ES 2822307 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 822 307
Eint. a1

A61K 47/34 (2007.01)
A61K 47/36 (2006.01)
C08G 79/08 (2006.01)
C08G 73/02 (2006.01)
A61K 9/51 (2006.01)
C12N 15/88 (2006.01)
A61K 47/68 (2007.01)
A61K 47/69 (2007.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 01.03.2013  E 19157695 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 15.07.2020 EP 3513812

T|’tu|o: Nanoparticulas estabilizadas con composiciones de acido nitrofenilborénico

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la @ Titular/es:
traduccion de la patente: CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY
30.04.2021
(100.0%)
Office of Technology Transfer 1200 E. California
Blvd. MC 6-32

Pasadena, CA 91125, US
@ Inventor/es:

DAVIS, MARK E. y
HAN, HAN

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

ES 2 822307 T3

DESCRIPCION
Nanoparticulas estabilizadas con composiciones de &cido nitrofenilborénico
Campo técnico

La presente descripcion se refiere a nanoparticulas portadoras y, en particular, a nanoparticulas adecuadas para
aportar compuestos de interés, y a composiciones relacionadas.

Antecedentes

El aporte eficaz de compuestos de interés a células, tejidos, érganos y organismos ha constituido un desafio en la
biomedicina, la formacion de imagenes y otros campos en los que es deseable el aporte de moléculas de diversos
tamanos y dimensiones a una diana predeterminada.

Ya sea para examenes patoldgicos, tratamientos terapéuticos o para estudios de biologia fundamental, existen
diversos métodos conocidos y utilizados para aportar diversas clases de biomateriales y biomoléculas que estan
normalmente asociados con una actividad bioldgica y/o quimica de interés.

A medida que aumenta el nUmero de moléculas adecuadas para ser utilizadas como agentes quimicos o bioldgicos
(por ejemplo farmacos, productos bioldgicos, agentes terapéuticos o de formaciéon de imagenes), se ha demostrado
que el desarrollo de un sistema de aporte adecuado para ser utilizado con compuestos de diversas complejidades,
dimensiones y naturalezas quimicas constituye un desafio particular.

Las nanoparticulas son estructuras utiles como vehiculo para aportar agentes con diversos métodos de aporte. Existen
diversos sistemas de aporte de nanoparticulas, que utilizan una serie de estrategias diferentes para empaquetar,
transportar y aportar un agente a dianas especificas.

El documento US2010/0040556 describe nanoparticulas portadoras que comprenden un polimero que contiene un
poliol acoplado con un polimero que contiene un acido bordnico, configuradas para presentar el polimero que contiene
un acido bordnico a un entorno externo a la nanoparticula, y composiciones, métodos y sistemas relacionados.

Compendio

En la presente memoria se proporcionan nanoparticulas y composiciones relacionadas, que en diversas realizaciones
proporcionan una herramienta multifuncional para el aporte eficaz y especifico de un compuesto de interés. En
particular, en diversas realizaciones, las nanoparticulas descritas en la presente memoria se pueden usar como un
sistema flexible para transportar y aportar una amplia gama de moléculas de diversos tamanos, dimensiones y
naturalezas quimicas a dianas predeterminadas.

Segun un aspecto de la presente invencion se proporciona una nanoparticula que comprende un polimero que
contiene un poliol y un polimero que contiene un &cido nitrofenilborénico, en donde el polimero que contiene un acido
nitrofenilborénico esta acoplado con el polimero que contiene un poliol a través de un enlace covalente reversible;

en donde el polimero que contiene un poliol comprende uno o0 mas de al menos las siguientes unidades estructurales
de férmula (1), (1) o (ll):
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en donde el polimero que contiene el &cido nitrofenilborénico es:
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en donde
t es un nimero de 2 a 2000;
X1 es -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-0-; y

El grupo funcional 2 comprende -B(OH)z, -OCHs, -(X1)-(Y1)-B(OH)2, -COOH, - NHz2, 0 -OH, en donde Y1 es un grupo
fenilo.

Uno o mas compuestos de interés pueden ser transportados por la nanoparticula, como parte de o unidos al polimero
que contiene un poliol y/o al polimero que contiene un &cido nitrofenilborénico.

Segun otro aspecto, se describe una composicion. La composicién comprende una nanoparticula segun el aspecto de
la invencién arriba descrito y un vehiculo y/o excipiente adecuado.

En la presente memoria se describe un método para aportar un compuesto a una diana. El método comprende poner
en contacto la diana con una nanoparticula descrita en la presente memoria, en donde el compuesto esta incluido en
el polimero que contiene un poliol o en el polimero que contiene un acido bordnico de la nanoparticula descrita en la
presente memoria.

En la presente memoria se describe también un sistema para aportar un compuesto a una diana. El sistema comprende
al menos un polimero que contiene un poliol y un polimero que contiene un acido borénico capaz de unirse
reciprocamente a través de un enlace covalente reversible, para ser ensamblado en una nanoparticula descrita en la
presente memoria que comprende el compuesto.

También se describe un método para administrar un compuesto a un individuo. El método comprende administrar al
individuo una cantidad eficaz de una nanoparticula descrita en la presente memoria, en donde el compuesto esta
incluido en el polimero que contiene un poliol y/o en el polimero que contiene un acido borénico.

También se describe un sistema para administrar un compuesto a un individuo. El sistema comprende al menos un
polimero que contiene un poliol y un polimero que contiene un acido borénico capaz de unirse reciprocamente a través
de un enlace covalente reversible, para ser ensamblado en una nanoparticula descrita en la presente memoria que
une el compuesto que ha de ser administrado al individuo segun los métodos descritos en la presente memoria.

También se describe un método para preparar una nanoparticula que comprende un polimero que contiene un poliol
y un polimero que contiene un &cido borénico. El método comprende poner en contacto el polimero que contiene
polioles con el polimero que contiene un acido borénico durante un tiempo y bajo condiciones que permiten el
acoplamiento del polimero que contiene polioles con el polimero que contiene un acido borénico.

Se describen diversos polimeros que contienen un &cido boroénico, que se ilustran en detalle en las siguientes
secciones de la presente descripcion.

Se describen diversos polimeros que contienen polioles, que se ilustran en detalle en las siguientes secciones de la
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presente descripcion.

En la presente memoria también se describen nanoparticulas que tienen un polimero que contiene un poliol, que se
conjugan con polimeros que tienen un grupo de &acido nitrofenilborénico, lo que mejora la estabilidad de la
nanoparticula al reducir su pKa.

En la presente memoria se describen nanoparticulas guiadas que, en algunas realizaciones, pueden tener un solo
ligando guiado que es capaz de promover el aporte de la nanoparticula a una diana particular, como una célula que
expresa un compafero de union para el ligando guiado de la particula. Las nanoparticulas guiadas de este tipo tienen
ventajas sobre las nanoparticulas con una pluralidad de ligandos guiados, como tener un tamario total mas pequeno,
ya que tienen menos ligandos de superficie, y tienen menos ligandos para mediar la unién no especifica a través de
interacciones basadas en la avidez, en lugar de interacciones basadas en afinidad. Ademas, las nanoparticulas que
contienen o portan un agente terapéutico se pueden guiar con éxito a un lugar de interés (como una célula o tejido)
utilizando solamente un Unico ligando guiado, aportando de este modo el agente terapéutico a la diana en una relacion
de ligando guiado-agente terapéutico muy alta. Este aspecto de las nanoparticulas descritas puede aumentar
significativamente la eficacia de la produccién de dichos agentes terapéuticos, al tiempo que reduce la necesidad de
emplear una gran cantidad de anticuerpos costosos para mediar en el guiado.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria y las composiciones, métodos y sistemas relacionados se
pueden usar en diversas realizaciones como una estructura molecular flexible adecuada para transportar compuestos
de diversos tamanos, dimensiones y naturalezas quimicas.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria y las composiciones, métodos y sistemas relacionados se
pueden usar en diversas realizaciones como sistemas de aporte que pueden proporcionar proteccién del compuesto
transportado contra degradacién, reconocimiento por el sistema inmunitario y pérdida debida a combinacion con
proteinas séricas o células sanguineas.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria y las composiciones, métodos y sistemas relacionados se
pueden usar en diversas realizaciones como sistemas de aporte caracterizados por la estabilizaciéon estérica y/o la
capacidad de aportar el compuesto a dianas especificas como tejidos, tipos especificos de células dentro de un tejido
e incluso ubicaciones intracelulares especificas dentro de ciertos tipos de células.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria y las composiciones, métodos y sistemas relacionados se
pueden disefiar en diversas realizaciones para liberar un compuesto transportado de una manera controlable,
incluyendo la liberacion controlada de mudltiples compuestos dentro de una misma nanoparticula a diferentes
velocidades y/o en diferentes momentos.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria y las composiciones, métodos y sistemas relacionados se
pueden usar en diversas realizaciones para aportar compuestos con especificidad y/o selectividad mejoradas durante
el guiado y/o el reconocimiento mejorado del compuesto por la diana en comparacion con determinados sistemas de
la técnica.

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria y las composiciones, métodos y sistemas relacionados se
pueden usar en diversas realizaciones en relacion con aplicaciones en las que es deseable el aporte controlado de un
compuesto de interés, que incluyen, pero no se limitan a, aplicaciones médicas, tales como aplicaciones terapéuticas,
diagnosticas y clinicas. Algunas aplicaciones adicionales comprenden andlisis biolégicos, aplicaciones veterinarias y
aporte de compuestos de interés en organismos distintos a los animales, y en particular en plantas.

Los detalles de una o mas realizaciones de la descripcién se exponen en los dibujos adjuntos y en la descripcion
detallada y los ejemplos mostrados mas abajo. Otras caracteristicas, objetos y ventajas se evidenciaran a partir de la
descripcion detallada, los ejemplos y los dibujos, y de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos, que estan incorporados en esta memoria descriptiva y constituyen una parte de la misma, ilustran
una o mas realizaciones de la presente descripcion y, junto con la descripcién detallada y los ejemplos, sirven para
explicar los principios y las implementaciones de la descripcion.

La Figura 1 muestra una representacion esquematica de una nanoparticula y un método relacionado para la formacion
pertinente en ausencia de un compuesto que contiene acido borénico. El panel A muestra una representacion
esquematica de un polimero que contiene un poliol (MAP, 4) y un compuesto de interés (acido nucleico) segun una
realizacién descrita en la presente memoria. El panel B muestra una nanoparticula formada al ensamblar el polimero
que contiene un poliol y el compuesto que se muestran en el panel A.

La Figura 2 muestra una representacion esquematica de una nanoparticula y un método de produccion relacionado
segun una realizacion de la presente descripcion. El panel A muestra un polimero que contiene un poliol (MAP, 4) y
un polimero que contiene un acido borénico (BA-PEG, 6) junto con una molécula de interés (acido nucleico) segun
una realizacion de la presente descripcion. El panel B muestra una nanoparticula estabilizada pegilada con BA formada
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al ensamblar los polimeros y el compuesto que se muestran en el panel A.

La Figura 3 muestra la formacion de un complejo que comprende polimeros que contienen polioles y un compuesto
de interés segun una realizacion descrita en la presente memoria. En particular, la Figura 3 muestra los resultados de
un ensayo de retardo en gel MAP con ADN plasmidico segun una realizacion de la presente descripcion. En la Pista
1 esté cargada una escalera de ADN. Las Pistas 2-8 muestran ADN plasmidico combinado con MAP con una relaciéon
de carga aumentada incrementalmente. La relacion de carga se define como la cantidad de cargas positivas en el
MAP dividida por la cantidad de cargas negativas en el acido nucleico.

La Figura 4 muestra la formacion de un complejo que comprende polimeros que contienen polioles y un compuesto
de interés segun una realizacion descrita en la presente memoria. En particular, la Figura 4 muestra los resultados de
un ensayo de retardo en gel MAP con ARNip segun una realizacion de la presente descripcion. En la Pista 1 esta
cargada una escalera de ADN. Las Pistas 2-8 muestran ARNip combinado con MAP de una relacion de carga
aumentada incrementalmente.

La Figura 5 muestra propiedades de nanoparticulas segun algunas realizaciones descritas en la presente memoria.
En particular, la Figura 5 muestra un diagrama que ilustra un grafico del tamafio de particula (determinado a partir de
mediciones de dispersion dinamica de la luz (DLS)) frente a la relacién de carga y del potencial zeta (una propiedad
relacionada con la carga superficial de la nanoparticula) frente a la relacion de carga para nanoparticulas de plasmido
MAP segun una realizacion de la presente descripcion.

La Figura 6 muestra propiedades de nanoparticulas segun algunas realizaciones descritas en la presente memoria.
En particular, la Figura 6 muestra un diagrama que ilustra un gréafico del tamafo de particula (DLS) frente a la relacion
de carga, y del potencial zeta frente a la relacion de carga para nanoparticulas de plasmido MAP PEGilado con BA
segun una realizacién de la presente descripcion.

La Figura 7 muestra la estabilidad de sal de nanoparticulas de plasmido MAP PEGilado con BA segun una realizacion
descrita en la presente memoria. Grafico A: 5:1 BA-PEG + np + 1X PBS después de 5 minutos; Grafico B: 5:1 BA-PEG
+ np, dializado 3X con 100 kDa + 1X PBS después de 5 minutos; Grafico C: 5:1 prePEGilado con BA-PEG + 1X PBS
después de 5 minutos; Grafico D: 5:1 prePEGilado con BA-PEG, dializado 3X con 100 kDa + PBS después de 5 min.

La Figura 8 muestra el aporte de un agente a células humanas in vitro con nanoparticulas segin una realizacion
descrita en la presente memoria. En particular, la Figura 8 muestra un diagrama que ilustra un grafico de unidades de
luz relativas (RLU), que son una medida de la cantidad de proteina luciferasa expresada a partir del plasmido pGL3
que ha sido aportado a las células frente a la relacion de carga para una transfeccion MAP/pGL3 en células HelLa
segun una realizacién de la presente descripcion.

La Figura 9 muestra el aporte de un agente a una diana con nanoparticulas segln una realizacion descrita en la
presente memoria. En particular, la Figura 9 muestra un diagrama que ilustra un grafico de la supervivencia celular
frente a la relacién de carga después de una transfeccion MAP/pGL3 segun una realizacion de la presente descripcion.
Los datos de supervivencia corresponden a los experimentos mostrados en la Figura 8.

La Figura 10 muestra el aporte de multiples compuestos a una diana con nanoparticulas segun una realizacion descrita
en la presente memoria. En particular, la Figura 10 muestra un diagrama que ilustra un grafico de unidades de luz
relativas (RLU) frente al tipo de particula para una cotransfeccién de particulas de MAP que contienen pGL3 y siGL3
en una relacion de carga de 5 +/- en células HelLa segun una realizacion descrita en la presente memoria. La expresién
siCON indica un ARNip con una secuencia de control.

La Figura 11 muestra el aporte de un compuesto a una diana con nanoparticulas segun una realizacién descrita en la
presente memoria. En particular, la Figura 11 muestra un gréafico de las unidades de luz relativas (RLU) frente a la
concentracién de siGL3 para un aporte de MAP/siGL3 en una relacién de carga de 5 +/- en células HelLa-Luc segun
una realizacién de la presente descripcion.

La Figura 12 muestra una representacion esquematica de una sintesis de un polimero que contiene un acido borénico
que presenta un ligando guiado segun algunas realizaciones descritas en la presente memoria. En particular, la Figura
12 muestra un esquema para una sintesis de &acido boroénico-disulfuro de PEG-transferrina segun una realizacion de
la presente descripcion.

La Figura 13 muestra una representacién esquematica de una sintesis de una nanoparticula segun algunas
realizaciones descritas en la presente memoria. En particular, la Figura 13 muestra un esquema para una formulacion
de una nanoparticula con polimero de camptotecina-acido mucico (polimero de CPT-acido macico) en agua segun
una realizacién de la presente descripcion.

La Figura 14 muestra una tabla que resume los tamafnos de particulas y los potenciales zeta de nanoparticulas
formadas a partir del polimero de CPT-acido mucico conjugado en agua, preparadas segun una realizacion de la
presente descripcion.

La Figura 15 muestra una representacién esquematica de una sintesis de una nanoparticula segun algunas
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realizaciones descritas en la presente memoria. En particular, la Figura 15 muestra una formulacion de una
nanoparticula PEGilada con &cido borénico con polimero de CPT-acido mucico y acido bordnico-disulfuro-PEGsoo0 en
agua segun una realizacion de la presente descripcion.

La Figura 16 muestra la estabilidad de sal de MAP-4/ARNip estabilizado sin PEG, nitroPEG-PEG y con 0,25% en
moles de Herceptin-PEG-nitroPBA. Formulado en una relacion de carga 3 (+/-), se afiadié 10x PBS a los 5 minutos,
de modo que la solucion resultante estaba en 1x PBS.

Las Figuras 17Ay 17B muestran la absorcion en células de (A) nanoparticulas de MAP-CPT guiadas en una proporcion
creciente de Herceptin®-PEG-nitroPBA con respecto a nanoparticula en BT-474, (B) nanoparticulas de MAP-CPT
medianas o nanoparticulas de MAP-CPT guiadas con o sin Herceptin® libre (10 mg/ml) en lineas celulares BT-474
(barras sombreadas) y MCF-7 (barras abiertas).

Las Figuras 18A y 18B muestran la farmacocinética plasmatica de nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y
largas y nanoparticulas de MAP-CPT guiadas en ratones BALB/c en inyecciones de 10 mg de CPT/kg. Como
comparacién se muestra CPT libre inyectada a razén de 10 mg/kg en ratones CD2F1. (A) Concentracién plasmatica
de CPT unida a polimero en funcién del tiempo. (B) Concentracién plasmatica de CPT no conjugada en funcién del
tiempo.

Las Figuras 19A-D muestran la biodistribucién de nanoparticulas de MAP-CPT (5 mg de CPT/kg) y MAP-CPT guiada
(5 mg de CPT/kg, 29 mg de Herceptin®/kg) después de 4 y 24 h de tratamiento. (A) Porcentaje de dosis inyectada
(ID) de CPT total por gramo de tumor, corazén, higado, bazo, rindn o pulmén. (B) Porcentaje de CPT total en cada
6rgano no conjugada en tumor, corazén, higado, bazo, rifidn y pulmén. (C) Concentracion total de CPT en plasma. (D)
Porcentaje de la CPT total no conjugada en plasma.

La Figura 20 representa la microscopia de inmunofluorescencia confocal de secciones de tumor BT-474 tomadas de
ratones desnudos NCr tratados con (A) MAP-CPT (5 mg de CPT/kg) a las 4 horas. (B) MAP-CPT (5 mg de CPT/kg) a
las 24 horas. (C) MAP-CPT guiado (5 mg de CPT/kg, 29 mg de Herceptin®/kg) a las 4 horas. (D) MAP-CPT guiado (5
mg de CPT/kg, 29 mg de Herceptin®/kg) a las 24 horas. Emisién en panel izquierdo 440 nm (CPT, rosa), emision en
panel central izquierdo 519 nm (MAP, verde), emisiébn en panel central derecho 647 nm (Herceptin®, azul),
superposicion de imagenes en panel derecho.

La Figura 21 muestra el estudio de eficacia antitumoral en ratones desnudos NCr con tumores de xenoinjerto BT-474.
Volumen medio del tumor en funcién del tiempo, los grupos que contenian Herceptin recibieron 2 dosis semanales,
todos los demas grupos recibieron 3 dosis semanales.

La Figura 22 muestra los resultados de la eficacia antitumoral para ratones desnudos NCr tratados con (A) Herceptin
a razon de 5,9 mg/kg. (B) Nanoparticulas de MAP-CPT guiadas (5,9 mg de Herceptin®/kg y 1 mg de CPT/kg).

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

En la presente memoria se proporcionan nanoparticulas y composiciones, métodos y sistemas relacionados que
pueden ser utilizados en relacién con el aporte de un compuesto de interés (en la presente memoria también carga)
incluido en las nanoparticulas, métodos para producir las nanoparticulas descritas, métodos de tratamiento que utilizan
las nanoparticulas descritas, y kits para el ensamblaje de las nanoparticulas descritas.

El término "nanoparticula", tal como se usa en la presente memoria, indica una estructura compuesta de dimensiones
a nanoescala. En particular, las nanoparticulas consisten normalmente en particulas con un tamafo dentro del
intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 1.000 nm y por lo general son esféricas, aunque son posibles
diferentes morfologias dependiendo de la composicién de las nanoparticulas. La parte de la nanoparticula que esta
en contacto con un entorno externo a la nanoparticula se identifica generalmente como la superficie de la
nanoparticula. En las nanoparticulas descritas en la presente memoria, la limitacion de tamano se puede restringir a
dos dimensiones, de modo que las nanoparticulas descritas en la presente memoria incluyen una estructura
compuesta que tiene un didmetro de aproximadamente 1 a aproximadamente 1.000 nm, dependiendo el diametro
especifico de la composicién de la nanoparticula y del uso previsto de la nanoparticula segin el disefio experimental.
Por ejemplo, las nanoparticulas que han de ser utilizadas en diversas aplicaciones terapéuticas tienen normalmente
un tamano de aproximadamente 200 nm o menos, y las que se usan en particular para el aporte asociado a un
tratamiento de cancer tienen normalmente un didmetro de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 nm. La
expresion "nanoparticula guiada” denota una nanoparticula que esté conjugada con un agente o ligando guiado.

Otras propiedades adicionales deseables de la nanoparticula, como las cargas superficiales y la estabilizacion
estérica, también pueden variar en vista de la aplicacion especifica de interés. Algunas de las propiedades ejemplares
que pueden ser deseables en aplicaciones clinicas, como el tratamiento del cancer, se han descrito en la literatura
cientifica. Los expertos pueden identificar propiedades adicionales después de leer la presente descripcion. Las
dimensiones y propiedades de las nanoparticulas se pueden detectar mediante técnicas conocidas en este campo.
Las técnicas ejemplares para detectar dimensiones de las particulas incluyen, pero no se limitan a, la dispersion
dinamica de la luz (DLS) y una variedad de microscopias, como la microscopia electrénica por transmisién (TEM) y la
microscopia de fuerzas atomicas (AFM). Las técnicas ejemplares para detectar la morfologia de las particulas incluyen,
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pero no se limitan a, TEM y AFM. Las técnicas ejemplares para detectar las cargas superficiales de la nanoparticula
incluyen, pero no se limitan a, el método de potencial zeta. Algunas técnicas adicionales adecuadas para detectar
otras propiedades quimicas comprenden RMN por 'H, ''B, y '3C y '°F, espectroscopias UV/Vis e infrarrojo/Raman y
espectroscopia de fluorescencia (cuando la nanoparticula se usa en combinacion con marcadores fluorescentes) y
técnicas adicionales identificables por los expertos.

Las nanoparticulas y las composiciones, métodos y sistemas relacionados descritos en la presente memoria pueden
ser utilizados para aportar un compuesto de interés, y en particular un agente, a una diana predeterminada.

Los términos "aportar" y "aporte”, tal como se utilizan en la presente memoria, indican la actividad de influir en la
ubicacion espacial de un compuesto, y en particular controlar dicha ubicacion. Por consiguiente, el aporte de un
compuesto en el sentido de la presente descripcidn indica la capacidad de influir en el posicionamiento y el movimiento
del compuesto en un momento determinado bajo un cierto conjunto de condiciones, de modo que el posicionamiento
y el movimiento del compuesto bajo esas condiciones se alteran con respecto al posicionamiento y el movimiento que
tendria el compuesto en otro caso.

En particular, el aporte de un compuesto con respecto a un punto final de referencia indica la capacidad de controlar
el posicionamiento y el movimiento del compuesto de tal modo que el compuesto se posicione finalmente en el punto
final de referencia seleccionado. En un sistema in vitro, el aporte de un compuesto se asocia generalmente a una
modificacién correspondiente de las propiedades y actividades quimicas y/o biolégicas detectables del compuesto. En
un sistema in vivo, el aporte de un compuesto también se asocia tipicamente con la modificacion de la farmacocinética
y posiblemente la farmacodinamica del compuesto.

La farmacocinética de un compuesto indica la absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion del compuesto del
sistema, normalmente proporcionados por el cuerpo de un individuo. En particular, el término "absorcién" indica el
proceso de una sustancia que entra en el cuerpo, el término "distribucién" indica la dispersién o diseminacion de
sustancias en los fluidos y tejidos del cuerpo, el término "metabolismo" indica la transformacion irreversible de los
compuestos originales en metabolitos derivados, y el término "excrecién" indica la eliminacién de las sustancias del
cuerpo. Si el compuesto esta en una formulacién, la farmacocinética también comprende la liberacion del compuesto
de la formulacién, lo que indica el proceso de liberacién del compuesto, normalmente un farmaco, de la formulacion.
El término "farmacodinamica" indica los efectos fisioldgicos de un compuesto en el cuerpo o en microorganismos o
parasitos dentro del cuerpo o sobre el mismo y los mecanismos de accién del farmaco y la relacién entre la
concentracién y el efecto del farmaco. Los expertos podran identificar las técnicas y procedimientos adecuados para
detectar caracteristicas y propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de un compuesto de interés y en
particular de un agente de interés tal como un farmaco.

El término "agente", tal como se utiliza en la presente memoria, indica un compuesto capaz de mostrar una actividad
quimica o biolégica asociada a la diana. La expresion "actividad quimica”, tal como se utiliza en la presente memoria,
indica la capacidad de la molécula para realizar una reaccién quimica. La expresién "actividad biolégica", tal como se
utiliza en la presente memoria, indica la capacidad de la molécula para influir en una materia viva. Las actividades
quimicas ejemplares de agentes comprenden la formacién de una interaccion covalente o electrostatica. Las
actividades bioldgicas ejemplares de agentes comprenden la produccién y secrecion de moléculas enddgenas, la
absorcion y metabolizacion de moléculas enddgenas o exdgenas, y la activacion o desactivacion de la expresion
genética, incluida la transcripcion y traduccién de un gen de interés.

El término "diana", tal como se utiliza en la presente memoria, indica un sistema bioldgico de interés, incluyendo
organismos vivos unicelulares o pluricelulares o cualquier parte de los mismos, e incluye sistemas biolégicos in vitro o
in vivo o cualquier parte de los mismos.

En las nanoparticulas descritas en la presente memoria, un polimero que contiene un acido bordnico esta acoplado a
un polimero que contiene un poliol y esta dispuesto en la nanoparticula para ser presentado a un entorno externo a la
nanoparticula.

El término "polimero", tal como se utiliza en la presente memoria, indica una molécula grande compuesta por unidades
estructurales repetitivas, normalmente conectadas por enlaces quimicos covalentes. Un polimero adecuado puede ser
lineal y/o ramificado, y puede adoptar la forma de un homopolimero o un copolimero. Si se usa un copolimero, el
copolimero puede ser un copolimero aleatorio o un copolimero ramificado. Los polimeros ejemplares comprenden
polimeros dispersables en agua y en particular polimeros solubles en agua. Por ejemplo, los polimeros adecuados
incluyen, pero no se limitan a, polisacaridos, poliésteres, poliamidas, poliéteres, policarbonatos, poliacrilatos, etc. Para
utilizaciones y aplicaciones terapéuticas y/o farmacéuticas, el polimero deberia tener un perfil de toxicidad bajo y, en
particular, no ser téxico o citotdxico. Los polimeros adecuados incluyen polimeros que tienen un peso molecular de
aproximadamente 500.000 o menos. En particular, los polimeros adecuados pueden tener un peso molecular de
aproximadamente 100.000 o menos.

