-molecular comprendido del 3 al 45 % en moles de la cantidad total de unidades de mondmero presentes en la
cadena polimérica.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el procedimiento comprende,
ademas, una etapa previa de someter un polimero con grupos reactivos complementarios protegidos a una reaccion
de desproteccién para producir el polimero de cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el grupo reactivo
complementario del polimero es un grupo -O-NH, el grupo reticulable del agente de reticulado homobifuncional es
un grupo -CHO y el procedimiento se lleva a cabo a un pH comprendido desde 5 hasta 7; o, como alternativa,,

en el que el grupo reactivo complementario del polimero es un grupo -CHO, el grupo reticulable del agente de
reticulado homobifuncional es un grupo -O-NH. y el procedimiento se lleva a cabo a un pH comprendido desde 5
hasta 7.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el grupo reactivo
complementario del polimero es un grupo -O-C(=0)-C(=CH;)-CHs, el grupo reticulable del agente de reticulado
homobifuncional es un grupo -SH y el procedimiento se lleva a cabo a un pH igual a o mas alto que 8; o, como
alternativa,

en el que el grupo reactivo complementario del polimero es un grupo -SH, el grupo reticulable del agente de
reticulado homobifuncional es un grupo -O-C(=0)-C(=CHz)-CHjs y el procedimiento se lleva a cabo a un pH igual a o
mas alto que 8.

6. Una nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en agua, obtenible mediante el procedimiento como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Un conjugado dispersable en agua, que comprende las nanoparticulas poliméricas monocatenarias dispersables
en agua como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y al menos un agente activo.

8. El conjugado dispersable en agua de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el agente activo se selecciona de
un principio activo y un agente de formacion de imagen.

9. El conjugado dispersable en agua de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el agente activo es un agente de
formacion de imagen.

10. Una composicién farmacéutica o diagndstica que comprende el conjugado dispersable en agua como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 7-9, junto con uno o mas excipientes o vehiculos farmacéutica o
diagndsticamente aceptables apropiados.

11. Un kit que comprende el conjugado dispersable en agua como se define en cualquiera de las reivindicaciones 7-
9.
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12. Uso del conjugado dispersable en agua de acuerdo con la reivindicacion 9, como un agente de formacion de
imagen en un ensayo de deteccién que comprende: (a) poner en contacto el conjugado dispersable en agua que
tiene un agente activo capaz de unirse especificamente a un agente diana con el agente diana presente en una
muestra a ensayarse durante un periodo de tiempo apropiado que permita la unién; y, opcionalmente, (b) identificar
y/o cuantificar el agente diana.

13. El conjugado dispersable en agua de acuerdo con la reivindicacion 9, para su uso como un agente de formacion
de imagen en un ensayo de deteccion que comprende: (a) poner en contacto el conjugado dispersable en agua que
tiene un agente activo capaz de unirse especificamente a un agente diana con el agente diana presente en un sujeto
durante un periodo de tiempo apropiado para permitir circular el conjugado dispersable en agua al sitio diana; v,
opcionalmente, (b) identificar y/o cuantificar el agente diana.

14. El conjugado dispersable en agua de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 7-9, para su uso en terapia
cuando el agente activo es un principio activo.

15. El conjugado dispersable en agua de acuerdo con la reivindicacion 9, para su uso en diagndsticos.

16. La nanoparticula polimérica monocatenaria dispersable en agua como se define en la reivindicacion 6 para su
uso como un vehiculo para un principio activo en terapia.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tinicamente para la comodidad del lector. No forma parte del

documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
5 excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

. EP 14382433 A [0122]
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