Las expresiones "polimero que contiene un poliol" o "polimero de poliol(es)", tal como se utilizan en la presente
memoria, indican un polimero que presenta multiples grupos funcionales hidroxilo. En particular, el polimero que
contiene un poliol adecuado para formar las nanoparticulas descritas en la presente memoria comprende polimeros
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que presentan al menos una parte de los grupos funcionales hidroxilo para una interaccién de acoplamiento con al
menos un &cido bordnico de un polimero que contiene un &cido bordénico. Segun la invencién, el acido bordnico es un
acido nitrofenilboronico.

El término "presentar”, tal como se utiliza se usa en la presente memoria con referencia a un compuesto o grupo
funcional, indica la union realizada para mantener la reactividad quimica del compuesto o grupo funcional unido. Por
consiguiente, un grupo funcional presentado en una superficie puede realizar, en las condiciones apropiadas, una o
mas reacciones quimicas que caracterizan quimicamente el grupo funcional.

Las unidades estructurales que forman polimeros que contienen polioles comprenden polioles monoméricos tales
como pentaeritritol, etilenglicol y glicerina. Los polimeros ejemplares que contienen polioles comprenden poliésteres,
poliéteres y polisacaridos. Los poliéteres ejemplares adecuados incluyen, pero no se limitan a, dioles y, en particular,
dioles con la formula general HO-(CH2CH20)p-H, con p = 1, como polietilenglicol, polipropilenglicol y poli(tetrametilen
éter) glicol. A modo de ejemplo, los polisacaridos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ciclodextrinas, almidén,
glucogeno, celulosa, quitina y B-glucanos. Los poliésteres ejemplares adecuados incluyen, pero no se limitan a,
policarbonato, polibutirato y tereftalato de polietileno, todos terminados con grupos terminales hidroxilo. Los polimeros
ejemplares que contienen polioles comprenden polimeros con un peso molecular de aproximadamente 500.000 o
menos y, en particular, de aproximadamente 300 a aproximadamente 100.000.

Diversos polimeros que contienen polioles estan disponibles comercialmente y/o se pueden producir utilizando
técnicas y procedimientos identificables por los expertos. Algunos procedimientos ejemplares para la sintesis de un
polimero de poliol ejemplar se han descrito previamente en la literatura cientifica, y otros estan ilustrados en los
Ejemplos 1-4. Los expertos podran identificar procedimientos adicionales para producir polimeros que contienen
polioles en vista de la presente descripcion.

Las expresiones "polimero que contiene un &cido bordnico" o "polimero de BA", tal como se utilizan en la presente
memoria, indican un polimero que contiene al menos un grupo de acido bordnico presentado para unirse a un grupo
hidroxilo de un polimero que contiene polioles. En particular, los polimeros que contienen acidos boroénicos de las
nanoparticulas descritas en la presente memoria incluyen un polimero que comprende en al menos una unidad
estructural un &cido borénico sustituido con alquilo o arilo que contiene un enlace quimico de carbono a boro. Algunos
polimeros de BA adecuados comprenden polimeros en los que el acido borénico estd en una unidad estructural
terminal o en cualquier otra posicién adecuada para proporcionar al polimero resultante propiedades hidrdfilas.
Algunos polimeros ejemplares que contienen polioles comprenden polimeros con un peso molecular de
aproximadamente 40.000 o menos y en particular de aproximadamente 20.000 o menos, o de aproximadamente
10.000 o menos. Segun la invencidn, el acido bordnico es un acido nitrofenilborénico.

Diversos polimeros que contienen acidos borénicos estan disponibles comercialmente y/o se pueden producir usando
técnicas y procedimientos identificables por los expertos. Algunos procedimientos ejemplares para la sintesis de un
polimero de poliol ejemplar se han descrito previamente en la literatura cientifica, y otros nuevos estan ilustrados en
los Ejemplos 5-8. Los expertos podran identificar procedimientos adicionales para producir polimeros de BA en vista
de la presente descripcién. Segun la presente invencion, el acido bordnico es un acido nitrofenilboroénico.

En las nanoparticulas descritas en la presente memoria, los polimeros de poliol estan acoplados a los polimeros de
BA. Los términos "acoplado” o "acoplamiento”, tal como se utilizan en la presente memoria con referencia a la unién
entre dos moléculas, indican una interaccion que forma un enlace covalente reversible. En particular, en la presencia
de un medio adecuado, un acido boroénico presentado en el polimero de BA interactia con grupos hidroxilo de los
polioles a través de una interaccién covalente por pares rapida y reversible para formar ésteres borénicos en un medio
adecuado. El medio adecuado incluye agua y diversas soluciones acuosas y medios organicos adicionales
identificables por los expertos. En particular, cuando se ponen en contacto en un medio acuoso, los polimeros de BA
y los polimeros de polioles reaccionan, produciendo agua como producto secundario. La interaccién del poliol con
acido bordnico es generalmente mas favorable en soluciones acuosas, pero se sabe que también tiene lugar en medios
organicos. Ademas, los ésteres ciclicos formados con 1,2 y 1,3 dioles son generalmente mas estables que sus
equivalentes de ésteres aciclicos. Segun la invencion, el acido boroénico es un acido nitrofenilborénico.

Por consiguiente, en una nanoparticula descrita en la presente memoria, al menos un acido borénico del polimero que
contiene un acido boroénico esta unido a grupos hidroxilo del polimero que contiene un poliol con un enlace covalente
reversible. La formacién de un éster borénico entre los polimeros de BA y los polimeros de polioles se puede detectar
mediante métodos y técnicas identificables por los expertos, como la resonancia magnética nuclear por boro-11 (RMN
11B), la titulacion potenciométrica, UV/Vis y las técnicas de deteccion fluorescente, dependiendo la técnica elegida de
la naturaleza quimica especifica y de las propiedades del &cido bordnico y el poliol que componen la nanoparticula.

Una nanoparticula resultante de las interacciones de acoplamiento de un polimero de BA descrito en la presente
memoria con un polimero de poliol descrito en la presente memoria presenta el polimero de BA en la superficie de la
particula. En diversas realizaciones, las nanoparticulas pueden tener un diametro de aproximadamente 1 a
aproximadamente 1.000 nm y una morfologia esférica, aunque las dimensiones y la morfologia de la particula estan
determinadas en gran medida por el polimero de BA especifico y los polimeros de poliol utilizados para formar las
nanoparticulas y por los compuestos que son transportados sobre las nanoparticulas segun la presente descripcion.
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En diversas realizaciones, el compuesto de interés transportado por la nanoparticula forma parte del polimero de BA
y/o de los polimeros de poliol. Algunos ejemplos de dichas realizaciones se proporcionan mediante nanoparticulas en
las que uno o méas atomos de un polimero estan reemplazados por un isétopo especifico, por ejemplo, '°F y 1°B, y por
lo tanto son adecuados como agentes para obtener imagenes de la diana y/o proporcionar tratamiento de radiacion a
la diana.

En diversas realizaciones, el compuesto de interés transportado por la nanoparticula esta unido a un polimero,
normalmente un polimero de poliol, a través de un enlace covalente o no covalente. Algunos ejemplos de dichas
realizaciones se proporcionan mediante nanoparticulas en las que uno o0 mas restos en al menos uno del polimero de
poliol y el polimero de BA se unen a uno o0 mas compuestos de interés.

Los términos "unir", "unido" o "unién”, tal como se utilizan en la presente memoria, se refieren a conectar o unificar
mediante un enlace, grupo de enlace, fuerza o vinculo para mantener dos 0 mas componentes juntos, o que abarca
una union directa o indirecta tal como, por ejemplo, cuando un primer compuesto esta unido directamente a un segundo
compuesto, y las realizaciones en las que uno o0 mas compuestos intermedios, y en particular moléculas, estan
dispuestos entre el primer compuesto y el segundo compuesto.

En particular, en algunas realizaciones se puede unir un compuesto al polimero de poliol o polimero de BA a través
de un enlace covalente del compuesto con restos adecuados del polimero. Algunos ejemplos de enlaces covalentes
se ilustran en el Ejemplo 19, donde la unién del farmaco camptotecina con el polimero del &cido mucico se realiza a
través de un enlace éster biodegradable, y en el Ejemplo 9, en donde la unién de transferrina con BA-PEGsoo0 se
realiza a través de pegilacion de la transferrina.

En algunas realizaciones, el polimero se puede disefiar o modificar para permitir la unién de un compuesto especifico
de interés, por ejemplo, afladiendo uno o mas grupos funcionales capaces de unir especificamente un grupo funcional
correspondiente en el compuesto de interés. Por ejemplo, en diversas realizaciones es posible PEGilar la
nanoparticula con un BA-PEG-X, donde X puede ser un grupo de maleimida o yodoacetilo o cualquier grupo saliente
que reaccione especificamente con un tiol o no especificamente con una amina. El compuesto que ha de ser unido
puede reaccionar entonces con los grupos maleimida o yodoacetilo después de la modificacién para expresar un grupo
funcional tiol. EI compuesto que ha de ser unido también se puede modificar con aldehidos o grupos cetona y éstos
pueden reaccionar a través de una reaccion de condensacién con los dioles en los polioles para producir acetales o
cetales.

En algunas realizaciones, un compuesto de interés se puede unir al polimero de poliol o al polimero de BA a través
de enlaces no covalentes, tales como enlaces i6nicos e interacciones intermoleculares, entre un compuesto que ha
de ser unido y un resto adecuado del polimero. En el Ejemplo 10 se ilustran enlaces no covalentes ejemplares.

Un compuesto de interés se puede unir a la nanoparticula antes, durante o después de la formacion de la
nanoparticula, por ejemplo a través de la modificacion de un polimero y/o de cualquier compuesto unido en el material
compuesto en forma de particulas. En la seccion de Ejemplos se ilustran procedimientos ejemplares para realizar la
unién de un compuesto en la nanoparticula. Los expertos pueden identificar procedimientos adicionales para unir un
compuesto a un polimero de BA, polimero de poliol u otros componentes de la nanoparticula descrita en la presente
memoria (por ejemplo, un compuesto de interés previamente introducido) después de leer la presente descripcion.

En algunas realizaciones, al menos un compuesto de interés unido a un polimero de BA presentado en la nanoparticula
descrita en la presente memoria es un agente que puede ser utilizado como un ligando guiado. En particular, en
diversas realizaciones, la nanoparticula une al polimero de BA uno o méas agentes que han de ser utilizados como un
ligando guiado, y al polimero de poliol y/o el polimero de BA, uno o méas agentes que han de ser aportados a una diana
de eleccion.

Las expresiones "ligando guiado" o "agente guiado”, tal como se utilizan en la presente descripcion, indican cualquier
molécula que pueda ser presentada sobre la superficie de una nanoparticula con el fin de aplicarla a una diana
especifica, y en particular el reconocimiento celular especifico, por ejemplo posibilitando la unién del receptor celular
de la nanoparticula. Los ejemplos de ligandos adecuados incluyen, pero no se limitan a, vitaminas (por ejemplo, acido
félico), proteinas (por ejemplo, transferrina y anticuerpos monoclonales), monosacaridos (por ejemplo, galactosa),
péptidos y polisacaridos. En particular, los ligandos guiados pueden ser anticuerpos contra determinados receptores
celulares de la superficie, como anti-VEGF, moléculas pequenas como el acido félico y otras proteinas, como la holo-
transferrina.

La eleccion del ligando, como apreciaran los expertos, puede variar dependiendo del tipo de aporte deseado. Como
otro ejemplo, el ligando puede ser un agente de permeabilizacién de membrana o permeable a la membrana, como la
proteina TAT del VIH-1. La proteina TAT es una activacion transcripcional viral que se importa activamente al ndcleo
celular. Torchilin, VP et al, PNAS. 98, 8786 8791, (2001). Los ligandos guiados adecuados unidos a un polimero de
BA comprenden normalmente un espaciador flexible tal como un 6xido de (poli)etileno con un acido borénico unido a
su extremo distal (véase el Ejemplo 9).

En diversas realizaciones, al menos uno de los compuestos comprendidos en o unidos al polimero de poliol y/o al
polimero de BA (incluido un ligando guiado) puede consistir en un agente y en particular un farmaco, que ha de ser
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aportado a una diana, por ejemplo un individuo, en la que se debe ejercer la actividad quimica o bioldgica, por ejemplo
la actividad terapéutica.

La seleccion de un polimero de poliol y un polimero de BA adecuados para formar una nanoparticula descrita en la
presente memoria se puede realizar en funcién del compuesto y la diana de interés. En particular, la seleccién de un
polimero adecuado que contiene un poliol y un polimero de BA adecuado para formar una nanoparticula descrita en
la presente memoria se puede realizar proporcionando polimeros de poliol y polimero de BA candidatos, y
seleccionando un polimero de poliol y un polimero de BA capaces de formar una interaccion de acoplamiento en el
sentido de la descripcion, teniendo el polimero de BA y el polimero de poliol seleccionados una composicién quimica
tal que, en vista del compuesto de interés y el ligando guiado deben estar comprendidos en o unidos a los polimeros
de poliol y/o los polimeros de BA, o unidos a los mismos, el polimero de poliol es menos hidréfilo que el polimero de
BA. La deteccion del polimero de BA en la superficie de la nanoparticula y la presentacion relacionada al entorno
externo a la nanoparticula se pueden llevar a cabo mediante la deteccion del potencial zeta, que puede demostrar la
modificacién de la superficie de la nanoparticula tal como se ilustra en el Ejemplo 12 (véase en particular la Figura 6).
Algunos procedimientos adicionales para detectar la carga superficial de las particulas y la estabilidad de las particulas
en soluciones salinas incluyen la deteccién de cambios en el tamafno de particula, como los ejemplificados en el
Ejemplo 12 (véase en particular la Figura 7) y procedimientos adicionales identificables por los expertos.

En diversas realizaciones, los polimeros que contienen polioles comprenden una o0 mas de al menos una de las
siguientes unidades estructurales

(D) 4K O

@D (1)) 1))
en donde

A es un resto organico de la férmula

av)
en la que

Rt y Rz se seleccionan independientemente entre cualquier grupo organico o basado en carbono con un peso
molecular de aproximadamente 10 kDa o0 menos;

X se selecciona independientemente entre un grupo alifatico, que contiene uno o mas de -H, -F, -C, -Nu -O; e

Y se selecciona independientemente entre -OH o un resto organico que porta un grupo hidroxilo (-OH), incluyendo,
pero no limitado a, -CH20H, -CH2CH20H, -CF20H, -CF2CF20H, y C(R1G1)(RGz2)(R1Gs)OH, siendo R1G1, R1G2 y R1G3
independientemente funcionalidades de base orgéanica,

y

B es un resto orgénico que enlaza uno de R1y Rz de un primer resto A con uno de los R1y Rz de un segundo resto A.

El término "resto", tal como se utiliza en la presente memoria, indica un grupo de a&tomos que constituye una parte de
una molécula o especie molecular mas grande. En particular, un resto se refiere a un constituyente de una unidad
estructural polimérica repetida. Los restos ejemplares incluyen especies de acidos o bases, azucares, carbohidratos,
grupos alquilo, grupos arilo y cualquier otro constituyente molecular util en la formacién de una unidad estructural
polimérica.

La expresién "resto organico", tal como se utiliza en la presente memoria, indica un resto que contiene un atomo de
carbono. En particular, los grupos organicos incluyen compuestos naturales y sintéticos, y compuestos que incluyen
heteroatomos. Los restos organicos naturales ejemplares incluyen, pero no se limitan a, la mayoria de los azucares,
algunos alcaloides y terpenoides, carbohidratos, lipidos y acidos grasos, acidos nucleicos, proteinas, péptidos y
aminoacidos, vitaminas y grasas y aceites. Los grupos organicos sintéticos se refieren a compuestos que se preparan
mediante reaccién con otros compuestos.

En diversas realizaciones, uno o mas compuestos de interés se pueden unir a (A), a (B) o a (A) y (B).

11



10

15

20

ES 2 822307 T3

En diversas realizaciones, R1 y Rz tienen independientemente la férmula:

OH
N W
d © f
\9

en donde

desde 0a 100,
eesde0a 100,
fesde 0a 100,

Z es un enlace covalente que une un resto organico a otro y en particular a otro resto A o a un resto B tal como se
define en la presente memoria, y

Z1 se selecciona independientemente entre -NHz, -OH, -SH, y -COOH.

En diversas formas de realizacion, Z se puede seleccionar independientemente entre -NH-, -C(=0O)NH-, -NH-C(=0), -
SS-, -C(=0)0-, -NH(=NH)2*)- u -O-C(=0)-.

En diversas realizaciones en las que la unidad estructural A de un polimero que contiene un poliol tiene la formula (1V),
X puede ser CyHav:1, donde v = 0-5, e Y puede ser -OH.

En algunas realizaciones, R1 y/o R2 tienen la formula (V), donde Z es -NH(=NHz*)- y/o Z1 es NHa.

En diversas realizaciones, en polimeros que contienen un poliol de la particula descrita en la presente memoria (A) se
puede seleccionar independientemente entre las férmulas

H .
) @ N—Espaciador- Aminoacido
Aminoacido —Espaciador —H

Vi

@]
H
z (paicar )
: 0]
Vil

b}

)

2~ OGN Ao

@)
Vil

en donde

el espaciador se selecciona independientemente entre cualquier resto organico, y en particular puede incluir grupos
alquilo, fenilo o alcoxi que contienen opcionalmente un heteroatomo, tal como azufre, nitrogeno, oxigeno o fluor;

el aminoacido se selecciona entre cualquier grupo organico que porte una amina libre y un grupo de acido carboxilico libre;
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nesde1aZ20;y
Z1 se selecciona independientemente entre -NHz, -OH, -SH y -COOH.

En diversas realizaciones, Z1 es NHz, y/o el azlcar puede ser cualquier monosacarido tal como glucosa, fructosa,
manitol, sacarosa, galactosa, sorbitol, xilosa o galactosa.

En polimeros que contienen un poliol de la particula de la invencion memoria, una o mas unidades estructurales (A)
tienen independientemente la formula

HOW__0
0 OH OH 0

Ls\)L N~ N NH

o Tty AT

H,N /\’(’0\/);”

en donde n es un nimero de 1 a 20.

En diversas realizaciones, (B) puede estar formado por cualquier compuesto lineal, ramificado, simétrico o asimétrico
que enlaza los dos restos (A) a través de grupos funcionales.

En diversas realizaciones, (B) puede estar formado por un compuesto en el que al menos dos grupos reticulables
enlazan los dos restos (A).

En algunas realizaciones, (B) contiene un grupo organico neutro, cationico o aniénico, cuya naturaleza y composicion
dependen de la naturaleza quimica del compuesto que haya de ser enlazado de forma covalente o no covalente.

Los restos catiénicos ejemplares de (B) para utilizarlos con carga aniénica incluyen, pero no se limitan a, grupos
organicos que portan grupos de amidina, amonios cuaternarios, grupos de amina primaria, grupos de amina
secundaria, grupos de amina terciaria (protonada por debajo de sus pKa) e imidazolios.

Los restos anidnicos ejemplares contenidos en (B) para utilizarlos con carga catiénica incluyen, pero no se limitan a,
grupos organicos que portan sulfonatos de férmula (XIX), nitratos de formula (XX), carboxilatos de férmula (XXI) y
fosfonatos.

En particular, uno o mas restos (B) catidnicos o aniénicos para utilizarlos con carga anidnica y cargas catidnicas
respectivamente pueden tener independientemente una férmula general de:

R;—] Grupo organico —Rg

(XII)

en donde Rs es un grupo electréfilo que puede estar enlazado de forma covalente con A cuando A contiene grupos
nucledfilos. Los ejemplos de Rs en este caso incluyen, pero no se limitan a,

-C(=0)OH, -C(=0)Cl, -C(=0O)NHS, -C(=NHz2*)OMe, -S(=0)OCI-, -CH2Br, ésteres alquilicos y aromaticos, alquinos
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terminales, tosilato y mesilato, entre otros. En el caso en el que el resto A contiene grupos terminales electréfilos, Rs
portara grupos nucledfilos tales como -NHz (aminas primarias), -OH, -SH, N3 y aminas secundarias.

En particular, cuando el resto (B) es un resto catidnico (B) para uso con carga aniénica, el "grupo organico" es un resto
organico que puede tener un esqueleto con una férmula general que consiste en CmH2m con m = 1 y otros
heteroatomos, y ha de contener al menos uno de los siguientes grupos funcionales que incluyen amidinas de la formula
(XI1), amonios cuaternarios de la férmula (XIV), grupos de amina primaria de la formula (XV), grupos de amina
secundaria de la formula (XVI), grupos de amina terciaria de la formula (XVII) (protonada por debajo de sus pKa) e
inmidazolios de la formula (XVIII)

+
NH
: ;L/ NH I!IH t!l ~N7 N
ZEN s 7 PN —
(XIIN) (XIV) (XV) (XVI)  (XVID) (XVIII)

En algunas realizaciones, cuando el resto (B) es un resto anidnico (B) para utilizarlo con carga cationica, el "grupo
organico" puede tener un esqueleto con una féormula general que consiste en CmHzm con m = 1 y otros heteroatomos,
y ha de contener al menos uno de los siguientes grupos funcionales que incluyen sulfonatos de la férmula (XIX),
nitratos de la formula (XX), carboxilatos de la férmula (XXI) y fosfonatos de la formula (XXII)

0
()\\ I/O —_ N-I'- 0 | _ 6
- S\Q o )l\o 0” P‘Q
(XIX) (XX) (XXT) (XXIT)

En realizaciones en las que (B) esta formado por carboxilatos (XXI), también se puede unir un compuesto que contiene
grupos amino o hidroxilo primarios a través de la formacién de un péptido o un enlace éster.

En realizaciones en las que (B) esta formado por un grupo amino primario de la formula (XV) y/o un grupo amino
secundario de la férmula (XVI), también se puede unir un compuesto que contiene grupos de acido carboxilico a través
de la formacién de un enlace peptidico.

En la presente invencion, el resto (B) se selecciona independientemente entre

+
NH,
L 0 0
L q )LV\ M
NH, L 07, L
+ o
(XXIID (XXIV)

en donde

gesde1a20,y en particular puede ser 5;
p es de 20 a 200;y

L es un grupo saliente.

La expresion "grupo saliente”, tal como se utiliza en la presente memoria indica un fragmento molecular que sale con
un par de electrones en la escisién del enlace heterolitico. En particular, un grupo saliente puede consistir en aniones
o moléculas neutras, y la capacidad de un grupo saliente para salir esta en correlacién con el pKa del &cido conjugado,
estando asociado un menor pKa con una mejor capacidad de grupo saliente. Los grupos salientes anioénicos ejemplares
incluyen haluros tales como CI, Br e I, y ésteres de sulfonato, tales como para-toluenosulfonato o "tosilato" (TsO").
Algunos grupos salientes de molécula neutra ejemplares son agua (H20), amoniaco (NHs), y alcoholes (ROH).

En particular, en diversas realizaciones, L puede ser un cloruro (Cl), metoxi (OMe), t butoxi (OtBU) o N hidrosuccinimida (NHS).

En algunas realizaciones, la unidad estructural de la formula (I) puede tener la férmula

14
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+

O OH OH NH,

: N N
N ~TNN
N N

8H OH O NH,
(XXV)
En algunas realizaciones, la unidad estructural de la formula (II) puede tener la férmula
+
O OH OH NH,
: % H
N N
N Y N
H = H
OH OH O NHZ
(XXVI)

En algunas realizaciones, la unidad estructural de la formula (Ill) puede tener la férmula
o OH OH

N

n N v
H =
OH OH O

(XXVII)

(XX VIII)

en donde
nesde1a20y en particular de 1 a 4.

10 En algunas realizaciones, el polimero que contiene poliol puede tener la formula

+
O OH OH NH,
: § §
NT N DN
H H
OH OH O NH,
(XXIX)

En algunas realizaciones, el polimero que contiene un acido borénico contiene al menos un grupo de acido bordnico
terminal y tiene la siguiente estructura:
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((Grupo funcional 1 )—R:;)—L- )|(1 -)-(R4—( Grupo funcional 2 ))
a r

Y, -OH

l
OH

b

XXX)
en donde

R3 y R4 se pueden seleccionar independientemente entre cualquier polimero organico hidréfilo, y en particular pueden
ser independientemente cualquier 6xido de (poli)etileno, y polimeros iénicos hibridos;

X1 puede ser un resto organico que contiene uno o mas de -CH, -N o -B;

Y1 puede ser un grupo alquilo con una férmula -CmHam- con m = 1, que posiblemente contiene olefinas o grupos
alquinilo, o un grupo aromatico tal como un fenilo, bifenilo, naftilo o antracenilo;

resde 1a1.000;
aesde0ag;y
besde0a3;

y en donde el grupo funcional 1y el grupo funcional 2 son iguales o diferentes y son capaces de unirse a un ligando
guiado, y en particular una proteina, anticuerpo o péptido, o es un grupo terminal tal como -OH, -OCHs o -(X1)-(Y1)-
B(OH)2-.

En algunas realizaciones, Rs y R4 son (CH2CH20)t, donde t es de 2 a 2.000 y en particular de 100 a 300.

En algunas realizaciones X1 puede ser -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- o -C(=0)-O- y/o Y1 puede ser un
grupo fenilo.

En algunas realizaciones, r puede ser 1, a puede ser 0 y b puede ser 1.

En algunas realizaciones, el grupo funcional 1 y el grupo funcional 2 son iguales o diferentes y se seleccionan
independientemente entre -B(OH)2, -OCHs, -OH.

En particular, el grupo funcional 1 y/o 2 de la formula (XXXI) puede ser un grupo funcional capaz de unirse a una carga
y en particular un ligando guiado tal como una proteina, anticuerpo o péptido, o puede ser un grupo terminal tal como
-OH, -OCHs o -(X)-(Y)-B(OH)2.

La expresion "grupo funcional”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica grupos especificos de atomos dentro
de una estructura molecular o una parte de la misma, que son responsables de las reacciones quimicas caracteristicas
de esa estructura o parte de la misma. Los grupos funcionales ejemplares incluyen hidrocarburos, grupos que
contienen halégeno, grupos que contienen oxigeno, grupos que contienen nitrégeno y grupos que contienen fosforo y
azufre, todos ellos identificables por los expertos. En particular, los grupos funcionales en el sentido de la presente
descripcion incluyen un acido carboxilico, amina, triarilfosfina, azida, acetileno, sulfonil azida, tioacido y aldehido. En
particular, por ejemplo, un grupo funcional capaz de unirse a un grupo funcional correspondiente en un ligando guiado
se puede seleccionar de modo que comprenda los siguientes compareros de unién: grupo de acido carboxilico y grupo
amino, grupos azida y acetileno, grupo azida y triarilfosfina, sulfonil azida y tioacido, y aldehido y amina primaria. Los
expertos pueden identificar grupos funcionales adicionales después de leer la presente descripcion. Tal como se utiliza
en la presente memoria, la expresion "grupo funcional correspondiente” se refiere a un grupo funcional que puede
reaccionar con otro grupo funcional. Por lo tanto, los grupos funcionales que pueden reaccionar entre si se pueden
designar como grupos funcionales correspondientes.

Un grupo terminal indica una unidad constitucional que constituye un extremo de una macromolécula o molécula
oligomérica. Por ejemplo, el grupo terminal de un poliéster PET puede ser un grupo de alcohol o un grupo de acido
carboxilico. Los grupos terminales se pueden usar para determinar la masa molar. Los grupos terminales ejemplares
comprenden -OH, -COOH, NHz, y OCHa.

En algunas realizaciones, el polimero que contiene acido borénico puede tener la férmula
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o)
Oyt
HOL
i
OH

(XXXI)

en donde s es de 20 a 300. En la presente invencion, el acido borénico es un acido nitrofenilborénico y el polimero
que contiene el &cido nitrofenilborénico es:

NO
on
HD’B {\/ }JGrupnfuncinnaIEJ
0
. :

~

{v )JIGrupu funcional 2

HO o
@\ {.\/ )\/‘GrupnﬁJncmnaIE]
NO»
“‘@L s

':IJ'H
_B |
HO @\ (Grupn funcional 2]
0N x{\/o}t/
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Q3N
. B
Grupo funcional 2

HCL.B X

OH

en donde

t es un nimero de 2 a 2000;

X1 es -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-0-; y

El grupo funcional 2 comprende -B(OH)2, -OCHs, -(X1)-(Y1)-B(OH)2, -COOH, - NH2, 0 -OH, en donde Y1 es un grupo fenilo.

Los agentes y ligandos guiados ejemplares que se pueden unir a nanoparticulas de la presente descripcion
comprenden moléculas organicas o inorganicas, incluyendo polinucleétidos, nucleétidos, polipéptidos aptameros,
proteinas y complejos macromoleculares de polisacaridos que incluyen, pero no se limitan a, aquellos que comprenden
una mezcla de proteinas y polinucle6tidos, sacaridos y/o polisacaridos, virus, moléculas con radiois6topos, anticuerpos
o fragmentos de anticuerpos.

El término "polinucledtido”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica un polimero organico compuesto por dos
0 mas mondémeros que incluyen nucleétidos, nucledsidos o andlogos de los mismos. El término "nucleétido” se refiere
a cualquiera de diversos compuestos que consisten en un azlcar de ribosa o desoxirribosa unido a una base de purina
o pirimidina y a un grupo fosfato, y que es la unidad estructural basica de los acidos nucleicos. El término "nucledsido"
se refiere a un compuesto (como guanosina o adenosina) que consiste en una base de purina o pirimidina combinada
con desoxirribosa o ribosa y que se encuentra especialmente en &cidos nucleicos. Las expresiones "analogo de
nucleétido” o "analogo de nucledsido" se refieren respectivamente a un nucleétido o nucledsido en el que uno o mas
atomos individuales han sido reemplazados con un atomo diferente o con un grupo funcional diferente. En
consecuencia, el término "polinucledtido" incluye acidos nucleicos de cualquier longitud, y en particular ADN, ARN,
analogos y fragmentos de los mismos. Un polinucle6tido de tres o méas nucleétidos también se conoce como "oligémero
nucleotidico" u "oligonucleotido".

El término "aptameros", tal como se utiliza en la presente memoria, indica moléculas de acido oligonucléico o de
péptido que se unen a una diana especifica. En particular, los aptameros de acido nucleico pueden comprender, por
ejemplo, especies de acido nucleico que se han disefiado mediante rondas repetidas de seleccion in vitro o, de manera
equivalente, SELEX (evolucién sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial) para unirse a varias dianas
moleculares tales como moléculas pequefias, proteinas, acidos nucleicos, e incluso células, tejidos y organismos. Los
aptameros son utiles en aplicaciones biotecnoldgicas y terapéuticas, ya que ofrecen propiedades de reconocimiento
molecular que rivalizan con las de los anticuerpos. Los aptameros peptidicos son péptidos que estan disefiados para
unirse especificamente e interferir en las interacciones proteina-proteina dentro de las células. En particular, los
aptameros peptidicos se pueden derivar, por ejemplo, segin una estrategia de seleccién que se deriva del sistema
del doble hibrido de levadura (Y2H). En particular, segin esta estrategia, un bucle de aptamero peptidico variable
unido a un dominio de unién al factor de transcripcién se escruta contra la proteina diana unida a un dominio de
activacion del factor de transcripcion. La unién in vivo del aptdmero peptidico a su diana a través de esta estrategia
de seleccion se detecta como expresion de un gen marcador de levadura en direccién corriente abajo.

El término "polipéptido”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica un polimero organico lineal, circular o
ramificado compuesto por dos 0 mas mondémeros de aminoacidos y/o anéalogos de los mismos. El término "polipéptido”
incluye polimeros de aminoacidos de cualquier longitud, incluyendo proteinas y péptidos de longitud completa, asi
como analogos y fragmentos de los mismos. Un polipéptido de tres 0 mas aminoacidos también se denomina proteina
oligomérica, péptido u oligopéptido. En particular, los términos "péptido" y "oligopéptido" indican normalmente un
polipéptido con menos de 50 monoémeros de aminodcidos. Tal como se utiliza en la presente memoria, las expresiones
"amino&cido", "mondémero de aminodacido" o "residuo de aminoacido" se refieren a cualquiera de los veinte
aminoacidos naturales, aminoacidos no naturales y aminodacidos artificiales, e incluyen tanto isémeros 6pticos D como
isébmeros Opticos L. En particular, los aminoacidos no naturales incluyen estereoisémeros D de los aminoacidos
naturales (que incluyen bloques de construccion de ligandos utiles, ya que no son susceptibles de degradacion
enzimatica). La expresion "aminoacidos artificiales" indica moléculas que se pueden acoplar facilmente entre si usando
una quimica de acoplamiento de aminoacidos estandar, pero con estructuras moleculares que no se parecen a los
aminoacidos naturales. La expresién "analogo de aminoacido" se refiere a un aminoacido en el que uno o mas atomos
individuales han sido reemplazados, bien con un atomo diferente, isétopo, bien con un grupo funcional diferente, pero
que por lo demas es idéntico al aminodcido original del que se deriva el analogo. Todos estos aminoacidos se pueden
incorporar sintéticamente en un péptido o polipéptido utilizando quimicas estandar de acoplamiento de aminoacidos.
El término "polipéptido”, tal como se utiliza en la presente memoria, incluye polimeros que comprenden uno o mas
monomeros, o bloques de construccién distintos de un mondémero de aminoacido. Los términos monémero, subunidad
o bloques de construccién indican compuestos quimicos que, bajo condiciones apropiadas, se pueden unir
quimicamente a otro monoémero de la misma o diferente naturaleza quimica para formar un polimero. También esta
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previsto que el término "polipéptido” comprenda un polimero en el que uno o0 més de los bloques de construccion estan
unidos de forma covalente a otro mediante un enlace quimico distinto del enlace amidico o peptidico.

El término "proteina”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica un polipéptido con una estructura secundaria
y terciaria particular que puede participar, de forma no exclusiva, en interacciones con otras biomoléculas, incluyendo
otras proteinas, ADN, ARN, lipidos, metabolitos, hormonas, quimiocinas y moléculas pequefas. Algunas proteinas
ejemplares descritas en la presente memoria son anticuerpos.

El término "anticuerpo", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una proteina del tipo que es producido
por células B activadas después de la estimulacion por un antigeno y que se puede unir especificamente al antigeno
promoviendo una respuesta inmune en sistemas bioldgicos. Los anticuerpos completos consisten normalmente en
cuatro subunidades que incluyen dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. El término anticuerpo incluye
anticuerpos naturales y sintéticos, incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales
o fragmentos de los mismos. Los anticuerpos ejemplares incluyen IgA, IgD, IgG1, 1gG2, IgG3, IgM y similares. Los
fragmentos ejemplares incluyen Fab Fv, Fab' F(ab')2 y similares. Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo que se
une especificamente a otra biomolécula que se denomina "epitopo", y que, por lo tanto, se define como
complementario a una Unica organizacion espacial y polar particular de ésta. En algunas formas, los anticuerpos
monoclonales también pueden tener la misma estructura. Un anticuerpo policlonal se refiere a una mezcla de
diferentes anticuerpos monoclonales. En algunas formas, los anticuerpos policlonales pueden consistir en una mezcla
de anticuerpos monoclonales en los que al menos dos de los anticuerpos monoclonales se unen a un epitopo
antigénico diferente. Los epitopos antigénicos diferentes pueden estar en la misma diana, en dianas diferentes o en
una combinacién. Los anticuerpos se pueden preparar mediante técnicas muy conocidas en este campo, tales como
la inmunizacién de un huésped y la recoleccion de sueros (policlonales), o la preparacion de lineas celulares de
hibridoma continuas y la recoleccién de la proteina segregada (monoclonal).

En diversas realizaciones, los polimeros de poliol forman un complejo o enlace no covalente con uno o mas
compuestos de interés para ser aportados segun la ilustracion esquematica de las Figuras 1y 2.

En diversas realizaciones, una estructura de nanoparticulas comprende un agente y un polimero que contiene un
poliol, estando el agente unido a un polimero de poliol mediante un enlace covalente. En los Ejemplos 16-21 se detalla
un ejemplo de un polimero de poliol conjugado con un agente. En estas realizaciones, los polimeros de poliol
conjugados con un agente (designados en la presente memoria como "conjugados de polimero de poliol-agente")
forman nanoparticulas cuya estructura presenta sitios en su superficie para la interaccion con moléculas de BA.

En varias de esas realizaciones, la nanoparticula comprende ademas polimeros de BA configurados para proporcionar
a la nanoparticula una funcionalidad de estabilizacidn estérica y/o de guiado. En particular, en dichas realizaciones, la
adicion de un polimero de BA permite minimizar la autoagregacion e interacciones no deseadas con otras
nanoparticulas, proporcionando asi una mayor estabilidad de sal y suero. Por ejemplo, la estabilizacion estérica se
proporciona aqui mediante el polimero de BA que tiene PEG, tal como se ilustra en la nanoparticula ejemplar descrita
en el Ejemplo 12.

En dichas realizaciones, la estructura de esta nanoparticula proporciona diversas ventajas sobre métodos de aporte
de agentes del estado anterior de la técnica, tales como la capacidad de proporcionar una liberacién controlada de
uno o mas agentes. Esta caracteristica se puede proporcionar, por ejemplo, mediante el uso de un enlace éster
biodegradable entre el agente y el polimero de poliol. Los expertos en la técnica reconoceran otros posibles enlaces
adecuados para este fin. En estas realizaciones, otra ventaja consiste en la capacidad de proporcionar un guiado
especifico del agente a través del resto de polimero de BA.

En varias realizaciones, los polimeros de BA pueden comprender un acido borénico fluorado (Ejemplo 7) o un &cido
borénico escindible fluorado (Ejemplo 8) que puede ser utilizado como un agente de formacion de imagenes en IRM
u otras técnicas similares. Un agente de imagenes de este tipo puede ser Util para rastrear la farmacocinética o
farmacodinamica de un agente aportado por la nanoparticula.

En diversas realizaciones, una estructura de nanoparticulas comprende un agente y un polimero de poliol, consistiendo
la nanoparticula en un liposoma modificado. En estas realizaciones, el liposoma modificado comprende lipidos
conjugados con polimeros de poliol a través de un enlace covalente de modo que la superficie del liposoma presenta
polimeros de poliol. En estas realizaciones, los liposomas modificados se forman de tal modo que los agentes que
han de ser aportados estan contenidos dentro de la nanoparticula de liposoma.

El término "liposoma", tal como se utiliza en la presente memoria, indica una estructura vesicular compuesta por
lipidos. Los lipidos tienen normalmente un grupo de cola que comprende una cadena de hidrocarburo larga y un grupo
de cabeza hidroéfilo. Los lipidos se disponen formando una bicapa lipidica con un entorno acuoso interno adecuado
para contener un agente que ha de ser administrado. Dichos liposomas presentan una superficie exterior que puede
comprender ligandos o moléculas guiados adecuados para el reconocimiento especifico por receptores de la superficie
celular u otras dianas de interés.

El término "conjugado”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica que una molécula ha formado un enlace
covalente con una segunda molécula e incluye enlaces donde los atomos se unen de forma covalente con enlaces
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alternos simples y mudltiples (por ejemplo, dobles) (por ejemplo, C=C-C=C-C) e influyen entre si para producir
deslocalizacion de electrones.

En otras realizaciones de la presente descripcion, una estructura de nanoparticulas comprende un agente y un poliol,
siendo la nanoparticula una micela modificada. En estas realizaciones, la micela modificada comprende polimeros de
poliol modificados para contener un blogue de polimero hidréfobo.

La expresién "bloque de polimero hidréfobo", tal como se utiliza en la presente descripcion, indica un segmento del
polimero que por si solo seria hidréfobo.

El término "micela", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un agregado de moléculas dispersas en
un liquido. Una micela tipica en solucién acuosa forma un agregado con las regiones "de cabeza" hidréfilas en contacto
con el disolvente circundante, secuestrando las regiones de cola simple hidréfobas en el centro de la micela. En la
presente descripcion, la regién de cabeza puede ser, por ejemplo, una regién superficial del polimero de poliol,
mientras que la regién de cola puede ser, por ejemplo, la region de bloque de polimero hidréfobo del polimero de
poliol.

En estas realizaciones, los polimeros de poliol con un bloque de polimero hidréfobo, cuando se mezclan con un agente
que ha de ser aportado, se disponen para formar una nanoparticula que consiste en una micela modificada con
agentes que han de ser aportados contenidos dentro de la nanoparticula. Dichas realizaciones de nanoparticulas
presentan polimeros de poliol en su superficie que son adecuados para interactuar con polimeros de BA que tienen o
no una funcionalidad de guiado segun realizaciones anteriores. En estas realizaciones, los polimeros de BA que se
pueden usar para este fin incluyen aquellos con A hidréfilo e B hidrofobo en la formula (1) o (Il). Esta interaccion
proporciona las mismas ventajas o ventajas similares a las de otras realizaciones de nanoparticulas arriba
mencionadas.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas o componentes relacionados pueden estar comprendidos en una
composicién junto con un vehiculo aceptable. El término "vehiculo”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica
cualquiera de los diversos medios que actlan generalmente como solventes, soportes, ligantes, excipientes o
diluyentes para una nanoparticula comprendida en la composicion como ingrediente activo.

En algunas realizaciones, cuando la composicion se va a administrar a un individuo, la composicion puede ser una
composicion farmacéutica y el vehiculo aceptable puede ser un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, una nanoparticula se puede incluir en composiciones farmacéuticas junto con un excipiente
o diluyente. En particular, en algunas realizaciones se dan a conocer composiciones farmacéuticas que contienen
nanoparticulas en combinacién con uno o mas vehiculos compatibles y farmacéuticamente aceptables, y en particular
con diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

El término "excipiente", tal como se utiliza en la presente memoria, indica una sustancia inactiva que se usa como
vehiculo para los ingredientes activos de un medicamento. Los excipientes adecuados para las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente memoria incluyen cualquier sustancia que mejore la capacidad del cuerpo de
un individuo para absorber la nanoparticula. Los excipientes adecuados también incluyen cualquier sustancia que
pueda ser utilizada para aumentar el tamafno de las formulaciones con nanoparticulas para permitir una dosificacién
conveniente y precisa. Ademas de su uso en la cantidad de dosis Unica, los excipientes se pueden usar en el proceso
de fabricacién para ayudar en el manejo de las nanoparticulas. Dependiendo de la via de administracion y de la forma
de medicacién, se pueden usar diferentes excipientes. Los excipientes ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
antiadherentes, ligantes, revestimientos, desintegrantes, cargas, saborizantes (como edulcorantes) y colorantes,
agentes deslizantes, lubricantes, conservantes, sorbentes.

El término "diluyente”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica un agente diluyente que se formula para diluir
o transportar un ingrediente activo de una composicion. Los diluyentes adecuados incluyen cualquier sustancia que
pueda disminuir la viscosidad de una preparacién medicinal.

En determinadas realizaciones se pueden formular composiciones, y en particular composiciones farmacéuticas, para
administracion sistémica, que incluye administracion parenteral y mas particularmente administraciéon intravenosa,
intradérmica e intramuscular.

Las composiciones ejemplares para administracién parenteral incluyen, pero no se limitan a, soluciones acuosas
estériles, soluciones inyectables o suspensiones que incluyen nanoparticulas. En algunas realizaciones, una
composicion para administracion parenteral se puede preparar en el momento de su uso disolviendo una composicion
en polvo, previamente preparada en forma liofilizada, en un liquido acuoso biol6gicamente compatible (agua destilada,
solucidn fisiologica u otra solucién acuosa).

El término "liofilizacion" (también conocido como secado por congelacion o criodesecacion) indica un proceso de
deshidratacién que se usa normalmente para conservar un material perecedero o hacer que el material sea mas
conveniente para el transporte. La liofilizacién se lleva a cabo congelando el material y reduciendo después la presion
circundante, y afadiendo suficiente calor para permitir que el agua congelada en el material se sublime directamente
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de la fase sélida a gas.

En aplicaciones farmacéuticas, la liofilizacién se utiliza a menudo para aumentar la vida Gtil de almacenamiento de los
productos, tales como vacunas y otros productos inyectables. Al eliminar el agua del material y sellar el material en un
frasco, el material se puede almacenar, transportar y reconstituir posteriormente con facilidad a su forma original para
inyeccién.

En diversas realizaciones, las nanoparticulas descritas en la presente memoria se aportan a una diana
predeterminada. En algunas realizaciones, la diana es un sistema bioldgico in vitro y el método comprende la puesta
en contacto de la diana con la nanoparticula descrita en la presente memoria.

En algunas realizaciones se proporciona un método para el aporte de un agente a un individuo, comprendiendo el
método la formulacién de una nanoparticula adecuada segun diversas realizaciones descritas. Las nanoparticulas
también se pueden formular en una composicién farmacéuticamente aceptable segun diversas realizaciones descritas.
El método comprende ademas el aporte de una nanoparticula a un individuo. Para aportar la nanoparticula a un
individuo, la nanoparticula o las formulaciones de nanoparticulas se pueden administrar por via oral, parenteral, topica
o rectal. Estas se aportan en formas adecuadas para cada via de administracion. Por ejemplo, las composiciones de
nanoparticulas se pueden administrar en forma de comprimidos o capsulas, mediante inyeccion, inhalacion, locion
ocular, pomada, supositorio, infusion; tdpicamente mediante locién o pomada; y rectalmente mediante supositorios.

El término "individuo", tal como se utiliza en la presente memoria, incluye un solo organismo bioldgico, incluyendo,
pero sin limitarse a, plantas o animales, y en particular animales superiores y en particular vertebrados tales como
mamiferos y en particular seres humanos.

Las frases "administracién parenteral" y "administrado por via parenteral, tal como se utilizan en la presente memoria,
significan modos de administracién distintos a la administracién enteral y topica, generalmente mediante inyeccion, e
incluyen, sin limitacién, administracion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal e intraesternal, inyeccion e infusién.

Las frases "administracion sistémica", "administrado sistémicamente”, "administracién periférica" y "administrado
periféricamente”, tal como se utilizan en la presente memoria, significan la administracién de una nanoparticula o una
composicion de la misma de un modo que no sea directamente en el sistema nervioso central, de manera que entren
en el sistema del individuo y, por lo tanto, estén sujetas al metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo la
administracién subcutanea.

Los niveles de dosificacién reales del ingrediente o agente activo en las composiciones farmacéuticas descritas en la
presente memoria se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un individuo particular, composicién y modo de administracion, sin que sea téxica
para el individuo.

Estos conjugados de polimeros terapéuticos se pueden administrar a humanos y otros animales para terapia a través
de cualquier via de administracion adecuada, incluyendo las vias oral, nasal, como por ejemplo un espray, rectal,
intravaginal, parenteral, intracisternal y tdpica, como en polvos, ungiientos o gotas, incluyendo las vias bucal y
sublingual.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, el conjugado polimérico terapéutico, que se puede usar
en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se formulan en
formas galénicas farmacéuticamente aceptables mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la
técnica.

En particular, en algunas realizaciones, el compuesto aportado es un farmaco para tratar o prevenir una afeccion en
el individuo.

Los términos "farmaco" o "agente terapéutico" indican un agente activo que se puede usar en el tratamiento, la
prevencién o el diagndstico de una afeccion en el individuo o se puede usar para mejorar de otro modo el bienestar
fisico o mental del individuo.

El término "afeccién”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica el estado fisico del cuerpo de un individuo, en
su totalidad o de una o mas de sus partes, que no se ajusta a un estado fisico del individuo, en su totalidad o de una
0 mas de sus partes, que esté asociado con un estado de bienestar fisico, mental y posiblemente social completo. Las
afecciones descritas en la presente memoria incluyen, entre otras, trastornos y enfermedades, indicando el término
"trastorno" una afeccién del individuo vivo que esté asociada a una anomalia funcional del cuerpo o de cualquiera de
sus partes, e indicando el término "enfermedad" una afeccion del individuo vivo que perjudica el funcionamiento normal
del cuerpo o de cualquiera de sus partes y se manifiesta normalmente por signos y sintomas distintivos. Las afecciones
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, lesiones, discapacidades, trastornos (incluyendo trastornos mentales y
fisicos), sindromes, infecciones, conductas desviadas del individuo y variaciones atipicas de la estructura y las
funciones del cuerpo de un individuo o de partes del mismo.
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El término "tratamiento”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica cualquier actividad que forme parte de una
atencién médica, o que se ocupe de una afeccion médica o quirdrgica.

El término "prevencién”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica cualquier actividad que reduzca la carga de
mortalidad o morbilidad de una afeccion en un individuo. Esto tiene lugar en los niveles de prevenciéon primaria,
secundaria y terciaria, en donde: a) la prevencién primaria evita el desarrollo de una enfermedad; b) las actividades
de prevencion secundaria estan dirigidas al tratamiento temprano de la enfermedad, lo que aumenta las oportunidades
de intervenciones para prevenir la progresién de la enfermedad y la aparicion de sintomas; y c) la prevencién terciaria
reduce el impacto negativo de una enfermedad ya establecida restaurando la funcién y reduciendo las complicaciones
relacionadas con la enfermedad.

Los compuestos ejemplares que pueden ser aportados por las nanoparticulas descritas en la presente memoria y que
son adecuados como farmacos comprenden compuestos capaces de emitir radiaciones electromagnéticas (como
isdtopos '°B) para ser utilizados en radioterapias (como la captura de neutrones de boro). Otros agentes terapéuticos
adicionales comprenden cualquier agente terapéutico biolégicamente activo lipofilo o hidréfilo, sintético o natural,
incluyendo los conocidos en la técnica. The Merck Index, An Encyclopedia of Chemicals, Drugs, and Biologicals, 13
Edicion, 2001, Merck and Co., Inc., Whitehouse Station, N.J. Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos incluyen,
pero no se limitan a, productos farmacéuticos de moléculas pequefas, antibiéticos, esteroides, polinucledtidos (por
ejemplo, ADN gendémico, ADNc, ARNm, ARNip, ARNhc, micro-ARN, oligonucleétidos antisentido, virus y
polinucleétidos quiméricos), plasmidos, péptidos, fragmentos de péptidos, moléculas pequefas (por ejemplo,
doxorrubicina), agentes quelantes (por ejemplo, deferoxamina (DESFERAL), acido etilendiaminotetraacético (EDTA)),
productos naturales (por ejemplo, taxol, anfotericina), y otras macromoléculas biolégicamente activas tales como, por
ejemplo, proteinas y enzimas. Véase también la patente de EE. UU. n.? 6,048,736, que enumera agentes activos
(agentes terapéuticos) que se pueden usar como agentes terapéuticos con las nanoparticulas descritas en la presente
memoria. Los agentes terapéuticos de moléculas pequefias no solo pueden ser el agente terapéutico dentro de la
particula compuesta, sino que, en una realizacion adicional, se pueden unir de forma covalente a un polimero en el
compuesto. En diversas realizaciones, el enlace covalente es reversible (por ejemplo, a través de una forma de
profarmaco o enlace biodegradable, como un disulfuro) y proporciona otra forma de aportar el agente terapéutico. En
diversas realizaciones, los agentes terapéuticos que pueden ser aportados con las nanoparticulas descritas en la
presente memoria incluyen agentes quimioterapéuticos tales como epotilonas, farmacos basados en camptotecina,
taxol o un acido nucleico tal como un plasmido, ARNip, ARNhc, micro-ARN, oligonucleétidos antisentido, aptameros o
su combinacion, y farmacos adicionales identificables por los expertos después de leer la presente descripcion.

En algunas realizaciones, el compuesto aportado es un compuesto adecuado para obtener imagenes de una célula o
tejido del individuo. Los compuestos ejemplares que se pueden aportar mediante las nanoparticulas descritas en la
presente memoria y que son adecuados para la obtencion de imagenes comprenden compuestos que contienen
isdtopos, como los isétopos '°F para imagenes RM, '8F o %4Cu para imagenes PET, etc.

En particular, las nanoparticulas descritas en la presente memoria se pueden configurar de modo que contengan
polimeros de BA que contienen '°F. Por ejemplo, se pueden incorporar atomos de '°F en un compuesto de polimero
de BA no escindible o escindible. Otras ubicaciones para los atomos de '°F son posibles en el componente de polimero
de BA, el componente de polimero de poliol o en el agente que ha de ser aportado. Estas y otras variaciones seran
evidentes para los expertos en la técnica.

En diversas realizaciones, las nanoparticulas descritas en la presente memoria se pueden usar para aportar productos
quimicos utilizados en la industria agricola. En otra realizacién de la invencién, el agente aportado por la nanoparticula
descrita en la presente memoria es un compuesto bioldgicamente activo que tiene utilidad microbicida y agricola. Estos
compuestos biolégicamente activos incluyen los conocidos en la técnica. Por ejemplo, los compuestos biol6gicamente
activos en la agricultura incluyen, pero no se limitan a, fertilizantes, fungicidas, herbicidas, insecticidas y mohicidas.
Los microbicidas también se utilizan en el tratamiento del agua para tratar los suministros de agua municipales y los
sistemas de agua industrial, como las aguas de refrigeracion, los sistemas de agua blanca en la fabricacién de papel.
Los sistemas acuosos susceptibles de ataque o degradacion microbioldégicos también se encuentran en la industria
del cuero, la industria textil, y la industria de revestimientos o pinturas. En las Patentes de EE. UU. n.? 5,693,631,
6,034,081 y 6,060,466 se describen ejemplos de dichos microbicidas y sus usos, individualmente y en combinaciones.
Las composiciones que contienen agentes activos tales como los arriba descritos se pueden utilizar de la misma
manera que se conoce para el propio ingrediente activo. En particular, dado que dichos usos no son usos
farmacoldgicos, el polimero del compuesto no tiene que satisfacer necesariamente el perfil de toxicidad requerido en
los usos farmacéuticos.

En determinadas realizaciones, las nanoparticulas que comprenden polimeros de poliol y polimeros de BA también
pueden estar comprendidas en un sistema adecuado para aportar cualquiera de los compuestos que se indican en la
presente memoria y en particular agentes, usando una nanoparticula. En algunas realizaciones del sistema, las
nanoparticulas estan provistas de componentes adecuados para preparar las nanoparticulas para la administracion a
un individuo.

Los sistemas descritos en la presente memoria se pueden proporcionar en forma de kits de partes. Por ejemplo, los
polimeros de poliol y/o los polimeros de BA se pueden incluir como una molécula sola o en presencia de excipientes,
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vehiculos o diluyentes adecuados.

En un kit de partes, los polimeros de poliol, los polimeros de BA y/o los agentes que han de ser aportados estan
incluidos en el kit independientemente, posiblemente incluidos en una composicion junto con vehiculos portadores o
agentes auxiliares adecuados. Por ejemplo, los polimeros de poliol y/o los polimeros de BA pueden estar incluidos en
una o mas composiciones solas y/o estar incluidos en un vector adecuado. Ademas, un agente que ha de ser aportado
puede estar incluido en una composicién junto con un vehiculo portador o agente auxiliar adecuado. Alternativamente,
el agente puede ser aportado por el usuario final y puede no estar presente en el kit de partes. Ademas, los polimeros
de poliol, polimeros de BA y/o agentes pueden estar incluidos en diversas formas adecuadas para la incorporacion
apropiada en una nanoparticula.

También pueden estar incluidos componentes adicionales, que comprenden chips microfluidicos, estandares de
referencia, tampones y componentes adicionales identificables por los expertos después de leer la presente
descripcion.

En el kitde partes aqui descrito, los componentes del kit se pueden proporcionar, con instrucciones adecuadas y otros
reactivos necesarios, para realizar los métodos descritos en la presente memoria. En algunas realizaciones, el kit
puede contener las composiciones en recipientes separados. En el kit también pueden estar incluidas instrucciones,
por ejemplo, instrucciones escritas o de audio, en papel o soporte electrénico, como cintas o CD-ROM, para realizar
el ensayo. El kit también puede contener, dependiendo del método particular utilizado, otros reactivos y materiales
envasados (tales como tampones de lavado y similares).

Los expertos en la técnica pueden identificar detalles adicionales relacionados con la identificacién del agente de
soporte o agente auxiliar adecuado de las composiciones, y en general con la fabricacion y el envasado del kit, después
de leer la presente descripcion.

En algunas realizaciones se puede preparar una nanoparticula preparando los componentes individuales de la
nanoparticula y mezclando después los componentes en diversos érdenes para llegar a una estructura de
nanoparticula compuesta deseada. La preparacion y mezcla de componentes se lleva a cabo en soluciones adecuadas
conocidas por los expertos en la técnica.

El término "mezclar", tal como se utiliza en la presente memoria, indica la adiciéon de una solucién que comprende una
molécula de interés con otra solucién que comprende otra molécula de interés. Por ejemplo, una solucién acuosa de
polimeros de poliol se puede mezclar con una solucién acuosa de polimeros de BA en el contexto de la presente
descripcion.

El término "solucion”, tal como se utiliza en la presente memoria, indica cualquier muestra en fase liquida que contenga
moléculas de interés. Por ejemplo, una soluciéon acuosa de polimeros de poliol puede comprender polimeros de poliol
diluidos en agua o cualquier solucién tamponada, en particular soluciones acuosas.

En algunas realizaciones se puede preparar una nanoparticula mezclando polimeros de poliol con un agente que ha
de ser aportado (Figuras 1y 2), formando una nanoparticula de polimero de poliol-agente. En otras realizaciones se
puede preparar una nanoparticula mezclando adicionalmente polimeros de BA con la nanoparticula de polimero de
poliol-agente. En otras realizaciones se prepara una nanoparticula mezclando polimeros de poliol con polimeros de
BA, y mezclando después un agente que ha de ser aportado. En otras realizaciones mas se prepara una nanoparticula
mezclando simultaneamente polimeros de poliol, polimeros de BA y un agente que ha de ser aportado.

En algunas realizaciones se prepara una nanoparticula formando un conjugado de polimero de poliol-agente segun
diversas realizaciones de la presente descripcion, preparando asi una nanoparticula que comprende un conjugado de
polimero de poliol-agente. En otras realizaciones se pueden preparar nanoparticulas que comprenden conjugados de
polimero de poliol-agente disolviendo las nanoparticulas en una solucién acuosa adecuada. En otras realizaciones
mas se pueden preparar nanoparticulas que comprenden conjugados de polimero de poliol-agente mezclando
conjugados de polimero de poliol-agente con polimeros de BA que proporcionan o no un ligando guiado.

En algunas realizaciones se puede preparar una nanoparticula mezclando polimeros de poliol con un bloque de
polimero hidréfobo con un agente que ha de ser aportado, preparando asi una micela modificada segun realizaciones
de la presente descripcién. En otras realizaciones se puede preparar una nanoparticula mezclando adicionalmente la
micela modificada con polimeros de BA. En otras realizaciones mas se puede preparar una nanoparticula mezclando
polimeros de poliol con polimeros de BA y mezclando después un agente que ha de ser aportado, con lo que se
prepara una nanoparticula que consiste en una micela modificada.

En algunas realizaciones de la presente descripcién se puede preparar una nanoparticula mezclando lipidos
conjugados con polimeros de poliol con polimeros de BA y/o agentes que han de ser aportados, con lo que se prepara
un liposoma modificado. En diversas realizaciones se puede preparar una nanoparticula mezclando lipidos conjugados
con polimeros de poliol con polimeros de BA, y mezclando después agentes que han de ser aportados. En otras
realizaciones se puede preparar una nanoparticula mezclando lipidos conjugados con polimeros de poliol con agentes
que han de ser aportados. En otras realizaciones se puede preparar una nanoparticula mezclando lipidos conjugados
con polimeros de poliol con agentes que han de ser aportados, y mezclando después polimeros de BA, con lo que se
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prepara una nanoparticula que consiste en un liposoma modificado.

La formacion de nanoparticulas segun diversas realizaciones de la presente descripcion se puede analizar con
técnicas y procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, en diversas realizaciones se utilizan
ensayos de retardo en gel para controlar y medir la incorporacion de un agente de acido nucleico dentro de una
nanoparticula (Ejemplo 10). En diversas realizaciones se puede elegir un tamafo de nanoparticula y/o un potencial
zeta adecuados utilizando métodos conocidos (Ejemplo 11).

Los expertos en la técnica pueden identificar otros detalles relacionados con la identificacion del agente portador o
agente auxiliar adecuado de las composiciones, y en general la fabricacién y el envasado del kit, después de leer la
presente descripcion.

Nanoparticulas que tienen un polimero con &cido nitrofenilborénico
En la presente memoria se describen nanoparticulas que tienen un polimero que contiene un poliol que esta conjugado

con un polimero que contiene un acido nitrofenilbordnico. El polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de
poliol de las nanoparticulas guiadas descritas puede tener una o mas de las siguientes unidades estructurales:

O 4D 4OF

(I1) (1)

OH
| XY

R1 C_C R2
X

1v)

donde A es un resto organico de la formula

en la que R1 y Rz se seleccionan independientemente entre cualquier grupo organico o basado en carbono con un
peso molecular de aproximadamente 10 kDa o0 menos; X se selecciona independientemente entre un grupo alifatico
que contiene uno o mas de -H, -F, -C, -N u -O; e Y se selecciona independientemente entre -OH o un resto organico
que presenta un -OH, y B es un resto organico que une uno de los R1 y Rz de un primer resto A con uno de los R1y
Rz de un segundo resto A en el polimero. En algunas realizaciones, X puede ser CnHzn:+1, donde n es cualquier nimero
individual de 0-5 e Y es -OH. En algunas realizaciones A puede ser uno cualquiera de:
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donde el espaciador se selecciona independientemente entre cualquier grupo organico; el aminoacido se selecciona
entre cualquier grupo organico que tenga una amina libre y un grupo de &cido carboxilico libre; n es cualquier nimero
individual de 1 a 20; y Z1 se selecciona independientemente entre -NHz, -OH, -SH, y -COOH; R1 y Rz pueden tener
independientemente la formula:

OH
N W
e
d f
V)

donde d es cualquier nimero individual de 0 a 100, e es cualquier nimero individual de 0 a 100, f es cualquier numero
individual de 0 a 100, Z es un enlace covalente que une un resto organico a otro, y Zi se selecciona
independientemente entre -NHz, -OH, -SH, y -COOH. En la presente invencién A es:

HO._.0
r/ 0 y OH OH O ’
HN , SJNNNMNNNT(\S NH,
H = H
O OH OH 0 ,
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HZN/\*O\/?;H

en donde n es un nimero de 1 a 20.

+
NH,
Aot i i
L)’LMD');\)L L
O

en donde g es cualquier numero individual de 1-20; p es cualquier nimero individual de 20-200; y L es un grupo
saliente, emparejandose estas subunidades B con cualquiera de las subunidades A arriba descritas para la presente
invencion. En realizaciones mas particulares, el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las

y Bes:

nanoparticulas guiadas mostrado en la unidad estructural de la férmula (I) puede ser:

O OH OH NH2
LYY

H 2
OH OH O

10

(XXV),
el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas mostrado en la unidad

estructural de la formula (Il) puede ser:

(XXVI),

15 y
el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas mostrado en la unidad

estructural de la féormula (lll) puede ser:
o OH OH
~ N

n N v
ROE
OH OH O

(XXVID)
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O OH OH

OH OH O

(XXVIII),

en donde n es cualquier nimero individual de 1-20. En algunas realizaciones de la nanoparticula guiada descrita, el
polimero que contiene un poliol es:

N
NH, !
\/\HMN
N2

(XXIX)

En resumen, una cualquiera de las férmulas de la subparte A (férmula VI, VIl u VIIl) se puede combinar con una
cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el polimero que contiene un poliol de
las nanoparticulas descritas. En la presente invencién, las nanoparticulas pueden tener un polimero que contiene un
poliol formado a partir de la combinacién de cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u Xl) con una cualquiera
de las férmulas de la subparte B (formula XXIIl o XXIV).

En algunas realizaciones, el polimero que contiene un &cido nitrofenilborénico comprende un grupo de &cido
nitrofenilborénico y tiene la férmula general:

((Grupo funcional 1 )—R,)—(— )|(1 g'(R4—( Grupo funcional 2 ))
a r

Y1,?,OH

OH
(XXX)

donde Rs y R4 son independientemente un polimero organico hidréfilo, X1 es un resto organico que contiene uno o
mas de -C, -N, o -B, Y1 es un grupo alquilo de la formula -CmHzm-, en la que m es = 1 o un grupo aromatico, r es
cualquier nimero individual de 1-1.000, a es cualquier nimero individual de 0-3, y b es cualquier nimero individual de
0-3, y el grupo funcional 1 y el grupo funcional 2 pueden ser iguales o diferentes y se pueden seleccionar
independientemente entre uno cualquiera de -B(OH)2, -OCHs, u -OH. En algunas realizaciones, estas subpartes
variables del polimero descrito que contiene un acido nitrofenilborénico se pueden seleccionar entre lo siguiente: Rz y
R4 pueden ser (CH2CH20):, donde t es cualquier nimero individual de 2 a 2.000; X1 es uno cualquiera de -NH-C(=0)-
, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- o0 -C(=0)-O- e Y1 es un grupo nitrofenilo. En algunas realizaciones, estas subpartes
variables del polimero descrito que contiene un acido nitrofenilborénico se pueden seleccionar entre lo siguiente: Rs y
R4 pueden ser (CH2CH20):, donde t es cualquier nimero individual de 2 a 2.000; X1 es cualquiera de -NH-C(=0)-, -S-
S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- o0 -C(O)-O- e Y1 es un grupo nitrofenilo, y r puede tener un valor de 1, a puede tener un
valor de 0 y b puede tener un valor de 1. En cada una de las realizaciones del polimero que contiene un acido
nitrofenilborénico, el grupo nitro puede estar en la posicion orto, meta o para, en relacién con el grupo de acido
borénico, del anillo de fenilo. En otras realizaciones mas, el polimero que contiene un acido nitrofenilborénico puede
tener grupos adicionales presentes en el anillo de fenilo, tal como un grupo metilo. En una realizacién particular, la
nanoparticula guiada descrita en la presente memoria puede incluir un polimero que contiene un Aacido
nitrofenilborénico que tiene una de las siguientes férmulas:

b
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on o
B

NO,

(XXXIII),
oo
B
O,N

(XXXIV),
oo
B

NO,
XXXYV),

donde s es cualquier nimero individual del 20-300. Los polimeros de férmulas XXXIlI, XXXIV y XXXV se pueden
modificar adicionalmente con el fin de cambiar la posicion del PEG en el anillo de fenilo para que esté en la posicion
orto, meta o para con respecto al grupo de acido borénico. En la presente invencion, el polimero que contiene el
acido nitrofenilboroénico es:

NO,

{;JH
B : )
HO \@ {\/D\‘& [GrUprUﬂEIDﬂE|2J
-
X| fl
t "

O,N

!

e
Grupo funcional 2
= O J
B A1 t

HO™ "oH

ET_}H
HD’B ; . .\
Grupo funcional 2
,(‘\/E}}\/‘ 4
X1
t

NO,
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'“‘-‘_‘ A1

DEN“‘T-—— o Grupo funcional 2 |
Xfﬁ\/ )\/‘

HDEDH

-

,B
HO \/\1 Grupn funcional 2 |
1

Grupn funcional 2
)(‘6_\/0)‘/

1

en donde
t es un nimero de 2 a 2000;
X1 es -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-0-; y

El grupo funcional 2 comprende -B(OH)z, -OCHs, -(X1)-(Y1)-B(OH)2, -COOH, - NHz2, 0 -OH, en donde Y1 es un grupo
fenilo.

En resumen, una cualquiera de las férmulas de la subparte A (férmula VI, VIl u VIIl) se puede combinar con una
cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el polimero que contiene un segmento
de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas descritas, el polimero resultante que contiene un poliol se puede
acoplar después a un polimero que contiene un acido nitrofenilborénico. En algunas realizaciones, la conjugacion
entre el polimero descrito que contiene un poliol y el polimero descrito que contiene un &cido nitrofenilborénico estara
mediada por al menos un grupo hidroxilo del grupo de acido borénico. En determinados aspectos descritos en la
presente memoria, las nanoparticulas pueden tener un polimero que contiene un poliol formado a partir de la
combinacion de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI) con una cualquiera de las férmulas de la
subparte B (formula XXIlI o XXIV), que se puede acoplar después a un polimero que contiene un acido borénico que
tiene la formula XXX. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas pueden tener un
polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte
A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar
después a un polimero que contiene un acido borénico correspondiente a una cualquiera de las férmulas XXXIII,
XXXIV 0 XXXV,

Las nanoparticulas descritas en la presente memoria pueden incluir ademas un compuesto. En algunas realizaciones,
el compuesto puede consistir en uno o mas agentes terapéuticos, tales como un agente quimioterapéutico de
moléculas pequefias o un polinucleétido. En algunas realizaciones, el polinucleétido puede ser uno o mas de ADN,
ARN o ARN interferente (como ARNhc, ARNip o micro-ARN). En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico
de moléculas pequefias puede ser uno o0 mas de camptotecina, una epotilona o un taxano. Las nanoparticulas
descritas en la presente memoria también pueden incluir una combinacién de uno o mas polinucleétidos con uno o
mas agentes quimioterapéuticos de moléculas pequefas. A este respecto, uno cualquiera de los polimeros de la
subparte A (formula VI, VII, u VIII) se puede combinar con uno cualquiera de los polimeros de la subparte B (férmula
XXIIl o XXIV) para formar el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas
descritas, el polimero resultante que contiene un poliol se puede acoplar a un polimero que contiene un acido
nitrofenilborénico y el polimero de la subparte A, la subparte B o el polimero que tiene acido nitrofenilborénico se
pueden formar con uno o mas agentes terapéuticos, como un agente quimioterapéutico de moléculas pequefias o un
polinucleétido. En algunas realizaciones, el polimero de la subparte A (formula VI, VIl u VIIl) se puede combinar con
uno cualquiera de los polimeros de la subparte B (formula XXl o XXIV) para formar el polimero que contiene un
segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas descritas, el polimero resultante que contiene un poliol se
puede acoplar después a un polimero que contiene un &cido nitrofenilborénico y el polimero de la subparte A, la
subparte B, o el polimero que tiene acido nitrofenilborénico se pueden formar con uno o mas de ADN, ARN o ARN
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interferente (como ARNhc, ARNip o micro-ARN). En algunas realizaciones, el polimero de la subparte A (férmula VI,
VII, u VIII) se puede combinar con cualquiera de los polimeros de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el
polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas descritas, el polimero resultante
que contiene un poliol se puede acoplar después a un polimero que contiene un acido nitrofenilborénico y el polimero
de la subparte A, la subparte B, o el polimero que tiene acido nitrofenilborénico se puede formar con uno o méas agentes
quimioterapéuticos. En algunas realizaciones, el polimero de la subparte A (férmula VI, VII, u VIIl) se puede combinar
con uno cualquiera de los polimero de la subparte B (formula XXIIl o XXIV) para formar el polimero que contiene un
segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas descritas, el polimero resultante que contiene un poliol se
puede acoplar después a un polimero que contiene un &cido nitrofenilborénico y el polimero de la subparte A, la
subparte B, o el polimero que tiene &cido nitrofenilborénico se pueden formar con uno o mas de ADN, ARN o ARN
interferente (como ARNhc, ARNip o micro-ARN). En algunas realizaciones, la conjugacién entre el polimero descrito
que contiene un poliol y el polimero descrito que contiene un acido nitrofenilborénico estara mediada por al menos un
grupo hidroxilo del grupo de acido nitrofenilborénico. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las
nanoparticulas guiadas que incorporan un agente terapéutico o un polinucleétido pueden tener un polimero que
contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las férmulas de la subparte A (X, X, u XI)
con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (formula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar después a un
polimero que contiene un &cido nitrofenilbordnico correspondiente a una cualquiera de las formulas XXXIII, XXXIV o
XXXV.

Nanoparticulas guiadas
En la presente memoria se describen nanoparticulas guiadas que tienen un polimero que contiene un poliol que esta

conjugado con cualquiera de 5, 4, 3, 2 o 1 ligandos guiados. El polimero que contiene un segmento de nanoparticulas
de poliol de las nanoparticulas guiadas descritas puede tener una o mas de las siguientes unidades estructurales:

D) 4D 1O

(I1) (1)

OH
R C|2 )éY R
1 X 2

1v)

donde A es un resto organico de formula

en la que R1 y Rz se seleccionan independientemente entre cualquier grupo organico o basado en carbono con un
peso molecular de aproximadamente 10 kDa o menos; X se selecciona independientemente entre un grupo alifatico
que contiene uno o mas de -H, -F, -C, -N u -O; e Y se selecciona independientemente entre -OH o un resto organico
que presenta un -OH, y B es un resto organico que une uno de los R1 y Rz de un primer resto A con uno de los R1y
Rz de un segundo resto A en el polimero. En algunas realizaciones, X puede ser CnHzn:+1, donde n es cualquier nimero
individual de 0-5 e Y es -OH. En algunas realizaciones A puede ser uno cualquiera de:

0

H . ]
m N=—Espaciador— Aminoacido
Aminoacido —Espaciador —H

o)

Vi

0
H
z =
1\*%NJK.\WNM:\Z1
: 0]
VIl
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HO (@]
IX ’
O OH OH ’
H,N A N
2 \/(/‘)RH ; H:\NHz
OH OH O
X
0
O OH OH ’
o 2 N NH
HZN/\’(' \/):HM \e/\oj’n\/ 2
OH OH O
Xl

donde el espaciador se selecciona independientemente entre cualquier grupo organico; el aminoacido se selecciona
entre cualquier grupo organico que tenga una amina libre y un grupo de &cido carboxilico libre; n es cualquier nimero
individual de 1 a 20; y Z1 se selecciona independientemente entre -NHz, -OH, -SH, y -COOH; R1 y Rz pueden tener
independientemente la formula:

OH
S e
e
d f
(V)

donde d es cualquier nimero individual de 0 a 100, e es cualquier nimero individual de 0 a 100, f es cualquier numero
individual de 0 a 100, Z es un enlace covalente que une un resto organico a otro, y Zi se selecciona
independientemente entre -NHz, -OH, -SH, y -COOH. En la presente invencion, A es:

HO O
I/ 0 y OH oH O ’
HoN S\)LN/WNMNA\KN m/\g NH;
H = H
o] OH OH O
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O OH OH
H,N A Ny 4
2 \\/L4%Q’JLNV,}\\I’J\111 1‘&zN‘NH3

H OH O

5

Hzn/\/(’o\/};m

en donde n es un nimero de 1 a 20;

15

y Bes:
+
MHo
L O 0
- "uf“f’ﬁ\‘ aﬁﬁﬂule‘
L L
MH= 07
+ o
en donde g es cualquier numero individual de 1-20; p es cualquier nimero individual de 20-200; y L es un grupo

saliente, emparejandose estas subunidades B con cualquiera de las subunidades A arriba descritas. En realizaciones
mas particulares, el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas

mostrado en la unidad estructural de la férmula (l) puede ser:

+
O OH OH NH,
: § N
N ~N
H NH
NHo

H £
OH OH O

(XXV),
el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas mostrado en la unidad

estructural de la formula (Il) puede ser:

+
@] OH OH NH,,
= H H
N N
N Y N
H = H
OH OH O NHZ
(XXVI),

y
el polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas mostrado en la unidad

estructural de la féormula (lll) puede ser:

O OH OH
=z H
N
N7 Y
H i
OH OH O
(XXVII)
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e A e

OH OH O

(XXVIII),

en donde n es cualquier nimero individual de 1-20. En algunas realizaciones de la nanoparticula guiada descrita, el

polimero que contiene un poliol es:
+
NH, H
\/\HJ\/\/\/\WN
e

(XXIX).

En resumen, una cualquiera de las férmulas de la subparte A (férmula VI, VIl u VIIl) se puede combinar con una
cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el polimero que contiene un poliol de
las nanoparticulas guiadas descritas. En determinados aspectos descritos en la presente memoria, las nanoparticulas
pueden tener un polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de cualquiera de las formulas de
la subparte A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (formula XXIII o XXIV).

Las nanoparticulas guiadas descritas también pueden tener un polimero que contiene un acido boronico, acoplado al
polimero que contiene un poliol con un enlace covalente reversible. Segun la presente invencién, el acido borédnico es
un &cido nitrofenilborénico. En algunas realizaciones, la nanoparticula se configuraré para presentar el polimero que
contiene un &cido borénico a un entorno externo a la nanoparticula. En otras realizaciones adicionales, el polimero
que contiene el acido bordnico se conjuga con un ligando guiado en su extremo terminal opuesto a la nanoparticula.
En algunas realizaciones, el polimero que contiene un &cido borénico comprende al menos un grupo de acido borénico
terminal y tiene la férmula general:

((Grupo funcional 1 )—R,)—(— )|(1 g'(R4—( Grupo funcional 2 ))
a r

Ym?zOH
OH

(XXX)

donde Rs y R4 son independientemente un polimero organico hidréfilo, X1 es un resto organico que contiene uno o
mas de -C, -N, o -B, Y1 es un grupo alquilo de la férmula -CmHom-, en la que m es =2 1 0 un grupo aromatico, r es
cualquier numero individual de 1-1.000, a es cualquier numero individual de 0-3, y b es cualquier nimero individual de
0-3, y el grupo funcional 1 y el grupo funcional 2 pueden ser iguales o diferentes y se pueden seleccionar
independientemente entre uno cualquiera de -B(OH)2, -OCHs, u -OH. En algunas realizaciones, estas subpartes
variables del polimero descrito que contiene un acido borénico se pueden seleccionar entre lo siguiente: R3 y Rs
pueden ser (CH2CH20);, donde t es cualquier nimero individual de 2 a 2.000; X1 es uno cualquiera de -NH-C(=0)-, -
S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-0- e Y1 es un grupo fenilo. En algunas realizaciones, estas subpartes variables
del polimero descrito que contiene un acido borénico se pueden seleccionar entre lo siguiente: Rs y R4 pueden ser
(CH2CH20)1, donde t es cualquier numero individual de 2 a 2.000; X1 es cualquiera de -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-
, -O-C(=0)- 0 -C(0O)-O- e Y1 es un grupo fenilo, y r puede tener un valor de 1, a puede tener un valor de 0 y b puede
tener un valor de 1. En una realizacion particular, la nanoparticula guiada descrita en la presente memoria puede
incluir un polimero que contiene un acido borénico que tiene la siguiente formula:

b
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0
Jo g
HOJ{
i
OH

(XXXI)
donde s es cualquier numero individual del 20-300.

En la presente invencion, el polimero que contiene un acido boroénico tiene un acido nitrofenilborénico. En algunas
realizaciones, el polimero que contiene un acido nitrofenilborénico comprende un grupo de &cido nitrofenilbordnico y
tiene la formula general:

(( Grupo funcional 1 )—R;,)—L' )l(1 #R‘t—( Grupo funcional 2 ))
a r

Ym?zOH

OH
(XXX)

donde Rs y R4 son independientemente un polimero organico hidréfilo, X1 es un resto organico que contiene uno o
mas de -C, -N, o -B, Y1 es un grupo alquilo de la formula -CmHzm-, en la que m es = 1 o un grupo aromatico, r es
cualquier nimero individual de 1-1.000, a es cualquier nimero individual de 0-3, y b es cualquier nimero individual de
0-3, y el grupo funcional 1 y el grupo funcional 2 pueden ser iguales o diferentes y se pueden seleccionar
independientemente entre uno cualquiera de -B(OH)2, -OCHs, u -OH. En algunas realizaciones, estas subpartes
variables del polimero descrito que contiene un acido borénico se pueden seleccionar entre lo siguiente: Rs y R4
pueden ser (CH2CH20):, donde t es cualquier nimero individual de 2 a 2.000; X1 es uno cualquiera de -NH-C(=0)-, -
S-S-, -C(=0)-NH-, -0O-C(=0)- o -C(=0)-0O- e Y1 es un grupo nitrofenilo. En algunas realizaciones, estas subpartes
variables del polimero descrito que contiene un acido nitrofenilborénico se pueden seleccionar entre lo siguiente: Rs y
R4 pueden ser (CH2CH20):, donde t es cualquier nimero individual de 2 a 2.000; X1 es cualquiera de -NH-C(=0)-, -S-
S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- o0 -C(O)-0O- e Y1 es un grupo nitrofenilo, y r puede tener un valor de 1, a puede tener un
valor de 0 y b puede tener un valor de 1. En cada una de las realizaciones del polimero que contiene un &cido
nitrofenilborénico, el grupo nitro puede estar en la posicion orto, meta o para, en relacién con el grupo de acido
borénico, del anillo de fenilo. En otras realizaciones mas, el polimero que contiene un &cido nitrofenilborénico puede
tener grupos adicionales presentes en el anillo de fenilo, tal como un grupo metilo. En una realizacién particular, la
nanoparticula guiada descrita en la presente memoria puede incluir un polimero que contiene un &cido boroénico que
tiene una de las siguientes formulas:

OH o)
HO™ B\Q)LH/‘V\O):
NO,

(XXXIII),

OH o
HO/BD)(H/\V\O):
O,N

(XXXIV),

b
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OH 0
HOJ\@\)’\H/\(\/\OK
NO,

(XXXV),

donde s es cualquier numero individual del 20-300. Los polimeros de formulas XXXIII, XXXIV y XXXV se pueden
modificar adicionalmente con el fin de cambiar la posiciéon del PEG en el anillo de fenilo para que esté en la posicion

orto, meta o para con respecto al grupo de acido boroénico. En la presente invencion, el polimero que contiene el acido
nitrofenilborénico es:

NO
on 1
HD;B : {\/ }/iGrupD funcional 2 J
O
X1 :

O,N

'|

-
Grupo funcional 2
| 'f {} )
B X1 \

HO “on

E})H
Ho™® r , 3
Grupo funcional 2
frnp S
X3
t

NO,

GENQ [Grupn funcional 2 ]
: ‘(\/D}/‘ &
rX

B t

HO™ "OH

OH
B "
HO \@\ ,(\/0 (Grupn funcional 2_;
0N X3 );/‘
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DEN . B
H /@\ o Grupo funcional 2
g O
OH t _

en donde

t es un nimero de 2 a 2000;

X1 es -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-0-; y

El grupo funcional 2 comprende -B(OH)2, -OCHs, -(X1)-(Y1)-B(OH)2, -COOH, - NH2, 0 -OH, en donde Y1 es un grupo fenilo.

En resumen, una cualquiera de las férmulas de la subparte A (férmula VI, VIl u VIIl) se puede combinar con una
cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el polimero que contiene un segmento
de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas descritas, el polimero resultante que contiene un poliol se puede
acoplar después a un polimero que contiene un acido borénico, consistiendo el polimero que contiene un acido
borénico en un &cido fenilbordnico o un acido nitrofenilborénico. Segun la presente invencidn, el acido bordnico es un
acido nitrofenilbordnico. En algunas realizaciones, la conjugacion entre el polimero descrito que contiene un poliol y el
polimero descrito que contiene un &cido bordnico estara mediada por al menos un grupo hidroxilo del grupo de acido
borénico. En determinados aspectos descritos en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un
polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las férmulas de la subparte
A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar
después a un polimero que contiene un acido bordnico que tiene la férmula XXX. En algunas realizaciones descritas
en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que contiene un poliol formado a partir
de la combinacion de una cualquiera de las férmulas de la subparte A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas
de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar después a un polimero que contiene un &acido borénico
correspondiente a una cualquiera de las formulas XXXI, XXXIIl, XXXIV o XXXV.

En algunos aspectos descritos en la presente memoria, las nanoparticulas formadas a partir del polimero que contiene
un segmento de nanoparticulas de poliol descrito en la presente memoria o de la combinaciéon de un polimero que
contiene un segmento de nanoparticulas de poliol y un polimero que contiene un acido bordnico se conjugan con un
ligando guiado para formar una nanoparticula guiada que tiene una relacion entre el ligando guiado y la nanoparticula
de 3:1. En algunos aspectos descritos en la presente memoria, las nanoparticulas formadas a partir del polimero que
contiene un segmento de nanoparticulas de poliol descrito en la presente memoria, o de la combinacion de un polimero
que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol y un polimero que contiene un acido borénico, se conjugan con
un ligando guiado para formar una nanoparticula guiada que tiene un relacién entre el ligando guiado y la nanoparticula
de 1:1. En algunos aspectos descritos en la presente memoria, las nanoparticulas formadas a partir del polimero que
contiene un segmento de nanoparticulas de poliol descrito en la presente memoria, o de la combinacién de un polimero
que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol y un polimero que contiene un acido borénico, se conjugan con
un Unico ligando guiado para formar una nanoparticula guiada. En algunos aspectos, el ligando guiado descrito se
conjuga con el polimero que contiene un acido borénico en el extremo terminal opuesto al acido borénico. El ligando
guiado conjugado con la nanoparticula guiada descrita puede ser uno cualquiera de una proteina, un fragmento de
proteina, un péptido de aminoacido o un aptamero de aminodacidos o de polinucleétidos, u otras moléculas de alta
afinidad que se sabe que se unen a una diana de interés. En algunas realizaciones, un ligando guiado que consiste
en una proteina, o fragmento de proteina, puede ser uno cualquiera de un anticuerpo, un receptor celular, un ligando
para un receptor celular, tal como transferrina, o una proteina o proteina quimérica que tiene una parte de la misma.
Cuando el ligando guiado consiste en un anticuerpo, el anticuerpo puede ser un anticuerpo humano, murido, de conejo,
de primate no humano, de canino o de roedor, o un anticuerpo quimérico compuesto por dos cualesquiera de estos
anticuerpos. Ademas, el anticuerpo se puede humanizar de modo que solo los segmentos de CDR o una pequena
porcién de la region variable que comprende un segmento de CDR no sean humanos y el resto del anticuerpo sea
humano. Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser de cualquier isotipo, como IgG, IgM, IgA, IgD,
IgE, IgY u otro tipo de isotipo que se entiende que es producido por un mamifero. En algunas realizaciones, el ligando
guiado puede incluir solamente el péptido de aminoacido de un anticuerpo, un receptor celular, un ligando para un
receptor celular que es responsable de la unién a su diana.

En algunos aspectos, una nanoparticula formada a partir de una cualquiera de las formulas de la subparte A (formula
VI, VIl u VIll) combinada con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el
polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas descritas, ademas se
acopla a cualquiera de 5, 4, 3, 2 o 1 polimeros que contienen un acido nitrofenilborénico que esta conjugado con un
ligando guiado.

En algunos aspectos, una nanoparticula formada a partir de una cualquiera de las formulas de la subparte A (formula
VI, VIl u VIll) combinada con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el
polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas descritas, ademas se
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acopla a un polimero individual que contiene un &cido nitrofenilborénico que esta conjugado con un ligando guiado.

Como se describe en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que contiene un
poliol formado a partir de la combinacion de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI) con una
cualquiera de las formulas de la subparte B (formula XXIlI o XXIV), que puede estar acoplado a cualquiera de 5, 4, 3,
2 o0 1 polimeros que contienen un acido borénico que tiene la férmula XXX y que esta acoplado a un ligando guiado
en su extremo terminal opuesto al acido borénico. Segun la presente invencion, el polimero que contiene un acido
borénico es un acido nitrofenilborénico.

Como se describe en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que contiene un
poliol formado a partir de la combinacion de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI) con una
cualquiera de las férmulas de la subparte B (formula XXIIl 0 XXIV), que puede estar acoplado a un polimero individual
que contiene un acido borénico que tiene la férmula XXX y que esta acoplado a un ligando guiado en su extremo
terminal opuesto al acido bordnico. Segun la presente invencién, el polimero que contiene un acido borénico es un
acido nitrofenilboronico.

En algunos aspectos, una nanoparticula formada a partir de una cualquiera de las formulas de la subparte A (formula
VI, VIl u VIIl) combinada con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el
polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas descritas, ademas se
acopla a cualquiera de 5, 4, 3, 2 o 1 polimeros que contienen un acido nitrofenilborénico que esta conjugado con un
ligando guiado, conjugandose la nanoparticula guiada resultante solamente con un Unico ligando guiado.

En algunos aspectos, una nanoparticula formada a partir de una cualquiera de las formulas de la subparte A (formula
VI, VIl u VIIl) combinada con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV) para formar el
polimero que contiene un segmento de nanoparticulas de poliol de las nanoparticulas guiadas descritas, ademas se
acopla a un polimero individual que contiene un acido nitrofenilborénico que esta conjugado con un ligando guiado,
conjugandose la nanoparticula guiada resultante solamente con un unico ligando guiado.

Como se describe en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que contiene un
poliol formado a partir de la combinacion de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI) con una
cualquiera de las férmulas de la subparte B (formula XXIII o XXIV), que puede estar acoplado a cualquiera de 5, 4, 3,
2 0 1 polimeros que contienen un &cido borénico que tiene la férmula XXX y que estéa acoplado a un ligando guiado
en su extremo terminal opuesto al acido borénico, conjugandose la nanoparticula guiada resultante solamente con un
Unico ligando guiado. Segun la presente invencion, el polimero que contiene un &cido borénico es un &cido
nitrofenilboronico.

Como se describe en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que contiene un
poliol formado a partir de la combinacion de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI) con una
cualquiera de las féormulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar a un polimero individual que
contiene un acido borénico que tiene la formula XXX y que se acopla a un ligando guiado en su extremo terminal
opuesto al acido borénico, conjugandose la nanoparticula guiada resultante solamente con un Unico ligando guiado.
Segun la presente invencion, el polimero que contiene un acido borénico es un acido nitrofenilboroénico.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria se conjugan con cualquier
ligando guiado. En algunas realizaciones, las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria se conjugan
con un unico ligando guiado. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas
pueden tener un polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las férmulas
de la subparte A (IX, X u XI) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIll o XXIV), que se puede
acoplar después a cualquiera de 5, 4, 3, 2 o 1 polimeros que contienen un acido borénico correspondiente a una
cualquiera de las formulas XXXI, XXX, XXXIV o XXXV, que ademas se conjuga con un ligando guiado seleccionado
entre uno o mas de una proteina, un fragmento de proteina, un péptido de aminoacido o un aptamero. Segun la
presente invencidn, el polimero que contiene un acido bordnico es un acido nitrofenilbordnico.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria se conjugan con un Unico
ligando guiado. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener
un polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte
A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar
después a un polimero que contiene un &cido bordnico correspondiente a una cualquiera de las formulas XXXI, XXXIll,
XXXIV 0 XXXV, que ademas se conjuga con un unico ligando guiado seleccionado entre una proteina, un fragmento
de proteina, un péptido de aminoacido o un aptamero. Segun la presente invencién, el polimero que contiene un &cido
borénico es un &cido nitrofenilbordnico.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria se conjugan con un Unico
ligando guiado. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener
un polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte
A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar
después a cualquiera de 5, 4, 3, 2 0 1 polimeros que contienen un acido bordnico correspondiente a una cualquiera
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de las formulas XXXI, XXXIIl, XXXIV o XXXV, que ademas se conjuga con un anticuerpo, receptor celular, ligando
para un receptor celular, o una proteina o proteina quimérica que tiene una parte de la misma. Segun la presente
invencion, el polimero que contiene un acido boroénico es un &cido nitrofenilboronico.

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que
contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI)
con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (formula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar después a un
polimero que contiene un acido borénico correspondiente a una cualquiera de las férmulas XXXI, XXXIlI, XXXIV o
XXXV, que ademds se conjuga con un Unico anticuerpo, receptor celular, ligando para un receptor celular o una
proteina o proteina quimérica que tiene una parte de la misma. Segun la presente invencién, el polimero que contiene
un acido bordnico es un &cido nitrofenilborénico.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria se conjugan con un Unico
ligando guiado. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener
un polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte
A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar
después a un polimero que contiene un acido bordnico correspondiente a una cualquiera de las formulas XXXI, XXXIll,
XXXIV 0 XXXV, que ademas se conjuga con un unico ligando guiado seleccionado entre una proteina, un fragmento
de proteina, un péptido de aminoacido o un aptamero, conjugandose la nanoparticula guiada resultante solamente
con un unico ligando guiado. Segun la presente invencion, el polimero que contiene un acido borénico es un acido
nitrofenilborénico.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria se conjugan con un Unico
ligando guiado. En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener
un polimero que contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte
A (IX, X u Xl) con una cualquiera de las formulas de la subparte B (férmula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar
después a cualquiera de 5, 4, 3, 2 0 1 polimeros que contienen un acido bordnico correspondiente a una cualquiera
de las formulas XXXI, XXXIIl, XXXIV o XXXV, que ademas se conjuga con un anticuerpo, receptor celular, ligando
para un receptor celular, o una proteina o proteina quimérica que tiene una parte de la misma, conjugandose la
nanoparticula guiada resultante solamente con un Unico ligando guiado. Segun la presente invencién, el polimero que
contiene un &cido borénico es un &cido nitrofenilbordnico.

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, las nanoparticulas guiadas pueden tener un polimero que
contiene un poliol formado a partir de la combinacién de una cualquiera de las formulas de la subparte A (IX, X u XI)
con una cualquiera de las férmulas de la subparte B (formula XXIIl o XXIV), que se puede acoplar después a un
polimero que contiene un acido borénico correspondiente a una cualquiera de las férmulas XXXI, XXXIlI, XXXIV o
XXXV, que ademds se conjuga con un Unico anticuerpo, receptor celular, ligando para un receptor celular o una
proteina o proteina quimérica que tiene una parte de la misma, conjugandose la nanoparticula guiada resultante
solamente con un Unico ligando guiado. Segun la presente invencién, el polimero que contiene un acido borénico es
un &cido nitrofenilbordnico.

Las nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria pueden incluir ademas un compuesto. En algunas
realizaciones, el compuesto puede consistir en uno o mas agentes terapéuticos, tales como un agente
quimioterapéutico de moléculas pequenas o un polinucleétido. En algunas realizaciones, el polinucleétido puede ser
uno o mas de ADN, ARN o ARN interferente (como ARNhc, ARNip o micro-ARN). En algunas realizaciones, el agente
quimioterapéutico de moléculas pequefas puede ser uno o mas de camptotecina, una epotilona o un taxano. Las
nanoparticulas guiadas descritas en la presente memoria también pueden incluir una combinacién de uno o mas
polinucleétidos con uno o0 mas agentes quimioterapéuticos de moléculas pequenas.

Habiendo analizado los diversos tipos de nanoparticulas y nanoparticulas guiadas que se pueden producir utilizando
los componentes descritos en la presente memoria, se pueden producir las siguientes realizaciones particulares. En
una realizacién, la nanoparticula guiada descrita tiene un polimero que contiene acido mucico, un agente terapéutico
seleccionado entre camptotecina, una epotilona, un taxano, o una secuencia de ARN interferente, un polimero que
contiene un acido fenilbordnico, que tiene la férmula XXXI, XXXIII, XXXIV o XXXV, que esta acoplado al polimero de
acido mucico con un enlace covalente reversible, y la nanoparticula guiada esta configurada para presentar el polimero
que contiene el acido fenilbordnico a un entorno externo a la nanoparticula, en donde el polimero que contiene el 4cido
fenilborénico esta conjugado con un ligando guiado en su extremo terminal opuesto a la nanoparticula, comprendiendo
la nanoparticula guiada un unico ligando guiado. Segun la presente invencion, el polimero que contiene un acido
borénico es un &cido nitrofenilbordnico.

En una realizacién, la nanoparticula guiada descrita tiene un polimero que contiene acido mdcico, un agente
terapéutico seleccionado entre camptotecina, una epotilona, un taxano, o una secuencia de ARN interferente, un
polimero que contiene un acido fenilborénico, que tiene la férmula XXXI, XXXIII, XXXIV o XXXV, que esté acoplado al
polimero de &cido mucico con un enlace covalente reversible, y la nanoparticula guiada esta configurada para
presentar el polimero que contiene el acido fenilborénico a un entorno externo a la nanoparticula, en donde el polimero
que contiene el acido fenilborénico esta conjugado con un anticuerpo en su exiremo terminal opuesto a la
nanoparticula, comprendiendo la nanoparticula guiada un Unico anticuerpo. Segun la presente invencion, el polimero
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que contiene un acido bordnico es un acido nitrofenilborénico.

En una realizacion, la nanoparticula guiada descrita tiene un polimero que contiene acido mdcico, un agente
terapéutico seleccionado entre camptotecina, una epotilona, un taxano, o una secuencia de ARN interferente, un
polimero que contiene un acido fenilborénico, que tiene la férmula XXXI, XXXIII, XXXIV o XXXV, que esté acoplado al
polimero de acido mucico con un enlace covalente reversible, y la nanoparticula guiada esta configurada para
presentar el polimero que contiene el acido fenilborénico a un entorno externo a la nanoparticula, en donde el polimero
que contiene el acido fenilbordnico esta conjugado con uno cualquiera de un anticuerpo humano, murido, de conejo,
de primate no humano, de canino o de roedor, o un anticuerpo quimérico compuesto por dos cualesquiera de estos
anticuerpos, en donde el anticuerpo es uno cualquiera de un isotipo de IgG, IgD, IgM, IgE, IgA o IgY, en su extremo
terminal opuesto a la nanoparticula, comprendiendo la nanoparticula guiada un tnico anticuerpo.

En una realizacidn, la nanoparticula guiada descrita tiene un polimero que contiene acido mdcico, un agente
terapéutico seleccionado entre camptotecina, una epotilona, un taxano, o una secuencia de ARN interferente, un
polimero que contiene un acido fenilborénico, que tiene la férmula XXXI, XXXIII, XXXIV o XXXV, que esté acoplado al
polimero de acido mucico con un enlace covalente reversible, y la nanoparticula guiada esta configurada para
presentar el polimero que contiene el acido fenilborénico a un entorno externo a la nanoparticula, en donde el polimero
que contiene el acido fenilborénico esta conjugado con un receptor celular en su extremo terminal opuesto a la
nanoparticula, comprendiendo la nanoparticula guiada un uUnico receptor celular. Segun la presente invencion, el
polimero que contiene un &cido bordnico es un acido nitrofenilborénico.

En una realizacion, la nanoparticula guiada descrita tiene un polimero que contiene acido mdcico, un agente
terapéutico seleccionado entre camptotecina, una epotilona, un taxano, o una secuencia de ARN interferente, un
polimero que contiene un acido fenilbordnico, que tiene la férmula XXXI, XXXIII, XXXIV o XXXV, que esté acoplado al
polimero de acido mucico con un enlace covalente reversible, y la nanoparticula guiada esta configurada para
presentar el polimero que contiene el acido fenilborénico a un entorno externo a la nanoparticula, en donde el polimero
que contiene el acido fenilborénico se conjuga con un ligando receptor en su extremo terminal opuesto a la
nanoparticula, comprendiendo la nanoparticula guiada un solo ligando receptor. Segun la presente invencion, el
polimero que contiene un acido borénico es un acido nitrofenilborénico.

Ejemplos

Los métodos y sistema descritos en la presente memoria se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos, que se
proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitativos. Los expertos en la técnica apreciaran la aplicabilidad
de las caracteristicas descritas en detalle para los métodos de deteccion de acido nucleico y deteccidn de otras dianas,
tales como proteinas, antigenos, células eucariotas o procariotas, y similares.

Todos los reactivos quimicos se obtuvieron de proveedores comerciales y se utilizaron tal como se recibieron sin
purificacién adicional. Las muestras de polimero se analizaron en un Viscotek GPC System equipado con una matriz
de deteccién triple TDA 302 que consiste en un detector de indice de refraccién (IR) diferencial, un viscosimetro
diferencial y un detector de dispersion de luz de angulo bajo. Como eluyente se utiliz6 una solucién de acido acético
al 7,5% con un caudal de 1 ml/min.

El pGL3, un plasmido que contiene el gen de luciferasa de luciérnaga se extrajo y se purificé a partir de bacterias que
expresan pGL3. El siGL3 se adquirié6 de Integrated DNA Technologies (secuencia proporcionada mas abajo). El
siCON1 (secuencia proporcionada mas abajo) se adquirié de Dharmacon. Se usaron células Hela para determinar la
eficacia del aporte de ADNp o ARNip mediante el polimero catiénico de diamina de acido mucico-DMS.

Tabla 1: Secuencias de ARNip

Plasmido Secuencias SEQ ID NO

siGL3 GUGCCAGAGUCCUUCGAUAJTAT (sentido) SEQ ID NO: 1
UAUCGAAGGACUCUGGCACATAT (antisentido) SEQID NO: 2

siCONA1 UAGCGACUAAACACAUCAAUU (sentido) SEQID NO: 3
UUGAUGUGUUUAGUCGCUAUU (antisentido) SEQID NO: 4

Ejemplo 1: Sintesis de éter dimetilico de &cido mucico, (1)

En un matraz de fondo redondo de 500 ml que contenia 120 ml de metanol y 0,4 ml de acido sulfurico concentrado se
anadieron 5 g (22,8 mmol) de acido mucico (Aldrich). Esta mezcla se dejo bajo reflujo a 85 °C a lo largo de la noche
bajo agitacion constante. A continuacion, la mezcla se filtrd, se lavd con metanol y después se recristalizd a partir de
una mezcla de 80 ml de metanol y 0,5 ml de trietilamina. Después de secar bajo vacio a lo largo de la noche, se
obtuvieron 8,0 g (33,6 mmol, 71%) de éster dimetilico de acido mdcico. 'H RMN ((CD3)2SO) & 4,88-4,91 (d, 2H), 4,78-
4,81 (m, 2H), 4,28-4,31 (d, 2H), 3,77-3,78 (d, 2H), 3,63 (s, 6H). ESI/MS (m/z): 261,0 [M+Na]*
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Ejemplo 2: Sintesis de diamina de acido mucico protegida con N-BOC, (2)

Una mezcla de 8 g (33,6 mmol) de éster dimetilico de acido mucico (1; Ejemplo 1), 12,4 ml (88,6 mmol) de trietilamina
y 160 ml de metanol se calentd bajo reflujo a 85 °C en un matraz de fondo redondo de 500 ml bajo agitacion constante
durante 0,5 h antes de la adicion de 14,2 g (88,6 mmol) de N-BOC diamina (Fluka) disuelta en metanol (32 ml). Luego,
esta suspensién de reaccién se llevo de nuevo a reflujo. Después de calentar bajo reflujo a lo largo de la noche, la
mezcla se filtrd, se lavé con metanol, se recristalizé a partir de metanol y luego se sec6 bajo vacio para producir 9,4 g
(19 mmol, 57%) de diamina de acido mucico protegida con N-BOC. 'H RMN ((CD3)2S0) & 7,66 (m, 2H), 6,79 (m, 2H),
5,13-5,15 (d, 2H), 4,35-4,38 (d, 2H), 4,08-4,11 (m, 2H), 3,78-3,80 (d, 2H), 2,95-3,15 (m, 8H), 1,38 (s, 18). ESI/MS
(m/z): 517,1 [M+Na]*

Ny
OH oH o NNy © 0 OH OH O

MeO_ A O \ﬁ >L )k N A §
Y OMe  N-BOC diamina N N/\/NTOK
H _— z

H H H
© OH OH O OH OH 0

1 2

Ejemplo 3: Sintesis de diamina de &cido mducico, (3)

Se transfirieron 8 g (16,2 mmol) de la diamina de acido mucico protegida con N-BOC (2; Ejemplo 2) a un matraz de
fondo redondo de 500 ml que contenia HCI 3 M en metanol (160 ml) y se dejé bajo reflujo a lo largo de la noche a 85
°C bajo agitacién constante. Después, el precipitado se filtr6, se lavo con metanol y se sec6 bajo vacio a lo largo de la
noche para obtener 5,7 g (15,6 mmol, 96%) de diamina de acido mdcico. 'H RMN ((CD3)2S0) & 7,97 (m, 8H), 5,35-
5,38 (m, 2H), 4,18-4,20 (m, 2H), 3,82 (m, 2H), 3,35-3,42 (m, 8H), 2,82-2,90 (m, 4H). ESI/MS (m/z): 294,3 [M]*, 317,1
[M+Na]*, 333,0 [M+K]*

OH OH O

0 OH OH O H +
H B H HCI/MeOH + N A NH;
ﬁ\OJ\N/\/Nm/\_/'\‘)kN/\/NTO - H3N/\/ Y H/\/
H H H 5 O OH OH

3

Ejemplo 4: Copolimero de diamina de acido mucico-DMS (MAP), (4)

Un tubo de Eppendorff de 1,5 ml se cargd con una solucién de 85,5 mg (0,233 mmol) de la sal bis(clorhidrato) del
Ejemplo 3 (3) en 0,8 ml de NaHCOs 0,1 M. Después se afadié dimetilsuberimidatos2HCI (DMS, Pierce Chemical Co.,
63,6 mg, 0,233 mmol) y la solucién se agité con formacién de vértice y se centrifugd para disolver los componentes.
La mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 15 h. La mezcla se diluyé luego a 8 ml con agua y el
pH se llevé a 4 con la adicion de HCI 1 N. Esta solucion se dializé después con una membrana de dialisis de 3500
MWCO (tubo de didlisis plisado Pierce) en ddH20 durante 24 h. La solucion dializada se liofiliz6 a sequedad para
obtener 49 mg de un polvo esponjoso blanco. 'H RMN (500 MHz, dDMSO) & 9,15 (bs), 7,92 (bs), 5,43 (bs), 4,58 (bs),
4,17 (bs), 3,82 (bs), 3,37 (bs), 3,28 (bs), 2,82 (bs), 2,41 (bs), 1,61 (bs), 1,28 (bs),*C RMN (126 MHz, dDMSO) & 174,88
(s, 1H), 168,38 (s, 1H), 71,45 (s, 4H), 71,22 (s, 3H), 42,34 (s, 2H), 36,96 (s, 3H), 32,74 (s, 3H), 28,09 (s, 4H), 26,90 (s,
4H). Mw [GPC] = 2520, Mw/Mn = 1,15.

CINH,
~c Ox
OH OH O ClHa
+ N A NH i -
HaN y H/\/ 3 Ll
T 0.5 M NaCO;
3
+
O OH OH NH,
H N N
N - \/\H \/\N
OH OH O NH,
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El polimero 4 es un ejemplo de un polimero que contiene un poliol de tipo A-B catiénico (la estructura repetitiva es
ABABAB...).

Ejemplo 5: Acido borénico-amida-PEGisooo, (5)

Cuando un polimero del Ejemplo 4 se ensambla con acidos nucleicos, por ejemplo, ARNip, se formaran
nanoparticulas. Estas nanoparticulas deberan tener estabilizacion estérica para ser utilizadas en mamiferos vy,
opcionalmente, podrian incluir agentes guiados. Para realizar estas dos funciones, las nanoparticulas se pueden
decorar con PEG para la estabilizacion estérica y ligandos PEG-guiados. Para ello se preparan compuestos de PEG
que contienen &cidos borénicos. Por ejemplo, un PEG que contiene acido borénico se puede sintetizar segun el
siguiente ejemplo.

332 mg de acido 4-carboxifenilborénico (2 mmol) se disolvieron en 8 ml de SOCI2. A esto se le anadieron unas pocas
gotas de DMF y la mezcla se sometid a reflujo bajo argon durante 2 h. El exceso de SOCI2 se retird bajo presion
reducida y el sélido resultante se disolvié en 10 ml de diclorometano anhidro. A esta solucion se le afiadieron 500 mg
de PEGso000-NH2 (2 mmol) y 418 pl de trietilamina (60 mmol) disueltos en 5 ml de diclorometano a 0 °C bajo argén. La
mezcla resultante se calenté a temperatura ambiente y la agitacion continué a lo largo de la noche. El disolvente de
diclorometano se retir6 bajo presion reducida y el liquido resultante se precipité con 20 ml de éter dietilico. El
precipitado se filtrd, se secd y se volvi6 a disolver en ddH20. La solucién acuosa se filtré con un filtro de 0,45 um y se
dializ6 con una membrana de didlisis 3500 MWCO (tubo de didlisis plisado Pierce) en ddH20 durante 24 h. La solucion
dializada se liofiliz6 a sequedad. '"H RMN (300 MHz, dDMSO) & 7,92 - 7,77 (m), 4,44 (d), 4,37 (t), 3,49 (m), 2,97 (s).

HO 2 1. SOCl,, DMF HO O
): » ):
HO OH 2. EtsN, Hy;N—PEGsi HO HN—PEGsy

5

Ejemplo 6: Acido borénico-disulfuro-PEGsooo, (6)

Una version escindible (bajo condiciones reductoras) del compuesto de PEG del Ejemplo 5 también se puede sintetizar
de la siguiente manera.

En un frasco de vidrio equipado con una barra de agitacién se introdujeron 250 mg de PEGsooo-SH (0,05 mmol,
LaySanBio Inc.). A esto se le afiadieron 110 mg de aldritiol-2 (0,5 mmol, Aldrich) disueltos en 4 ml de metanol. La
solucién se agitd a temperatura ambiente durante 2 h, tras lo cual se afiadieron 77 mg de acido mercaptofenilborénico
(0,5 mmol, Aldrich) en 1 ml de metanol. La solucion resultante se agité durante otras 2 h a temperatura ambiente. El
metanol se retird bajo vacio y el residuo se disolvié de nuevo en 2 ml de diclorometano. A la solucién de diclorometano
se le anadieron 18 ml de éter dietilico y la mezcla se dejé reposar durante 1 h. El precipitado resultante se recogio
mediante centrifugacion, se lavo varias veces con éter dietilico y se sec6. El s6lido seco se disolvié de nuevo en agua,
se filtr6 con un filtro de 0,45 um y se dializé con una membrana de didlisis 3500 MWCO (tubo de didlisis plisado Pierce)
en ddH20 durante 15 h. La solucién dializada se liofilizé a sequedad. 'H RMN (300 MHz, dDMSO) 5 8,12 - 8,00 (m),
7,83-7,72(m),7,72-7,61 (m), 7,61 -7,43 (m), 3,72 (d, J=5,4), 3,68 - 3,15 (m), 3,01 - 2,83 (m).

MeOH —_—
HS—PEGsx — > Qs\
N S_P EG5K

OH
O
OH \ S
- / \
HO S—PEGs«

6
Ejemplo 7: Sintesis de acido (2,3,5,6)-tetrafluorofenil borénico-PEGsoo0, (7)

Una version fluorada del compuesto de PEG que contiene acidos bordnicos del Ejemplo 5 se puede sintetizar y usar
como un agente de formacion de imagenes con la nanoparticula terapéutica. Los atomos de fllor para la formacién
de imagenes se pueden incorporar como se describe e ilustra a continuacion.

Un é&cido (2,3,5,6)-fluorocarboxifenilboronico se disuelve en SOCI2 en exceso (0100 eq.) y se afiaden unas gotas de
DMF. La mezcla se somete a reflujo bajo argon durante 2 h. El exceso de SOCI: se retira bajo presion reducida y el
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residuo resultante se disuelve en diclorometano anhidro. A esta solucién se le afaden PEGsooo-NH2 (1 eq.) y
trietilamina (30 eq.) disueltos en diclorometano a 0 °C bajo argdn. La mezcla resultante se calienta a temperatura
ambiente y la agitacién continla a lo largo de la noche. El disolvente de diclorometano se retira bajo presién reducida
y el liquido resultante se precipita con éter dietilico. El precipitado se filtra, se seca y se disuelve de nuevo en ddH20.
Después, la solucién acuosa se filtra con un filtro de 0,45 um y se dializa con una membrana de dialisis 3500 MWCO
(tubo de dialisis plisado Pierce) en ddH20 durante 24 h. La solucién dializada se liofiliza a sequedad.

NS RF
HQ O
5 1. SOCI,, DMF HO O
Hd OH

/

7

El compuesto que contiene fltior es Gtil para proporcionar '°F en la nanoparticula. El '°F se puede detectar mediante
espectroscopia de resonancia magnética utilizando una IRM de paciente estandar. La adicion del '°F permite obtener
imagenes de las nanoparticulas (se puede hacer solo para obtener imagenes o con la adicion de un agente terapéutico
puede permitir la obtencién de imagenes y la terapia).

Ejemplo 8: Sintesis de acido (2,3,5,6)-tetrafluorofenil borénico-disulfuro-PEGsooo, (8)

Una versién fluorada del compuesto de PEG escindible que contiene acidos borénicos del Ejemplo 5 se puede
sintetizar y utilizar como un agente de formacion de imagenes con la nanoparticula terapéutica. Los atomos de fltor
para la formacion de imagenes se pueden incorporar como se describe e ilustra a continuacion.

En un frasco de vidrio equipado con una barra de agitacién se introducen 250 mg de PEGso00-SH (0,05 mmol,
LaySanBio Inc.). A esto se le afaden 110 mg de aldritiol-2 (0,5 mmol, Aldrich) disueltos en 4 ml de metanol. La solucion
se agita a temperatura ambiente durante 2 h, tras lo cual se afaden 77 mg de acido (2,3,5,6)-fluoro-4-
mercaptofenilbordnico (0,5 mmol) en 1 ml de metanol. La solucion resultante se agita durante otras 2 h a temperatura
ambiente. El metanol se retira bajo vacio y el residuo se disuelve de nuevo en 2 ml de diclorometano. Luego se afaden
18 ml de éter dietilico a la solucion de diclorometano y la mezcla se deja reposar durante 1 h. El precipitado resultante
se recoge por centrifugacion, se lava varias veces con éter dietilico y se seca. El sélido seco se disuelve de nuevo en
agua, se filtra con un filtro de 0,45 um y se dializa con una membrana de dialisis 3500 MWCO (tubo de dialisis plisado
Pierce) en ddH20 durante 15 h. La solucién dializada se liofiliza a sequedad.

R F
LOH
HS B
— \OH F F
N\ 7/ S\ F F HQ,
N S—PEG5K t o B S,
HO S—PEG5K
F F
8

Ejemplo 9: Sintesis de acido borénico-PEGsooo-transferrina, (9)

Un agente guiado se podria disponer en el otro extremo del PEG con respecto al 4cido boronico en los compuestos
de los Ejemplos 5-8, por ejemplo segln una estrategia ilustrada esquematicamente en la Figura 12 con referencia a
la unién de transferrina.

Por lo tanto, el ligando guiado podria ser una proteina como la transferrina (Figura 12), un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, un péptido como RGD o LHRH, una molécula pequefia como folato o galactosa, etc. Un agente guiado
PEGilado con acido boroénico se puede sintetizar de la siguiente manera.

En particular, para sintetizar el acido borénico PEGsooo-transferrina segin la estrategia ilustrada esquematicamente en
la Figura 12 se llev6 a cabo el siguiente procedimiento. Se afadié una soluciéon de 10 mg (0,13 pymol) de holo-
transferrina humana (rica en hierro) (Sigma Aldrich) en 1 ml de tampén PBS 0,1 M (pH 7,2) a 3,2 mg de OPSS-PEGisoo0-
SVA (5 eq. 0,64 pmol, LaysanBio Inc.). La solucién resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La
Transferrina PEGilada se purificé a partir de OPSS-PEGso00-SVA sin reaccionar usando un Ultracel 50.000 MWCO
(Amicon Ultra-4, Millipore) y a partir de transferrina sin reaccionar usando una columna de filtraciéon en gel G3000SWx1
(Tosoh Biosep) (confirmada por HPLC y analisis MALDI-TOF). Después se incubaron 100 ug del OPSS-PEGsoo0o
transferrina PEGilada en 100 pl a temperatura ambiente con 20 pl de acido 4-mercaptofenilborénico (1 pg/ul, 20 pg,
100 eq.) durante 1 h. Después de la incubacion, la solucién se dializé dos veces con un dispositivo YM-30.000 NMWI
(Millipore) para retirar el 4-mercaptofenilborénico en exceso y el producto secundario de piridil-2-tiona.
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Ejemplo 10: Formulacién de particulas de MAP-&cido nucleico - ensayo de retardo de gel

Como se muestra en el diagrama de la Figura 1, 1 ug de ADN plasmidico o ARNip en agua libre de DNasa y RNasa
(0,1 pg/pl, 10 pl) se mezclé con 10 ul de MAP en diversas concentraciones en agua libre de DNasa y RNasa para
obtener relaciones de carga (carga “+” en el polimero con respecto a carga "-" en acido nucleico) de 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5
y 5. Las mezclas resultantes se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. 10 pl de las soluciones de 20
ul se cargaron en un gel de agarosa al 1% con 3,5 ul de tampén de carga y el gel se sometié a electroforesis a 80 V
durante 45 minutos, tal como se muestra en las Figuras 3 y 4. El &cido nucleico que no esta contenido dentro de la
nanoparticula migrara sobre el gel. Estos resultados proporcionan una guia de las relaciones de carga necesarias para
la contencion de acidos nucleicos dentro de las nanoparticulas.

Ejemplo 11: Tamario de particula y potencial zeta de particulas de MAP-acido nucleico

1 ug de ADN plasmidico en agua libre de DNasa y RNasa (0,1 pg/ul, 10 pl) se mezclé con 10 ul de MAP en diversas
concentraciones en agua libre de DNasa y RNasa para obtener relaciones de carga de 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, y 5. Las
mezclas resultantes se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de 20 pl se diluyé después
con agua libre de DNasa y RNasa a 70 pl para las mediciones del tamafio de particula. Esta solucion de 70 pl se diluyo
después a 1.400 pl con KCI 1 mM para las mediciones del potencial zeta. Las mediciones del tamafo de particula y
del potencial zeta se realizaron en un instrumento de dispersion dindmica de luz (DLS) ZetaPals (Brookhaven
Instruments). Los resultados se muestran en la Figura 5.

Ejemplo 12: Estabilizacion del tamafo de particula mediante PEGilacién con acido borénico PEGsk

Como se muestra en el diagrama de la Figura 2, 2 ug de ADN plasmidico en agua libre de DNasa y RNasa (0,45 pg/ul,
4,4 ) se diluyeron a 80 pl en agua libre de DNasa y RNasa. Esta solucién plasmidica se mezclé con 4,89 ug de MAP
(0,5 pg/ul, 9,8 ul), también diluidos a 80 pl en agua libre de DNasa y RNasa para obtener una relacién de carga 3 +/-
y una concentracion final de plasmido de 0,0125 pg/pl. La mezcla resultante se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A esta solucion se le afiadieron 480 pg de acido borénico PEGsk, (compuesto 6; Ejemplo 6),
(20 pg/pl, 24 pl). Esta mezcla se incubd después durante 30 minutos, se dializ6 dos veces en agua libre de DNasa y
RNasa con una membrana de 0,5 ml 100.000 MWCO (BIOMAX, Millipore Corporation) y se reconstituy6é en 160 ul de
agua libre de DNasa y RNasa. La mitad de la solucion se diluy6 con 1,4 ml de KCl 1 mM para las mediciones del
potencial zeta (Figura 6). Se ha de sefalar que el potencial zeta de las nanoparticulas que contienen BA muestra un
potencial zeta mas bajo que las nanoparticulas que no lo contienen. Estos resultados apoyan la conclusion de que las
nanoparticulas que contienen BA tienen el BA situado en el exterior de las nanoparticulas. La otra mitad se utilizé para
medir el tamano de particula. El tamafio de particula se midié cada minuto durante 5 minutos, tras lo cual se afadieron
10,2 pl de 10X PBS de tal modo que la solucién final de 90,2 ul estaba en 1X PBS. Después, el tamafio de particula
se midié de nuevo cada minuto durante otros 10 minutos, tal como se muestra en la Figura 7. Las nanoparticulas que
contienen BA separadas de componentes que no estan en forma de particulas (por filtracién) son estables en PBS
mientras que las particulas sin el BA no lo son. Estos datos apoyan la conclusion de que las nanoparticulas que
contienen BA tienen el BA situado en su exterior ya que estan estabilizadas contra la agregacion en PBS.

Ejemplo 13: Transfeccién de particulas de MAP/ADNp en células HelLa

Unas células HelLa se sembraron en placas de 24 pocillos a razén de 20.000 células/pocillo 48 h antes de la
transfeccion, y se cultivaron en medio complementado con FBS al 10%. Las particulas de MAP se formularon de modo
que contuvieran 1 pug de pGL3 en 200 pl de Opti-MEM | en diversas relaciones de carga de polimero con respecto a
ADNp (véase el Ejemplo 9). Se retir6 el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y se afadio6 la formulacion
de particulas. Las células se incubaron posteriormente a 37 °C y 5% de CO2 durante 5 h antes de la adicion de 800 pl
de medio de cultivo complementado con FBS al 10%. Después de 48 h de incubacion se analiz6 la viabilidad celular
de una fraccién de las células utilizando un ensayo MTS. Las células restantes se sometieron a lisis en 100 pl de 1X
reactivo de lisis de cultivo celular de luciferasa. La actividad de la luciferasa se determiné mediante la adicién de 100
ul de reactivo de ensayo de luciferasa a 10 pl de lisado celular y la bioluminiscencia se cuantificé utilizando un
luminémetro Monolight. La actividad de la luciferasa se describié posteriormente como unidades de luz relativas (RLU)
por 10.000 células. Los resultados se muestran en la Figura 8 y la Figura 9.

Ejemplo 14: Cotransfeccion de particulas de MAP/ADNp y/o ARNip en células HelLa

Unas células HelLa se sembraron en placas de 24 pocillos a razén de 20.000 células/pocillo 48 h antes de la
transfeccion y se cultivaron en medio complementado con FBS al 10%. Las particulas de MAP se formularon de modo
que contuvieran 1 pyg de pGL3 y 50 nM de siGL3 en 200 pl de Opti-MEM | en una relacion de carga de 5 +/-. Las
particulas que contenian solo pGL3 o pGL3 y siCON se usaron como controles. Se retir6 el medio de cultivo, se lavaron
las células con PBS y se anadié la formulacion de particulas. Las células se incubaron posteriormente a 37 °C y 5%
de CO2 durante 5 h antes de la adicion de 800 pyl de medio de cultivo complementado con FBS al 10%. Después de
48 h de incubacidn, las células se analizaron para determinar la actividad de luciferasa y la viabilidad celular tal como
se describe en el Ejemplo 12. Los resultados se muestran en la Figura 10. Dado que las RLU se reducen en las
transfecciones con el siGL3 (secuencia correcta), tanto el siGL3 como el pGL3 deben ser aportados conjuntamente.
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Ejemplo 15: Transfeccion de MAP/siGL3 en células HeLa-LUC

Unas células HelLa-LUC (que contienen un gen que codifica la proteina luciferasa de luciérnaga) se sembraron en
placas de 24 pocillos a razén de 20.000 células/pocillo 48 h antes de la transfeccion y se cultivaron en medio
complementado con FBS al 10%. Las particulas de MAP se formularon de modo que contuvieran siGL3 50 y 100 nM
en 200 pl de Opti-MEM I con una relacion de carga de 5 +/-. Se retir6 el medio de cultivo, se lavaron las células con
PBS y se afadio la formulacion de particulas. Las células se incubaron posteriormente a 37 °C y 5% de CO: durante
5 h antes de la adicion de 800 pl de medio de cultivo complementado con FBS al 10%. Después de 48 h de incubacién,
las células se analizaron para determinar la actividad de luciferasa y la viabilidad celular tal como se describe en el
Ejemplo 12. Los resultados se muestran en la Figura 11. Dado que las RLU disminuyen con una concentraciéon
creciente de siGL3, estos datos sugieren que se puede producir la inhibicion de un gen enddgeno.

Ejemplo 16: Sintesis de diyoduro de acido mucico, (10)

1 g (2,7 mmol) de diamina de &cido mucico (Ejemplo 3) se mezcl6 con 3,8 ml (27,4 mmol) de trietilamina y 50 ml de
DMF anhidra antes de la adicién gota a gota de 1,2 ml (13,7 mmol) de cloruro de yodoacetilo en un matraz de fondo
redondo de 250 ml. Esta mezcla se dejé reaccionar a lo largo de la noche con agitaciéon constante a temperatura
ambiente. El disolvente se retird6 posteriormente mediante una bomba de vacio, el producto se filtrd, se lavé con
metanol y se seco bajo vacio para producir 0,8 g (1,3 mmol, 46%) de diyoduro de acido mucico. 'H RMN ((CDz3)2S0O)
0 8,20 (s 2H), 2H), 7,77 (s, 2H), 4,11 (m, 2H), 4,03 (m, 2H), 3,79 (m, 2H), 3,11-3,17 (m, 2H), 1,78 (d, 2H). ESI/MS
(m/z): 652,8 [M+Na]*

OH OH O o) OH OH ©
b e T - g
H3N/\/ v H/\/ 3 H/\/ Mn/\/ jI/\I

O OH OH O OH OH o)

3 10

Ejemplo 17: Sintesis de la dicisteina de acido mucico, (11)

A 7 ml de carbonato de sodio desgasificado 0,1 M se les afiadieron 17 mg de L-cisteina y 0,4 g de diyoduro de &cido
mucico. La suspension resultante se llevo a reflujo a 150 °C durante 5 h hasta que la solucion se volvié transparente.
Esta mezcla se enfri6 después a temperatura ambiente y se ajusté a pH 3 a través de HCI 1 N. Luego se empleé una
adicion lenta de acetona para la precipitacion del producto. Después de la filtracion, lavado con acetona y secado al
vacio, se obtuvieron 60 mg de producto bruto.

NH,
o} y 9+ oH o H HOTH'”SH
l\)LN/\/N ~ NN Y\I o
H H
O OH OH o
10
NH; OH OH O o)
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o] O OH OH o] NH,

Ejemplo 17: Sintesis de dicisteina de acido mucico, (11)

A 20 ml de tampén de fosfato de sodio desgasificado 0,1 M con pH 7,5 en un matraz de fondo redondo de 50 ml se
les afadieron 0,38 g de L-cisteina (3,2 mmol) y 0,40 g (0,6 mmol) de diyoduro de acido mdcico. La suspension
resultante se dejo a reflujo a 75 °C a lo largo de la noche, se enfri6 a temperatura ambiente y se liofilizé. Posteriormente
se anadieron 80 ml de DMF a este polvo liofilizado de color marrdn claro y se llevé a cabo la separacion mediante
filtracion del reactivo en exceso insoluble y las sales de fosfato del producto soluble. La DMF se retiré bajo presién
reducida y el producto se sec6 al vacio para obtener 12 mg (0,02 mmol, 3%) de dicisteina de acido mucico.
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Ejemplo 18: Sintesis de polimeros, (poli(acido mucico-DiCys-PEG)) (12)

12 mg (21,7 umol) de dicisteina de acido mucico y 74 mg (21,7 pmol) de PEG-DiSPA 3400 se secaron bajo vacio
antes de la adicién de 0,6 ml de DMSO anhidro bajo argén en un matraz de fondo redondo de 2 cuellos de 10 ml.
Después de 10 minutos de agitacion, se transfirieron 9 pl (65,1 umol) de DIEA anhidra al recipiente de reaccion bajo
argon. Esta mezcla se agitd bajo argén a lo largo de la noche. La solucién que contenia el polimero se dializé después
utilizando un dispositivo centrifugo de membrana de 10 kDa y se liofilizé para producir 47 mg (58%) de poli(acido
mucico-DiCys-PEG).

NH, (@] QH OH O [e]
o s I ~M i s 43
N/\/ ~g v N/\/ \n/\s OH
A 8 n H 0

"

HO™ ™0

Este polimero que contiene polioles es un polimero AB aniénico.
Ejemplo 19: Union covalente del farmaco (camptotecina, CPT) con polimero de acido macico, (13)

En un frasco de vidrio se disolvieron 10 mg (2,7 umol de unidades de repeticién) de poli(acido mucico-DiCys-PEG) en
1,5 ml de DMSO anhidro. Después de agitar durante 10 minutos, se afadieron a la mezcla de reaccién 1,1 pl de DIEA
(6,3 pmol), 3,3 mg (6,3 ymol) de TFA-Gly-CPT, 1,6 mg (8,1 umol) de EDC y 0,7 mg (5,9 umol) de NHS. Después de
agitar durante 8 horas, se anadieron 1,5 ml de etanol y los disolventes se retiraron bajo presion reducida. El precipitado
se disolvio en agua y los materiales insolubles se retiraron por filtracién a través de un filtro de 0,2 um. Después, la
solucién de polimero se dializd contra agua a través de una membrana de 10 kDa y posteriormente se liofilizé para
obtener el conjugado de poli(acido mucico-DiCys-PEG) -CPT.
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Ejemplo 20: Formulacién de nanoparticulas con polimero de CPT-acido mucico (13) en agua, (20)

Los diametros efectivos de poli(acido mucico-DiCys-PEG) y poli(acido mucico-DiCys-PEG)-CPT conjugados se
midieron formulando los polimeros en agua bidestilada (0,1-10 mg/ml) y se evaluaron mediante dispersion dinamica
de la luz (DLS) utilizando un instrumento ZetaPALS (Brookhaven Instrument Co). Posteriormente se registraron y
promediaron 3 operaciones sucesivas de 1 minuto cada una. Los potenciales zeta de los dos compuestos se midieron
en una solucién de KCI 1,1 mM utilizando un instrumento ZetaPALS (Brookhaven Instrument Co). Después se
realizaron 10 operaciones automatizadas sucesivas en residuos diana de 0,012 y se promediaron los resultados
(Figura 14). En particular se midieron dos distribuciones para el conjugado de poli(acido mucico-DiCys-PEG)-CPT,
cuya distribucién predominante era de 57 nm (60% de la poblacion total de particulas). También se midi6é una segunda
distribucion menor a 233 nm.

Ejemplo 21: Formulacion de nanoparticulas PEGiladas con acido boroénico con polimero de CPT-acido mucico (13) y
acido borénico-disulfuro-PEGsoo0 (6) en agua

La nanoparticula de poli(acido mucico-DiCys-PEG)-CPT PEGilada con acido borénico se formula disolviendo el
polimero en agua bidestilada en una concentracion de 0,1 mg/ml seguido de la adicion del polimero 6 (BA-PEG)
también en agua, de tal modo que la relacién de PBA-PEG con respecto a los dioles en el azdcar de acido mucico en
el conjugado poli(acido mucico-DiCys-PEG)-CPT es 1:1. La mezcla se incuba durante 30 minutos, tras lo cual se
miden el diametro efectivo y el potencial zeta utilizando un instrumento ZetaPALS (Brookhaven Instrument Co).

Ejemplo 22: Nanoparticulas guiadas para el aporte de ADNp en ratones

El plasmido pApoE-HCRLuc contiene el gen para expresar la luciferasa y esta bajo el control de un promotor especifico
del higado. El polimero (MAP) 4 (0,73 mg), el polimero 6 (73 mg) y el polimero 9 (0,073 mg) se combinaron en 5 ml
de agua y después se anadieron 1,2 ml de agua que contenia el plasmido pApoE-HCRLuc (con lo que se obtiene una
relacién de carga de polimero 4 con respecto al plasmido de +3). Las particulas se dispusieron en D5W (5% de glucosa
en agua) mediante filtracion sucesiva por centrifugacion con adiciones posteriores de D5SW (a partir de la formulacién
inicial que estaba en agua). A unos ratones desnudos se les implantaron células de cancer de higado Hepa-1-6 y los
tumores se dejaron crecer hasta un tamafo de aproximadamente 200 mm3. Se realizaron inyecciones de las
nanoparticulas guiadas por via intravenosa en la vena caudal en una cantidad igual a 5 mg de plasmido/kg de raton.
Se tomaron imagenes de los ratones 24 horas después de las inyecciones. Los ratones no mostraron signos de
toxicidad y se detect6 expresién de luciferasa en la region del tumor y no en la regién del higado.
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Ejemplo 23: Sintesis de PBA-PEG y nitroPBA-PEG y determinacion de pKa

Para preparar una nanoparticula estabilizada y guiada se uso la propiedad de unién covalente y reversible entre &cidos
borénicos y MAP (que contiene diol). El pKa del acido fenilborénico (PBA) es alto en 8,8. Para disminuir el pKa se
emplearon PBA con grupos de extraccion de electrones en el anillo de fenilo con el fin de aumentar la acidez del atomo
de boro. Un 3-carboxiPBA y un 3-carboxi 5-nitroPBA comercialmente disponibles se convirtieron en cloruros de acilo
usando cloruro de oxalilo. Estas especies de cloruro de acilo se sometieron después a reaccién con NH2-PEG para
formar PBA-PEG y nitroPBA-PEG, respectivamente. Para que se desarrollaran las reacciones de sintesis fue
necesaria la adicion de bases DMF y DIPEA. Sin embargo, la presencia de estas bases dio lugar a formaciones de
aductos tetraédricos con PBA acido. Para retirar estos aductos se llevé a cabo un tratamiento en HCI 0,5 N con
equilibrado posterior a pH neutro mediante dialisis contra agua.

Para la sintesis de PBA-PEG, a 200 mg (1,21 mM) de acido 3-carboxifenilborénico disueltos en 5 ml de tetrahidrofurano
anhidro se les afnadieron hasta 18,7 pl (0,24 mM) de dimetilformamida anhidra bajo argén. Este recipiente de reaccién
se transfirié a un bafno de hielo y se afiadieron lentamente bajo argén 195 pul (2,89 mM) de cloruro de oxalilo. Se dejo
que la reaccion se desarrollara bajo ventilacion y agitacion constante durante 2 h a temperatura ambiente. El disolvente
y el reactivo en exceso se retiraron bajo vacio. En 15 ml de diclorometano anhidro se disolvieron bajo argéon 37 mg
(0,2 mM) del compuesto de cloruro de acilo seco resultante. Después se afadieron 500 mg (0,1 mM) de NH2-
PEG5kDa-CO2H y 52 pl (0,3 mM) de DIPEA seco bajo argon. Después de la reaccién a lo largo de la noche con
agitacion constante, el disolvente se retird bajo vacio y el producto seco se reconstituyé en HCI 0,5 N. Esta solucién
se pasé a través de un filtro de 0,2 ym (Acrodisc®) y se dializ6 contra agua con un dispositivo de filiro de membrana
MWCO de 3 kDa (Amicon™) hasta que se alcanzé un pH constante. El sobrenadante se filtr6 después con un filtro de
0,2 um (Acrodisc®) y se liofilizé para producir 377 mg (73%) de PBA-PEG-CO2H. 1H RMN ((CD3)2S0) 5 12,52 (s,
1H), 8,39 (t, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,14 (s, 2H), 7,88 (d, 1H), 7,82 (d, 1H), 7,39 (t, 1H), 3,99 (s, 2H), 3,35-3,62 (pico PEG).
MALDI-TOF (m/z): 5.600 g/mol (NH2-PEG5kDa-CO2H, 5.400 g/mol).

HO. _.OH
HO.B,OH HO.B,OH B
Cloruro de oxalilo NH,-PEG5kDa-CO,H H
OH — > cl - N OH
DMF/THF seco 0 V\O)ﬁr
(o} o} (o} 0
3-carboxiPBA PBA-PEG-CO,H

La sintesis de nitroPBA-PEG-CO2H se llevé a cabo del mismo modo que para PBA-PEG-CO2H, excepto que el
material de partida fue acido 3-carboxi 5-nitrofenilborénico. La reaccion produjo 393 mg (76%) de nitroPBA-PEG-
CO2H. 1H RMN ((CD3)2S0) 56 12,52 (s, 1H), 8,89 (t, 1H), 8,72 (s, 1H), 8,68 (s, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,61 (s, 2H), 3,99 (s,
2H), 3,35-3,62 (pico PEG). MALDI-TOF (m/z): 5.600 g/mol (NH2-PEG5kDa-CO2H, 5.400 g/mol).

HO. .OH
H0~B.OH HO,B,OH B
/@\( Cloruro de oxalilo NH,-PEG5kDa-CO,H Q(H
OH > cl N OH
ON DMF/THE seco 02N DIPEA/DCM seco 92N V\O):\Ir
(0] 0 0 0
3-carboxi 5-nitroPBA nitroPBA-PEG-CO;H

Los pKa de los compuestos de PBA sintetizados se averiguaron midiendo el cambio en la absorbancia de PBA al
convertirse de conformacion trigonal (en pH bajo) a tetraédrica (en pH alto). A una soluciéon de PBA 10-3 M en PBS
0,1 M, pH 7,4 se titul6 NaOH 1 N. Se registro el pH y se retiraron muestras correspondientes para las mediciones de
absorbancia a 268 nm.

Tabla 2. pKa y constantes de unién de los compuestos de PBA

Compuesto pKa Constante de unién
con MAP (M)
PBA 8,8 20
PBA-PEG-CO2H 8,3 520
nitroPBA-PEG-CO2H 6,8 1420

Ejemplo 24: Conjugacion de anticuerpos con nitroPBA-PEG
Después de la produccion de nitroPBA-PEG, el compuesto resultante se conjugd con un anticuerpo. Para la

conjugacién, 36 mg (6,4 uM) de nitroPBA-PEG-CO2H, 12,3 mg (64 uM) de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) y 11,1 mg (96 pM) de NHS se disolvieron en 2,4 ml de tampén MES 0,1 M, pH 6,0. Esta mezcla se sometié a
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reaccion durante 15 minutos en un agitador rotatorio a temperatura ambiente. Los reactantes en exceso se dializaron
con un dispositivo de filtro de membrana de limite de peso molecular de 3 kDa (Amicon™). Este compuesto de PEG
de &cido carboxilico activado se afiadié a 20 mg (0,14 mM) de anticuerpo IgG1 humano (Herceptin®) en PBS 0,1 M,
pH 7,2. La reaccion se llevo a cabo en un agitador rotatorio a temperatura ambiente durante 2 h y después se dializé
4 veces utilizando un dispositivo de filtro de membrana de limite de peso molecular de 50 kDa (Amicon™) contra 1x
PBS con pH 7,4. El analisis del conjugado mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) mostr6é una conjugacion
media de 1 a 2 compuestos de nitroPBA-PEG por anticuerpo.

Ejemplo 26: Formacién y caracterizacion de nanoparticulas de MAP guiadas

Se examind el efecto de PBA-PEG y nitroPBA-PEG en la formacion y la estabilidad de nanoparticulas. Una solucién
de PBA-PEG se afiadi6 a una solucion de MAP con una relacion de carga 3 +/- (carga positiva de MAP para cada
carga negativa de ARNip) en tampon de fosfato con pH 7,4. Esta mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 10 minutos para la complejacién de PBA-PEG con el MAP que contiene diol. Esto se afiadié después a un
volumen igual de ARNip en agua y se mezclé mediante pipeteo. Después de 10 minutos se realizaron pruebas y
caracterizaciones. Las formulaciones de particulas estabilizadas con nitroPBA-PEG y en diferentes relaciones de
carga se realizaron de la misma manera. La conjugacion de PBA-PEG formo particulas de MAP/ARNip con un tamarno
de 150-300 nm. EI MAP-4 (que indica 4 unidades de metileno entre el centro de carga (amidina) y el sitio de unién
(poliol)) produjo nanoparticulas mas pequenas que cuando se usé MAP-2. Sin embargo, tras la adicion de sal, todas
las particulas se agregaron, lo que indica que el PBA-PEG no era capaz de proporcionar suficiente estabilidad a las
nanoparticulas. Cuando se us6 nitroPBA-PEG, las particulas en todas las relaciones de carga analizadas, 1y 3 (+/-),
mostraron nanoparticulas estabilizadas. La diferencia en la estabilidad de particulas conferida por PBA-PEG vy
nitroPBA-PEG indica la importancia de modificar los compuestos de acido bordnico PEGilados para que tengan una
unién mas fuerte con los polioles.

En el caso del ARNip condensado con MAP-4 sin la presencia del agente estabilizante PEG se observé un tamario de
particula de 640 nm con un alto potencial zeta de +32 mV. Cuando se afnadié nitroPBA-PEG para estabilizar la
particula, el diametro se redujo a 130 nm con una carga superficial negativa de -4 mV. Esta carga negativa es el
resultado de la unién entre el &cido bordnico y los dioles. Cuando se introdujo un 0,25% en moles de nitroPBA-PEG
conjugado con IgG (Herceptin®), de forma interesante el tamafo de particula se redujo aun mas a 82 nm, mientras
que el potencial zeta se mantuvo similar.

Se evaluo la estabilidad de sal para nanoparticulas de MAP-4/ARNip con diversos grupos de PEG unidos. El tamafo
de particula se registré durante 5 operaciones en 1 minuto utilizando un analizador de potencial zeta (instrumento DLS
ZetaPALS, Brookhaven Instruments, Holtsville, NY). La medicién se detuvo para permitir la adicion de una solucién de
10x PBS a la formulacién de particulas, de modo que las formulaciones de particulas resultantes contuvieran 1x PBS.
Las mediciones se reiniciaron posteriormente y se registraron 10 operaciones sucesivas de 1 minuto cada una para
estudiar el efecto de la adicion de sal sobre la estabilidad de las particulas. Como se muestra en la Figura 16, sin la
presencia de un agente estabilizante PEG, las particulas se agregan. Cuando habia presencia de nitroPBA-PEG, las
particulas se mantenian estables en condiciones de sal.

Ejemplo 27: Formacién y caracterizacion de nanoparticulas de MAP-CPT guiadas

Para preparar una nanoparticula de MAP-CPT guiada se uso la propiedad de unién covalente y reversible entre acidos
boronicos y MAP (que contiene diol). La constante de unidn entre PBA y MAP es baja en aproximadamente 20 M.
Para aumentar la constante de unién se emplearon PBA con grupos de extraccion de electrones en el anillo de fenilo
con el fin de aumentar la acidez del atomo de boro y, por lo tanto, elevar la constante de unién con MAP. Un 3-
carboxiPBA y un 3-carboxi 5-nitroPBA comercialmente disponibles se convirtieron en cloruros de acilo usando cloruro
de oxalilo. Estas especies de cloruro de acilo se sometieron después a reaccién con NH2-PEG-CO2H para formar
PBA-PEG-CO:zH y nitroPBA-PEG-CO:2H, respectivamente. Para que se desarrollaran las reacciones de sintesis fue
necesaria la adicion de bases DMF y DIPEA. Sin embargo, la presencia de estas bases dio lugar a formaciones de
aductos tetraédricos con PBA &cido. Para retirar estos aductos se llevé a cabo un tratamiento en HCI 0,5 N con
equilibrado posterior a pH neutro mediante dialisis contra agua.

Los valores de pKa de los PBA modificados se determinaron mediante cambios de absorbancia debidos al cambio
conformacional del PBA de la forma trigonal a tetraédrica a medida que aumentaba el pH (Tabla 2). El PBA con grupos
de extraccion de electrones dio como resultado pKa mas bajos, teniendo el nitroPBA-PEG-CO:zH el pKa mas bajo, de
6,8. Por lo tanto, con pH fisiolégico, la mayor parte del PBA estaba presente en la forma tetraédrica anionica reactiva.
Se encontraron constantes de unién entre PBA y MAP mediante union competitiva con Alizarin Red S en PBS 0,1 M,
pH 7,4. Debido al bajo valor de pKa y la alta constante de unién con MAP observada para nitroPBA-PEG-CO2zH, éste
se eligié como el enlazador entre IgG (Herceptin®) y nanoparticulas de MAP-CPT.

La reaccién de conjugacion entre IgG (Herceptin®) y nitroPBA-PEG-COzH tuvo lugar a través de acoplamiento de
EDC (arriba descrito). Se unié un promedio de 1 a 2 PEG por cada anticuerpo de IgG (Herceptin®).
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Tabla 3. Caracterizacion de MAP, conjugado de MAP-CPT, nanoparticulas de MAP-CPT y nanoparticulas de MAP-

CPT guiadas
Cortas Medianas Largas
Base anadida (equivalente)? 1,1 1,6 2
MAP MWP (kDa) 20 65 102
Polidispersidad® 1,22 1,36 1,13
# unidades de repeticion (n) 5-7 15-21 25-30
Conjugado de MWP (kDa) 22 75 114
MAP-CPT % en peso de CPT conjugada 9,8 12,7 10,1
# conjugados/particula 2-3 2-3 2-3
Nanoparticula de # CPT/particula M4 RO 72
MAP-CPT Tamario de particula (nm) (B0 (B0 B0
Potencial zeta (mV) -1,3+/-0,6 -0,5+/-0,5 -0,8+/-0,5
Nanoparticula de # Herceptin/particula 1
MAP-CPT Tamario se particula 40
guiada Potencial zeta (mV) -0,4+/-0,6

aCantidad equivalente de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) afiadida por grupo amino en di(Asp-amina) de acido
mdcico. ®PMW, peso molecular determinado como (Mw + Mn)/2; Mw, peso molecular medio ponderado; Mn, peso
molecular medio numérico. °Polidispersidad determinada como Mw/Mn.

En el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT guiadas se observé un tamano medio de aproximadamente 40 nm por
DLS y crio-EM (Tabla 3). Este aumento de aproximadamente 10 nm de la nanoparticula no guiada sugiere la unién de
IgG (Herceptin®) a la nanoparticula (la cantidad fue de aproximadamente un anticuerpo de Herceptin® por
nanoparticula). De hecho, a partir de las imagenes crio-EM, las nanoparticulas guiadas no eran esféricas, sino que
parecian tener protuberancias que indicaban la unién de anticuerpos. La carga superficial de las nanoparticulas de
MAP-CPT guiadas era ligeramente mas alta que la de las nanoparticulas de MAP-CPT debido a la presencia de un
Herceptin cargado positivamente con pH 7,4 (pl de Herceptin®, 9,2).

Ejemplo 28: Estudios de absorcién en células

Para examinar la absorcion en células de nanoparticulas de MAP-CPT guiadas con Herceptin® frente a las
nanoparticulas no guiadas se utilizé una linea celular de cancer de mama humano con sobreexpresion HER2 (BT-
474). Como control negativo se utilizé6 una linea celular de cancer de mama HER2 negativo (MCF-7). Para estos
estudios se sembraron placas de 24 pocillos con BT-474 (en medio RPMI-1640 complementado con un 10% de suero
bovino fetal) o con MCF-7 (en medio Eagle Modificado por Dulbecco complementado con un 10% de suero bovino
fetal) (Cellgro, Manassas, Va.) a razén de 20.000 células por pocillo, y se mantuvieron a 37 °C en un horno humidificado
con un 5% de CO2. Después de 40 h, los medios se reemplazaron con 0,3 ml de medios frescos que contenian MAP-
CPT mediano (40 ug CPT/ml), MAP-CPT mediano con Herceptin® libre a 10 mg/ml, MAP-CPT guiado (40 ug CPT/ml)
en densidades de orientacion variables o MAP-CPT guiado con Herceptin® libre a 10 mg/ml. La transfeccion se realizé
durante 30 minutos a 37 °C. Después, las formulaciones se retiraron y las células se lavaron dos veces con PBS frio.
Se afadieron 200 ul de tampdn RIPA por pocillo para el desprendimiento de células y Ia lisis. Las células lisadas se
incubaron luego a 4 °C durante 15 minutos y se centrifugaron a 14.000 g durante 10 minutos a 4 °C. Una parte del
sobrenadante se utilizé para la cuantificacién de proteinas mediante un ensayo de BCA. A otra parte se le afiadié una
cantidad igual de NaOH 0,1 N, se incub6 a temperatura ambiente a lo largo de la noche y se midié la fluorescencia a
370/440 nm utilizando concentraciones conocidas de MAP-CPT como estandar.

Se observé que un Herceptin®-PEG-nitroPBA por nanoparticula era suficiente para lograr una absorcion
aproximadamente un 70% mayor en la linea celular BT-474 en comparacién con la nanoparticula no guiada (Figura
17A). La absorcion del MAP-CPT guiado en células BT-474 mostraba inhibicién en presencia de Herceptin® libre
(Figura 17B). En cambio, la absorcién de nanoparticulas de MAP-CPT en MCF-7 no mostraba dependencia del guiado
o de la presencia de Herceptin® libre (Figura 17B). Estos datos indican que existe una absorcién mediada por receptor
en las células BT-474 por las nanoparticulas de MAP-CPT guiadas mediante el acoplamiento del receptor de HER2.
La absorcidn celular tanto de las nanoparticulas de MAP-CPT guiadas como de las no guiadas también se produjo a
través de endocitosis en fase fluida no especifica.

Ejemplo 29: Estudios de liberacion in vitro

Se realizaron experimentos para evaluar la liberacién de CPT a partir de nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas
y largas y nanoparticulas de MAP-CPT guiadas. Estos estudios se realizaron utilizando 0,32 mg de CPT/ml en 1x PBS
con pH 6,5, 7 o0 7,4; plasma de ratones BALB/c, plasma humano y 1x PBS con pH 7,4 que contenia 3 mg/ml de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), o 100 unidades/ml de butirilcolinesterasa (BCHE) o una combinacion de LDL y BCHE.
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Los medios pipeteados en placas de 96 pocillos se incubaron a 37 °C en un horno humidificado durante 2 h para el
equilibrado. Las formulaciones se mezclaron en el medio pertinente y se dispusieron de nuevo en el horno. Se tomaron
muestras en momentos predeterminados y se congelaron inmediatamente a -80 °C hasta el momento del analisis.
Para la liberacién en plasma de ratones BALB/c y en plasma humano, la incubacién se llevd a cabo en un horno
humidificado a 37 °C con un 5% de CO2 para mantener el sistema tampon de acido carboénico/bicarbonato, el sistema
tampon de mayor pH en el plasma a niveles de pH fisiolégicos.

La cantidad de CPT no conjugada se determind mezclando primero 10 pl de muestra con 10 pl de HCI 0,1 N e
incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después se afiadieron 80 yl de metanol y la mezcla se incubd
a temperatura ambiente durante 3 h para la precipitacion de proteinas. Esta mezcla se centrifugd a 14.000 g durante
10 min a 4 °C, el sobrenadante se filtré con un filtro de 0,45 pm (Millex-LH) y se diluy6 20 veces con metanol, y 10 pl
de la solucién resultante se inyectaron en HPLC. El &rea de pico de la CPT eluida (a los 7,8 minutos) se comparé con
la del control. Para medir la cantidad total de CPT, 10 pl de muestra se mezclaron con 6,5 ul de NaOH 0,1 N. Esta
solucion se incubd a temperatura ambiente durante 1 h para que la CPT se liberara del polimero original. Después se
anadieron 10 pl de HCI 0,1 N para convertir la forma de CPT de carboxilato en la forma de lactona. Posteriormente se
anadieron 73,5 yl de metanol y la mezcla se incubd durante 3 horas a temperatura ambiente. A continuacion, la
muestra se centrifugd y se proces6 como se indica mas arriba. La concentracién de CPT unida al polimero se
determiné a partir de la diferencia entre las concentraciones de CPT total y de CPT no conjugada.

La liberacién de CPT de las nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y largas, y de las nanoparticulas de MAP-
CPT guiadas, mostraba en todos los casos una cinética de primer orden. Las semividas de liberacién de CPT de las
nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y largas eran muy similares en todas las condiciones probadas,
mientras que se observaron semividas mas largas en el caso del MAP-CPT guiado (Tabla 4). Se observé una fuerte
dependencia de la tasa de liberacion con el pH. A medida que el pH aumentaba de 6,5 a 7,4, las semividas de liberacién
se redujeron de 338 h a 58 h en el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y largas. Estos datos
indican que la hidrélisis desempefia un papel importante en la liberacion de CPT. En plasma de raton BALB/c se
observo una semivida de liberacion de 59 h, mientras que se obtuvo una semivida significativamente menor, de 38 h,
en plasma humano en el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y largas. Se sabe que el plasma
de ratén contiene més actividad de esterasa que el plasma humano, mientras que el plasma humano contiene mas
"grasa" que el plasma de ratén. Por lo tanto, para comprender las diferencias en las tasas de liberacion entre el plasma
humano y el de ratén, las contribuciones de la esterasa y la grasa a las tasas de liberacion de CPT se analizaron
individualmente. La butirilcolinesterasa (BCHE) esta presente tanto en plasma de ratén como en plasma humano y se
uso6 para analizar la contribucion de la esterasa a la velocidad de liberacién. Para analizar la contribucion de la "grasa”
a la tasa de liberacién se eligio lipoproteina de baja densidad (LDL). Estos componentes se constituyeron en PBS (pH
7.,4). Se comprobé que la presencia de BCHE no afectaba a la tasa de liberacion (semivida de 61 h en comparacion
con 58 h en PBS, pH 7,4, en el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y largas). Sin embargo, la
adicion de LDL aumento6 radicalmente las tasas de liberacion. Este efecto se debe probablemente a la alteracion de
las nanoparticulas por interacciones hidr6fobas de competencia. Por lo tanto, la alteracion de las nanoparticulas por
la presencia de "grasa" y la posterior escision de CPT por hidrélisis parecen ser otro mecanismo principal de la
liberacién de CPT a partir de nanoparticulas de MAP-CPT. La liberacion in vitro de las nanoparticulas de MAP-CPT
guiadas con Herceptin® muestra semividas mas largas que las versiones no guiadas. Es posible que la presencia de
Herceptin® con un pl de 9,2 aumentara la estabilidad de las nanoparticulas cargadas negativamente mediante
interacciones electrostaticas y que, por lo tanto, protegiera las nanoparticulas frente a algunas de las interacciones
hidr6fobas de competencia.

Tabla 4. Semividas de liberacion in vitro (t12) de CPT a partir de nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y
largas y a partir de nanoparticulas de MAP-CPT guiadas en diversos medios

PBS ti2 (h) pH 6,5 pH7 pH 7,4
MAP-CPT cortas, medianas y largas 338 178 58
MAP-CPT guiadas 396 204 78

Plasma t12 (h) Ratones Humano
MAP-CPT cortas, medianas y largas 59 38
MAP-CPT guiadas 63 46

PBS pH 7,4 tis2 (h) LDL? BCHEP LDL + BCHE®
MAP-CPT cortas, medianas y largas 45 61 44
MAP-CPT guiadas 62 76 62

Abreviaturas: PBS, solucion salina tamponada con fosfato; LDL, lipoproteina de baja densidad; BCHE,
butirilcolinesterasa. 2PBS, pH 7,4, que contiene 3 mg/ml de LDL. °PBS, pH 7,4, que contiene 100 unidades/ml| de
BCHE. °PBS, pH 7,4, que contiene 3 mg/ml de LDL y 100 unidades/ml de BCHE.

Ejemplo 30: Ensayos de citotoxicidad

Se evaluaron las citotoxicidades in vitro de MAP mediano, nitroPBA-PEG, CPT, nanoparticulas de MAP-CPT
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medianas, nanoparticulas de MAP-CPT guiadas y Herceptin® en dos lineas celulares de cancer de mama HER2+
(BT-474, SKBR-3) y dos lineas celulares de cancer de mama HER2- (MCF-7, MDA-MB-231) (Tabla 5). Para estos
estudios, las células se mantuvieron a 37 °C en un horno humidificado con un 5% de COz. Las lineas celulares BT-
474, MCF-7, SKBR-3 y MDA-MB-231 se incubaron en medio RPMI-1640, medio Eagle Modificado por Dulbecco, medio
modificado 5A de McCoy y medio Eagle Modificado por Dulbecco, respectivamente (todos complementados con un
10% de suero bovino fetal). En placas de 96 pocillos se dispusieron 3.000 células por pocillo. Después de 24 horas,
los medios se retiraron y se reemplazaron con medios frescos que contenian diferentes concentraciones de MAP
mediano, nitroPBA-PEG, CPT, nanoparticulas del MAP-CPT medianas, nanoparticulas de MAP-CPT guiadas o
Herceptin®. Después de 72 h de incubacion, las formulaciones se reemplazaron con medios frescos y se anadieron
20 pl de ensayo de proliferacién celular CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega) a cada pocillo. Esta mezcla
se incubd durante 2 horas en un horno humidificado a 37 °C con un 5% de CO2 antes de las mediciones de absorbancia
a 490 nm. Como controles se utilizaron pocillos que contenian células no tratadas.

El medio MAP y el nitroPBA-PEG dieron valores de ICso por encima de 500 pM y 1000 uM (concentraciones mas altas
analizadas), respectivamente, lo que indica una toxicidad minima. Las concentraciones ICso de CPT, nanoparticulas
de MAP-CPT medianas y nanoparticulas de MAP-CPT guiadas se basaron en el contenido de la CPT. Se observa que
la CPT se fue liberando gradualmente a partir de nanoparticulas de MAP-CPT medianas y nanoparticulas de MAP-
CPT guiadas (véase Estudios de liberacion in vitro). Ademas, la absorcién de nanoparticulas por las células da como
resultado tiempos de liberacion prolongados debido a la naturaleza acida de los endosomas. Estos factores
contribuyen a los valores de ICso mas altos observados para las nanoparticulas de MAP-CPT medianas y las
nanoparticulas de MAP-CPT guiadas en comparacién con la CPT (Tabla 5). En las lineas celulares HER2+, las
nanoparticulas de MAP-CPT guiadas produjeron valores ICso méas bajos en comparacion con MAP-CPT solo, mientras
que en las lineas celulares HER2-, el guiado no afect6 a la ICso. BT-474 fue la linea celular mas resistente a CPT, y
en consecuencia a las nanoparticulas de MAP-CPT medianas. La adicion de Herceptin en concentraciones de 0,001-
0,5 uM a células BT-474 o SKBR-3 dio como resultado una viabilidad celular constante de aproximadamente un 60%
en comparacion con un control sin tratamiento. La falta de un valor de ICso real en este intervalo de concentraciones
para estas lineas celulares se ha observado anteriormente (Phillips, et al., Cancer Res. 68, 9280-9290 (2008)). No se
observaron efectos en las lineas celulares HER2- en concentraciones de Herceptin de hasta 0,5 uM.

Tabla 5: Valores 1Cso de MAP mediano, nitroPBA-PEG, CPT, nanoparticulas de MAP-CPT medianas, nanoparticulas
de MAP-CPT guiadas y Herceptin para una gama de lineas celulares de cancer de mama

MCF-7 MDA-MB-231 SKBR-3 BT-474
Expresion de HER2 - - + +
MAP mediano > 500 > 500 > 500 > 500
nitroPBA-PEG > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000
ICso CPT 0,3 0,1 0,03 4
(M) MAP-CPT mediano 0,5 0,6 0,2 40
MAP-CPT guiado 0,5 0,6 0,1 6
Herceptin ningun efecto  ningun efecto ningun ningun valor?

valor?
@ Ningun valor, no se obtuvo valor de ICso en el intervalo de concentraciones de 0,001-0,5 pM.

Ejemplo 31: Estudios farmacocinéticos

Se realizaron estudios farmacocinéticos en plasma de nanoparticulas de MAP-CPT cortas, medianas y largas y de
nanoparticulas de MAP-CPT guiadas en inyecciones de 10 mg/kg (base de CPT) en ratones BALB/c hembra (Figura
18). Para estos estudios se administraron nanoparticulas formuladas en NaCl al 0,9% en peso (nanoparticulas no
guiadas) o PBS (nanoparticulas de MAP-CPT guiadas) mediante inyeccion de bolo en la vena caudal en ratones
BALB/c hembra de 12 - 16 semanas de edad. En momentos predeterminados se extrajo sangre a través de un
sangrado de vena safena con tubos de extraccion de sangre (Microvette CB 300 EDTA, Sarstedt). Las muestras se
centrifugaron inmediatamente a 10.000 g, 4 °C durante 15 minutos y el sobrenadante se retird y se almacené a -80 °C
hasta el momento del andlisis. Los analisis para CPT no conjugada y unida a polimero se llevaron a cabo como se
indica a continuacion. La cantidad de CPT no conjugada se determiné mezclando primero 10 pl de muestra con 10 pl
de HCI 0,1 N e incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después se agregaron 80 ul de metanol y la
mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 3 h para la precipitacién de proteinas. Esta mezcla se centrifugé a
14.000 g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante se filtré con un filtro de 0,45 um (Millex-LH), se diluy6 20 veces con
metanol y 10 pl de la solucion resultante se inyectaron en HPLC. El area de pico de la CPT eluida (a los 7,8 minutos)
se compard con la del control. Para medir la cantidad total de CPT, 10 pl de muestra se mezclaron con 6,5 pl de NaOH
0,1 N. Esta solucion se incubd a temperatura ambiente durante 1 h para que la CPT se liberara del polimero original.
Después se anadieron 10 yl de HCI 0,1 N para convertir la forma de CPT de carboxilato en la forma de lactona.
Posteriormente se afadieron 73,5 pl de metanol y la mezcla se incubd durante 3 horas a temperatura ambiente. A
continuacion, la muestra se centrifugd y se proces6 como se indica mas arriba. La concentracién de CPT unida al
polimero se determin6 a partir de la diferencia entre las concentraciones de CPT total y de CPT no conjugada. Para

51



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 822307 T3

el andlisis de datos farmacocinéticos se utilizé el software de modelado no compartimental PK Solutions 2.0 de Summit
Research Services (Montrose, Colorado). Todos los animales fueron tratados segun las National Institute of Health
Guidelines for Animal Care (Pautas del Instituto Nacional de Salud para el Cuidado de Animales) y aprobados por el
California Institute of Technology Institutional Animal Care and Use Committee (Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales del Instituto de Tecnologia de California).

En todas las nanoparticulas, la CPT unida a polimero mostré un perfil bifasico con una fase de redistribucion (a) rapida
y una fase de eliminacion (B) larga (Figura 18A). La fase de eliminacién para nanoparticulas de MAP-CPT medianas
y largas se prolongé particularmente con semividas de 16,6 y 17,6 h, respectivamente, y dio valores altos de area bajo
la curva (AUC) de 2.298 y 3.636 pg*h/ml, respectivamente. Adicionalmente, mostraron volimenes de distribucién y
tasas de eliminacion bajos. Veinticuatro horas después de la inyeccién, un 11,3% de la dosis inyectada de las
nanoparticulas de MAP-CPT medianas y un 20,5% de la dosis inyectada de las nanoparticulas de MAP-CPT largas
todavia circulaban en el plasma como CPT unida al polimero. En cambio, los ratones a los que se les habia inyectado
CPT sola a razén de 10 mg/kg mostraron una eliminacién rapida, con un AUC de solo 1,6 pg*h/ml y un 0,01% de la
dosis inyectada permanecia en circulacion después de 8 h. El guiado de nanoparticulas de MAP-CPT medianas afecté
al perfil farmacocinético aumentando la fase de redistribucion y prolongando la fase de eliminacién a 21,2 h con un
alto valor de AUC de 2.766 ug*h/ml. Con todas las nanoparticulas, las cantidades de CPT no unida en plasma fueron
bajas en todos los momentos (Figura 18B).

Ejemplo 32: Determinacion de la dosis maxima tolerable (DMT) en ratones desnudos

Los valores de DMT se determinaron en ratones desnudos NCr hembra y se definieron como la dosis mas alta que
resultd en menos de un 15% de pérdida de peso corporal y sin muertes relacionadas con el tratamiento. En estos
experimentos, unos ratones desnudos NCr hembra de 12 semanas de edad se dividieron aleatoriamente en trece
grupos que incluian cinco ratones cada uno. El dia 0 y el dia 7 se administraron mediante inyeccion intravenosa en la
vena caudal formulaciones de nanoparticulas de MAP medianas o de nitroPBA-PEG a razén de 200 mg/kg,
nanoparticulas de MAP-CPT cortas a razén de 10, 15 o 20 mg/kg (base de CPT), nanoparticulas de MAP-CPT
medianas a razén de 8, 10 0 15 mg/kg (base de CPT), nanoparticulas de MAP-CPT largas a razén de 5, 8 o 10 mg/kg
(base de CPT) y nanoparticulas de MAP-CPT guiadas a razén de 8 o 10 mg/kg (base de CPT). Todas las inyecciones
se formularon en solucién salina al 0,9% p/v, excepto para MAP-CPT guiado que se formul6 en PBS, pH 7,4. El peso
y la salud de los ratones se registraron y monitorizaron diariamente durante 2 semanas después del inicio del
tratamiento. La DMT se definié como la dosis mas alta que resulté en menos del 15% de pérdida de peso corporal y
sin muertes relacionadas con el tratamiento. Los animales fueron sacrificados mediante asfixia con CO2 cuando se
sobrepasaron los criterios para la DMT o al final del estudio.

Los ratones tratados con MAP mediano, nitroPBA-PEG, MAP-CPT corto, mediano y largo y MAP-CPT guiado se
pesaron y se controlaron en cuanto a la salud después de dos dosis semanales el dia 0 y el dia 7 (Tabla 6). El peso y
la salud de los ratones no resultaron afectados por el tratamiento con altas dosis de MAP mediano o nitroPBA-PEG,
lo que indica una toxicidad minima para estos componentes poliméricos. En los grupos que incluian CPT, la pérdida
maxima de peso apareci6 de 3 a 5 dias después de cada tratamiento. La mayoria de los grupos recuperaron el peso
perdido. Si la pérdida de peso corporal continuaba y excedia un promedio de un 15%, se concluia el estudio. Algunos
ratones en grupos tratados con MAP-CPT mediano a razén de 15 mg/kg y con MAP-CPT largo a razén de 10 mg/kg
mostraron diarrea y parecian débiles. Todos los demas ratones parecian sanos. Se comprobd que los valores de DMT
eran 20, 10, 8 y 8 mg/kg (sobre base de CPT) para MAP-CPT corto, mediano, largo y MAP-CPT guiado,
respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Respuesta al tratamiento para el estudio de dosis maxima tolerable (DMT)

Dosis (mg/kg)? % max. de pérdida de peso (dia)® Muerte
MAP mediano 200 -1,1 (11) 0
nitroPBA-PEG 200 -0,5 (2) 0
MAP-CPT corto 10 -4.5 (2) 0
MAP-CPT corto 15 -6,1 (10) 0
MAP-CPT corto 20 -10,2 (12) 0
MAP-CPT mediano 8 -6,8 (10) 0
MAP-CPT mediano 10 -14,9 (12) 0
MAP-CPT mediano 15 -18,4 (4) sacrificados®
MAP-CPT largo 5 -4,8 (4) 0
MAP-CPT largo 8 -9,2 (12) 0
MAP-CPT largo 10 -16,5 (10) sacrificados®
MAP-CPT guiado 8 -5,2 (4) 0
MAP-CPT guiado 10 -15,2 (9) sacrificados®

aTodos los grupos que contienen MAP-CPT se basan en mg de CPT/kg. "Porcentaje maximo de pérdida de peso
corporal. ®Animales sacrificados debido a una pérdida de peso corporal superior a un 15%.
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Ejemplo 33: Biodistribucion en ratones desnudos

Para evaluar la biodistribucion de las nanoparticulas guiadas en ratones desnudos NCr de 7 semanas de edad fueron
trasplantadas por via subcutanea con granulos de 173-estradiol. Después de 2 dias se inyectaron por via subcutanea
en el flanco delantero derecho células de carcinoma BT-474 suspendidas en medio RPMI-1640 a razon de 10 millones
de células/animal. El tratamiento comenz6 un dia después de que los tumores alcanzaran un tamafio medio de 260
mm?. Los animales se asignaron al azar a dos grupos de seis ratones por grupo y se trataron mediante inyecciones
intravenosas en la vena caudal con nanoparticulas de MAP-CPT a razén de 5 mg CPT/kg (en PBS, pH 7,4) o con
nanoparticulas de MAP-CPT guiadas a razén de 5 mg CPT/kg y 29 mg de Herceptin®/kg (en PBS, pH 7,4). Después
de 4 h y 24 h se extrajo sangre de tres animales de cada grupo a través de un sangrado de vena safena. Después,
los animales fueron sacrificados mediante asfixia por CO2 y perfundidos con PBS. Después se recogieron el tumor, el
pulmon, el corazén, el bazo, el rifidn y el higado y se dividieron en dos partes del mismo tamafio. Una pieza se incrustoé
en Tissue-Tek® OCT (Sakura) y la otra se recogi6 en tubos Eppendorf, y ambas se congelaron inmediatamente a -80
°C hasta el momento del procesamiento.

Los 6rganos se pesaron y 100 mg de cada uno se dispusieron en tubos homogenizadores Lysing Matrix A que
contenian una esfera ceramica de 6,5 mm (1/4 de pulgada) afiadida (MP Biomedicals, Solon, Ohio). Se anadié 1 ml
de tampodn de lisis RIPA (Thermo Scientific) y los tejidos se homogeneizaron utilizando un homogeneizador FastPrep®-
24 (MP Biomedicals, Solon, Ohio) a 6 m/s durante 30 s. Esto se repitié 3 veces con 1 minuto de enfriamiento en hielo
entre cada ronda. Las muestras se centrifugaron después a 14.000 g durante 15 min a 4 °C. La cantidad de CPT no
conjugada se determind mezclando primero 10 pl del sobrenadante con 10 pl de HCI 0,1 N e incubando a temperatura
ambiente durante 30 min. Luego se afadieron 80 ul de metanol y la mezcla se incubé a temperatura ambiente durante
3 h para la precipitacién de proteinas. Esta mezcla se centrifugd a 14.000 g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante
se filtr6 con un filtro de 0,45 ym (Millex-LH) y 10 pl de la solucion resultante se inyectaron en HPLC. El area de pico
de la CPT eluida (a los 7,8 minutos) se comparé con la del control. Para medir la cantidad total de CPT, 10 pl de
muestra se mezclaron con 6,5 pl de NaOH 0,1 N. Esta solucién se incubd a temperatura ambiente durante 1 h para
que la CPT se liberara del polimero original. Después se afadieron 10 ul de HCI 0,1 N para convertir la forma de CPT
de carboxilato en la forma de lactona. Posteriormente se afadieron 73,5 pl de metanol y la mezcla se incub6 durante
3 horas a temperatura ambiente. A continuacion, la muestra se centrifugd y se procesé como se indica mas arriba.

El porcentaje medio de dosis inyectada (ID) de la CPT total por gramo de tumor, corazén, higado, bazo, rifién y pulmon
se muestra en la Figura 19A. Cuatro horas después de la dosificacién, se presentaron un 5,3 y un 5,2% de ID de CPT
total por gramo de tumor en ratones tratados con nanoparticulas de MAP-CPT y nanoparticulas de MAP-CPT guiadas,
respectivamente. Veinticuatro horas después del tratamiento, en el caso de los ratones tratados con nanoparticulas
de MAP-CPT permanecia un 2,6% de ID de la CPT total por gramo de tumor, mientras que en el caso de los ratones
que recibieron nanoparticulas de MAP-CPT guiadas se encontrd un 3,2% de ID de CPT total por gramo de tumor.
Estos datos muestran que las nanoparticulas guiadas esencialmente con el mismo tamano y carga de superficie que
las de una version no guiada no aumentan la localizacion del tumor con respecto a la de una version no guiada, y son
coherentes con las observaciones notificadas por otros. Los animales tratados con nanoparticulas de MAP-CPT y
nanoparticulas de MAP-CPT guiadas dieron como resultado una distribucién similar de CPT en corazén, higado, rifidn
y pulmén. Sin embargo habia una cantidad comparativamente significativa de la acumulacion total de CPT en el bazo
en el caso del MAP-CPT guiado frente al no guiado a las 24 h. Este efecto se ha observado previamente en caso de
anticuerpos humanizados en ratones.

La Figura 19B muestra el porcentaje medio de CPT no conjugada en cada 6rgano para tumor, corazén, higado, bazo,
rifidn y pulmén. El porcentaje de CPT no conjugada en corazén, higado, bazo, rifién y pulmén fue bajo tanto alas 4 h
como a las 24 h, lo que indica una rapida eliminacion de CPT libre de estos érganos. En el tumor a las 24 h habia
porcentajes significativamente mas altos de CPT no conjugada tanto en el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT
como de las nanoparticulas de MAP-CPT guiadas en comparacion con los porcentajes a las 4 h. La retencion de CPT
libre dentro de los tumores sugiere la acumulacién celular de CPT. Las nanoparticulas guiadas muestran un porcentaje
ligeramente mayor de CPT no conjugada en tumores de ratones con respecto a las nanoparticulas no guiadas tanto a
las 4 como a las 24 h.

La concentracion total de CPT en plasma y el porcentaje de CPT total que no esta conjugada en plasma fueron
similares tanto en el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT como de las nanoparticulas de MAP-CPT guiadas (Figura
19C). Después de 4 h quedaban en el plasma 17 y 20 yg/ml de CPT total en el caso de las nanoparticulas de MAP-
CPT y de las nanoparticulas de MAP-CPT guiadas, respectivamente. Después de 24 h, las cantidades de CPT total
que quedaban en el plasma fueron las mismas tanto en el caso de las nanoparticulas de MAP-CPT como de las
nanoparticulas de MAP-CPT guiadas a 12 pg/ml. El porcentaje de CPT total que no estaba conjugada en plasma fue
inferior al 3% en todas las condiciones, lo que indica una liberacion pequefa y una eliminacion rapida de CPT no
conjugada del plasma (Figura 19D).

Ejemplo 33: Tratamiento de tumores con nanoparticulas guiadas

Unos ratones desnudos NCr con tumores BT-474 fueron tratados con MAP-CPT (5 mg CPT/kg) o con MAP-CPT
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guiado (5 mg CPT/kg, 29 mg Herceptin/kg). Después de 4 y 24 h, los ratones fueron sacrificados y los tumores se
extrajeron y se seccionaron utilizando un criostato hasta un grosor de 20-30 um. Las secciones del tumor se colocaron
en portaobjetos Superfrost Plus (Fisher Scientific, Hampton, NH) y se almacenaron a -80 °C hasta el momento del
procesamiento. Los portaobjetos se descongelaron y las secciones de tejido se fijaron directamente sobre el
portaobjetos durante 15 minutos con una solucion de formalina al 10%. Después, los portaobjetos se lavaron tres
veces con PBS durante 5 min cada una, y se bloquearon durante 1 h en un tampon de bloqueo de suero de cabra al
5%. La CPT es naturalmente fluorescente con emisién a 440 nm. Para identificar la ubicacion del MAP, el PEG dentro
del MAP se tifi6 con un anticuerpo primario anti-PEG de rata que reconoce las unidades de PEG internas a 14 ug/ml
y se incubd a 4 °C a lo largo de la noche. Después se llevaron a cabo tres lavados con PBS y 1 h de incubacién con
2 ug/ml de anticuerpo secundario de IgM anti-rata Alexa Fluor® 488. A continuacion, los portaobjetos se lavaron tres
veces con PBS y se incubaron durante 1 h con 2 pg/ml de anticuerpo secundario de IgG anti-humano de cabra Alexa
Fluor® 633 para visualizar el Herceptin®. Los portaobjetos se lavaron tres veces mas con PBS, se montaron con un
reactivo Prolong Gold Antifade y se almacenaron a 4 °C hasta el momento de la obtencién de imagenes. Las imagenes
se adquirieron con un microscopio Zeiss LSM 510 Meta Confocal (Carl Zeiss, Alemania) utilizando un objetivo de
aceite 63x Plan-Neofluar. Para detectar la CPT se utilizé excitacién de 2 fotones a 720 nm (filiro de emision BP 390-
465 nm). Para detectar el PEG y el Herceptin se utiliz excitacién a 488 nm (filiro de emisién LP 530) y a 633 nm (filtro
de emisién BP 645-700 nm), respectivamente. Todos los ajustes de laser y ganancia se establecieron al comienzo de
la obtencion de imagenes y no se modificaron. El andlisis de las imagenes se realizé en el explorador de imagenes
Zeiss 1sm.

La Figura 20A muestra la seccion del tumor de ratones tratados con nanoparticulas de MAP-CPT después de 4 h. La
sefial de CPT era dispersa. Las sefiales para CPT y MAP parecieron colocalizar en la imagen fusionada. Veinticuatro
horas después de la inyeccién habia una acumulacién de seiial de CPT en forma de manchas punteadas (Figura 20B).
La imagen fusionada sugiere la colocalizacién de CPT y MAP. En el caso de los ratones tratados con nanoparticulas
de MAP-CPT guiadas, se observaron manchas que indican la acumulacion de CPT después de 4 y 24 h de tratamiento
(Figuras 20C y 20D). En las imagenes fusionadas habia colocalizacion de sefales de CPT y MAP. La presencia de
Herceptin en nanoparticulas de MAP-CPT guiadas esté indicada por las fuertes sefiales azules en el canal de
Herceptin en comparacion con las senales de fondo débiles en la version no guiada.

Ejemplo 33: Estudio de la eficacia antitumoral en ratones desnudos

El BT-474 es uno de los canceres de mama mas resistentes a los farmacos anticancerosos, incluyendo la
camptotecina. Para promover el crecimiento tumoral en ratones desnudos, dos dias antes de la implantacion de células
tumorales BT-474 se implantaron granulos de 17B-estradiol en ratones desnudos NCr de 7 semanas de edad. En el
dia 0 (cinco dias después de la implantacion), los tamafios medios de los tumores de cada grupo eran de 250 mm.
Los tratamientos comenzaron el dia 1. Los animales se dividieron aleatoriamente en nueve grupos con seis a ocho
ratones por grupo y se trataron con nanoparticulas de MAP-CPT a raz6n de 1 mg u 8 mg/kg (base de CPT, en PBS,
pH 7,4), CPT a razén de 8 mg/kg (disuelto en 20% de DMSO, 20% de PEG 400, 30% de etanol y 30% de acido
fosférico 10 mM con pH 3,5 mM), Irinotecan a razén de 80 mg/kg (en solucién de dextrosa al 5% p/v, D5W), Herceptin®
a razon de 2,9 o0 5,9 mg/kg (en PBS, pH 7,4), nanoparticulas de MAP-CPT guiadas a razén de 0,5 mg CPT/kg y 2,9
mg de Herceptin®’kg o 1 mg de CPT/kg y 5,9 mg de Herceptin®/kg (en PBS, pH 7,4), o solucién salina. Todos los
tratamientos estaban recién preparados y se administraron mediante inyeccion intravenosa en la vena caudal. Las
inyecciones se estandarizaron a 150 pl por 20 g de peso corporal de ratones. Los tratamientos que contenian
Herceptin® se administraron una vez por semana durante 2 semanas; todos los demas grupos se administraron una
vez por semana durante 3 semanas. Los tamafos de los tumores se registraron tres veces a la semana utilizando
medidas de calibre (largo x ancho?2) y la salud de los animales se controlé continuamente. Los animales fueron
sacrificados cuando el volumen del tumor super6 los 1.000 mm?3. Seis semanas después del inicio del tratamiento, los
animales fueron sacrificados mediante asfixia con COz. Los resultados de este estudio se presentan en la Figura 21y
enla Tabla 7.

Los tumores en el grupo control, al que se le habia administrado solucion salina, crecieron rapidamente (Figura 21).
Después de 28 dias, cinco de cada ocho ratones tenian tumores que superaban el limite de tamafio de 1.000 mm?.
Todos los animales en este grupo fueron sacrificados en ese momento.

El grupo tratado con CPT (8 mg/kg) no produjo ninguna inhibicién tumoral en comparacién con el grupo de control (P
> 0,05). Se registraron una y tres muertes relacionadas con el tratamiento los dias 9 y 16, respectivamente, asi como
cuatro sacrificios debido a la superacion del limite de tamafio del tumor el dia 28. Ninguno de los animales sobrevivid
hasta el final del estudio.

Los ratones tratados con Irinotecan a razén de 80 mg/kg mostraron una inhibicion tumoral no significativa en
comparacién con el grupo control (P > 0,05). El dia 11 se produjo una muerte relacionada con el tratamiento. Los
tumores alcanzaron un tamafio medio de 575 mm? al final del estudio.

Los animales que recibieron nanoparticulas de MAP-CPT a razén de 8 mg de CPT/kg mostraron una inhibicién tumoral
altamente significativa en comparacion con la del grupo de control (P < 0,01). Al final del estudio, el tamafo medio del
tumor se habia reducido a 63 mm?® y en tres de los ocho ratones tratados el tamario de los tumores habia vuelto a
cero. Aunque no se produjeron muertes en un estudio de DMT con ratones desnudos NCr no portadores de tumores
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tratados con MAP-CPT a razén de 8 mg de CPT/kg, en dicho estudio se produjo una muerte el dia 21 debido a la
pérdida de peso. Esto se puede deber a la carga tumoral adicional en este estudio y/o porque los ratones utilizados
en este estudio tenian 7 semanas de edad, mientras que en los estudios de DMT se usaron ratones de 12 semanas
de edad.

Los animales tratados con Herceptin® a razén de 5,9 mg/kg mostraron una inhibicién del tumor altamente significativa
en comparacioén con el grupo de control (P < 0,01). El dia 11 de tratamiento, los tumores de siete de los ocho animales
tratados habian vuelto a cero. Sin embargo, al final del estudio, dos de los tumores regresivos recidivaron, lo que dio
como resultado un total de cinco animales con tumores en volumen cero y un volumen tumoral medio del grupo de 60
mm? (Figura 22). Los ratones tratados con nanoparticulas de MAP-CPT a razén de 1 mg de CPT/kg se terminaron
temprano debido a que no se observaron efectos antitumorales. Sin embargo, cuando se anadié Herceptin® a razén
de 5,9 mg/kg como agente de guiado a través de un enlazador nitroPBA-BA en las nanoparticulas de MAP-CPT con
una dosis baja de CPT de 1 mg/kg (nanoparticulas de MAP-CPT guiadas a razén de 5,9 mg de Herceptin®/kg y 1 mg
de CPT/kg), todos los tumores habian vuelto a cero el dia 9 de tratamiento y se mantuvieron en cero al final del estudio
(Figura 22). El dia 37 se produjo una muerte no relacionada con el tratamiento. Este resultado es altamente significativo
en comparacion con el grupo de control (P < 0,01). La combinacién de resultados observada para estos tres grupos
indica que la eficacia de las nanoparticulas de MAP-CPT se mejora mediante la adicion del agente de guiado
Herceptin® ademas de la actividad intrinseca del Herceptin®.

Los animales tratados con Herceptin® a razén de 2,9 mg/kg dieron como resultado dos animales con tumores que
habian vuelto a cero al final del estudio. Sin embargo, el tamafo medio del tumor aumenté desde el inicio del estudio
hasta 278 mm?. Este resultado es significativo en comparacion con el grupo de control (0,01 < P < 0,05). Cuando los
animales fueron tratados con nanoparticulas de MAP-CPT guiadas que contenian 0,5 mg de CPT/kg y 2,9 mg de
Herceptin®/kg, dos tumores volvieron a cero. El tamafio medio del tumor se habia reducido a 141 mm?3 al final del
estudio. Este resultado es altamente significativo en comparacion con el grupo control (P < 0,01). Estos resultados
sugieren ademas los beneficios del guiado en la inhibicién de tumores.

Cinco semanas después de la implantacién de los granulos de 17B-estradiol, se observé que varios ratones,
independientemente de los grupos de tratamiento, tenian vejiga distendida e hinchazén abdominal. Probablemente,
esto se debid al uso de granulos de 173-estradiol, que causa hidronefrosis y retencién de orina en ratones desnudos
atimicos. Seis semanas después del tratamiento, las condiciones empeoraron y se observd que mas ratones
desarrollaban vejigas distendidas e hinchazén abdominal, por lo que los animales fueron sacrificados y se terminé el
experimento.

Tabla 7. Estudio de eficacia antitumoral en ratones desnudos NCr con tumores de xenoinjerto BT-474

Volumen | Volumen Pvs
de tumor | de tumor | Nreg.a ”
. . b {¢]
Ninicio/Nfin® | NTRo/NNTRD/Nsacrit. medio mediano cere® Ss;ﬂﬁl:dn
(mm?) (mm?)

MAP-CPT (8 mg7kg) 8/7 1/0/0 63 68 3 0,002
Irinotecan (80 mg/kg) 8/7 1/0/0 575 479 0 0,242
CPT (8 mg/kg) 8/0 4/0/4 808 417 0 0,781
Herceptin (5,9 mg/kg) 8/9 0/0/0 60 0 5 0,003
MAP-CPT guiado (1 mg CPT/kg, 5,9
mg Herceptin) 8/7 0/1/0 0 0 7 0,001
Herceptin (2,9 mg/kg) 6/6 0/0/0 278 245 2 0,026
MAP-CPT guiado (0,5 mg CPT/kg,
2,9 mg Herceptin) 6/6 0/0/0 141 187 2 0,005
Solucién salina 8/0 0/0/8 911 1087 0 -

@Ninicio €S €l nimero de animales al comienzo del estudio, Niin €s el nimero de animales que sobreviven al final del
estudio. ®PNtrp es el nimero de muertes relacionadas con el tratamiento, Nntro es el nimero de muertes no
relacionadas con el tratamiento, Nsacrit. €S €l nimero de animales sacrificados debido a la superacién del limite de
tamanio del tumor de 1.000 mm3. °Nreg. a cero €8 €l Nnmero de animales con tumores que habian vuelto a cero al final
del estudio.

Los ejemplos arriba expuestos se proporcionan para dar a los expertos en la técnica una descripcion y descripcion
completas de como hacer y usar las realizaciones de las particulas, composiciones, sistemas y métodos de la
descripcion, y no pretenden limitar el alcance de la invencion, que esta definido en las reivindicaciones adjuntas.

Se ha de entender que las descripciones no se limitan a composiciones o sistemas bioldgicos particulares, que
evidentemente pueden variar. También se ha de entender que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene
el proposito de describir solo realizaciones particulares, y no pretende ser limitativa. Tal como se utiliza en esta
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memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen referentes
plurales, a menos que el contenido indique claramente lo contrario. El término "pluralidad” incluye dos o mas referentes
a menos que el contenido indique claramente lo contrario. A no ser que se defina lo contrario, todos los términos
técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen el mismo significado entendido cominmente por los
expertos en la técnica a la que se refiere la descripcion.

Listado de secuencias

<110> CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY

<120> NANOPARTICULAS ESTABILIZADAS CON COMPOSICIONES DE ACIDO NITROFENILBORONICO
<130> P199270.EP.01

<150> EP13876452.7
<151> 01-03-2013

<160> 4
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<223> Description of Combined ADN/RNA Molecule: Synthetic oligonucleotide

<220>

<221> Base modificada
<222> (20)..(21)

<223> Desoxitimidina

<400> 1
gugccagagu ccuucgauat t 21

<210>2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<220>
<223> Descripcion de la molécula combinada ADN/ARN: Oligonucleoétido sintético

<220>

<221> Base modificada
<222> (20)..(21)

<223> Desoxitimidina

<400> 2
uaucgaagga cucuggcact t 21

<210> 3
<211> 21

<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>

56



10

15

ES 2 822307 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético

<400> 3
uagcgacuaa acacaucaau u 21

<210>4

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucle6tido sintético

<400> 4
uugauguguu uagucgcuau u 21

57



10

15

20

ES 2 822307 T3

REIVINDICACIONES

1. Una nanoparticula que comprende un polimero que contiene un poliol y un polimero que contiene un &cido
nitrofenilborénico, en donde el polimero que contiene un acido nitrofenilborénico esta acoplado al polimero que
contiene un poliol con un enlace covalente reversible;

en donde el polimero que contiene un poliol comprende uno o mas de al menos una de las siguientes unidades
estructurales de Férmula (I o (I):

{-.-7‘ O -

(I (11D

b

en donde el polimero que contiene un se forma a partir de una combinacién de uno cualquiera de los compuestos de
férmulas de la subparte A:

Hof/ OH OH O H

H
H,N N
2 J{NMNW\NHZ

HZNMO\A;H

en donde n es un numero de 1 a 20;

con cualquiera de los compuestos de la subparte B:

NH
L o} 0
L a )LE\/\ _)r\)l\
* a
en el que
qes 1-20;
p es 20-200; y

L es un grupo saliente; y

en donde el polimero que contiene el &cido nitrofenilborénico es:
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NO
gy
HG"B ’(\/0}1&11;}0 funcional 2 ]
X3 :

OzN

)6\/ pGrupu funcional 2

HO on

-

@\ {-\/ )\/‘Grupn funcional 2 ]

NO»

RSN

HD" “OH

(:I}H
B .
HO @\ ,E\/O Grupo funcional 2]
0N X3 a;f

DEN
@\ Grupo funcional 2
HDMI% er-vD \
OH .

en donde

t es un nimero de 2 a 2000;

Xi es -NH-C(=0)-, -S-S-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-O-; y
El grupo funcional 2 comprende -B(OH)2, -OCHs, -(X1)-(Y1)-B(OH)2

2. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en donde B es:

59
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3. La nanoparticula de la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el polimero que contiene el poliol comprende unidades de la
formula:

4. La nanoparticula de la reivindicaciéon 1, en donde B es:
0 (o}
L/u(\/\OML
5. La nanoparticula de la reivindicacion 4, en donde el polimero que contiene el poliol comprende unidades de la

10 férmula:
H
A oN
* n ”

0

o
« HOO 0 OH OH O
H ¥ H H %
N S\ANNNMN/\/NY\S N 0.
H H O OH ou M 0 /I P
HO” O O O

15 6. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en donde:

la unidad estructural de formula (1) es:
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en el que
nes 1-20.

7. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el grupo funcional 2 comprende
independientemente un grupo -B(OH)z, -OCHs, -COOH, NHz, u -OH.

8. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas uno 0 mas compuestos,
en donde al menos un compuesto es un ligando guiado.

9. La nanoparticula de la reivindicacion 8, en donde el ligando guiado es:
(a) una proteina, un aptamero, una molécula pequefa, un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo; o

(b) un Unico anticuerpo, unido de manera que el Unico anticuerpo esta conjugado con una parte terminal del polimero
que contiene un acido nitrofenilborénico; o

(c) seleccionado entre transferrina, una proteina, un aptamero, una molécula pequefa, un anticuerpo, o un fragmento
de anticuerpo, y la nanoparticula comprende ademas un agente terapéutico seleccionado entre camptotecina, una
epotilona, un taxano o un polinucleétido, o cualquier combinacién de los mismos.

10. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas un compuesto que es
un agente terapéutico, en donde el agente terapéutico es:

(a) un agente quimioterapéutico de moléculas pequenas o un polinucleétido;
(b) ARN interferente; o
(c) camptotecina, una epotilona, un taxano o una combinacién de los mismos.

11. Una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende una nanoparticula de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10 y un vehiculo y/o excipiente adecuado farmacéuticamente aceptable.

12. La composicion farmacéuticamente aceptable de la reivindicacion 11 para uso en medicina, en donde la
nanoparticula comprende un agente terapéutico.

13. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacion 12, en donde el agente terapéutico es:
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(a) un agente quimioterapéutico, o

(b) camptotecina, una epotilona, o un taxano.
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Efecto del aporte de MAP/siGL3 en una relacion de carga de 5 en
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