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ES 2913 626 T5

DESCRIPCION
Compuestos y composiciones para la administracién intracelular de agentes
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad y el beneficio de la Solicitud Provisional Estadounidense n.° 62/271.160,
depositada el 22 de diciembre de 2015, 62/271.179, depositada el 22 de diciembre de 2015, 62/271.137,
depositada el 22 de diciembre de 2015, 62/271.200, depositada el 22 de diciembre de 2015, 62/271.146,
depositada el 22 de diciembre de 2015; 62/338.474, depositada el 18 de mayo de 2016; 62/413.345, depositada
el 26 de octubre de 2016.

Campo técnico

La presente descripcién proporciona compuestos, composiciones que comprenden dichos compuestos y
procedimientos que involucran composiciones de nanoparticulas lipidicas para administrar uno o més agentes
terapéuticos y/o profilacticos y/o producir polipéptidos en células u 6rganos de mamifero. Ademéas de un
aminolipido, las composiciones de nanoparticulas de lipidos de la descripciéon pueden incluir uno o mas
aminolipidos catiénicos y/o ionizables, fosfolipidos que incluyen lipidos poliinsaturados, lipidos PEG, lipidos
estructurales y/o agentes terapéuticos y/o profilacticos en fracciones especificas.

Antecedentes

La administracién dirigida eficaz de sustancias bioldégicamente activas tales como farmacos de molécula
pequefia, proteinas y acidos nucleicos representa un desafio médico continuo. En particular, la administracién
de acidos nucleicos a las células se dificulta debido a la inestabilidad relativa y a la baja permeabilidad celular
de dichas especies. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar procedimientos y composiciones para
facilitar la administracién de agentes terapéuticos y/o profilacticos tales como acidos nucleicos a las células.

Las composiciones de nanoparticulas que contienen lipidos, liposomas y lipoplejos han demostrado ser
eficaces como vehiculos de transporte en células y/o compartimientos intracelulares para sustancias
biol6gicamente activas tales como farmacos de molécula pequefia, proteinas y acidos nucleicos. Dichas
composiciones generalmente incluyen uno o mas lipidos "catiénicos" y/o aminolipidos (ionizables), fosfolipidos
que incluyen lipidos poliinsaturados, lipidos estructurales (por ejemplo, esteroles) y/o lipidos que contienen
polietilenglicol (lipidos PEG). Los lipidos catidnicos y/o ionizables incluyen, por ejemplo, lipidos que contienen
amina que se pueden protonar facilmente. Aunque se ha demostrado una variedad de dichas composiciones
de nanoparticulas que contienen lipidos, aun faltan mejoras en la seguridad, eficacia y especificidad.

Resumen
La presente descripcién proporciona compuestos y composiciones y procedimientos que los involucran.

La presente invencién proporciona compuestos seleccionados de:
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y sales de los mismos. También se divulga un compuesto que tiene férmula (1) o formula (Ib)

X3 N

(1),

tes102;
cada uno de A1y Az se seleccionan independientemente de entre CH o N;

cada uno de As y A7 se seleccionan independientemente de entre CH o N, donde al menos uno de Asy A7 es
N;

Z es CH2 o0 est4 ausente cuando Z es CHo, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan un enlace
sencillo; y cuando Z esté ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

R1, Rz, Rs, Ray Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20, alquenilo
Cs.20, -R"'MR’, -RYR", -YR" y -R'OR";

cada M se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -OC(O)O-, -
C(O)N(R')-, -N(R")C(O)-, -C(O)-, -C(8S)-, -C(8)S-, -SC(8)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR")O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un

grupo heteroarilo; donde cuando el compuesto es de formula (Ib), entonces M no es -OC(O)O-;

8
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X1, X2y X3 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en un enlace, -CH2-, -(CH2)2-, -
CHR-, -CHY-, -C(O)-, -C(0O)O-, -OC(O)-, -C(O)-CHz2-, -CH2-C(O)-, -C(O)O-CH2-, -OC(0O)-CH2-, -CH2-C(O)O-, -
CH2-OC(0O)-, -CH(OH)-, -C(S)- y -CH(SH)-;

X*y X5 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en -CHo-, (CHz)o-, -CHR-, -CHY-,
-C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -C(0O)-CHz-, -CH2-C(0)-, -C(O)O-CH2-, -OC(O)-CHz-, -CH2-C(O)O-, -CH2-OC(O)-, -
CH(OH)-, -C(S)- y -CH(SH)-;

cada Y es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R’ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo Co.12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y un carbociclo Css;

cada R' se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12,

donde cuando el compuesto es de formula (1), y cuando el anillo A es

entonces
i) al menos uno de X', X2y X3 no es -CHz-; y/o
ii) al menos uno de R1, Rz, R3, R4 y Rs es -R"MR"; y

cuando el compuesto es de formula (1), y el anillo A es

e
Ay

y cada uno de X', X2y X3 son -CHz, entonces
al menos uno de A’y A2es N,

R1, Rz, Rs, Ra y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ce2o ¥y
alquenilo Ce.20, y cuando el anillo A es

j

£
%,
Y

AN
¥ L
3
i §
A - ?’é\:‘ a,d‘l';
t& e N
)

P
B

entonces
i) R1, Rz, Rs, Ra y Rs son iguales, donde R1 no es alquilo C12, alquilo C1s 0 alquenilo Crs;

ii) solo uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se selecciona de entre alquenilo Ces.2o;
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i) al menos uno de R1, Rz, Rs, R4 y Rs tienen un numero diferente de atomos de carbono que al menos otro

de R4, Rz, Rs, R4y Rs;

iv) R1, R2 y Rs se seleccionan de entre alquenilo Cs.20, y R4 y Rs se seleccionan de entre alquilo Cs.20; 0

v) R1, R2y Rs se seleccionan de entre alquilo Ce.20, y Ra y Rs se seleccionan de entre alquenilo Ce-2o.

Los compuestos de formula (1) pueden incluir una o més de las siguientes caracteristicas cuando corresponda.

10  En algunos ejemplos, el compuesto es de cualquiera de las férmulas (la1)-(la6):

Rs (lal),

Rs {1a3),
Ff1
N X! " LN
Rz/ ~o \T/\xz
Ra
15
?1
N k4l ;
Ry~ \“T/A\x?
Rs
o)
Ry
;L L Ay
N X i
RZ;-" S \N/\xz’ 33 p!J
;L NN,
3 {iab).
20
En algunos ejemplos, al menos uno de X', X2y X3 no es -CHa-. Por ejemplo, en determinados ejemplos, X' no
es -CHz-. En algunos ejemplos, al menos uno de X', X2y X3 es -C(O)-. En algunos ejemplos, X3 es un enlace
mientras que cada uno de X'y X2 no es un enlace. En algunos ejemplos, ninguno de X', X2y X3 es un enlace.
25

En algunos ejemplos, R1 y R2 son iguales. En determinados ejemplos, R1, R2 y Rs son iguales. En algunos

10
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ejemplos, R4y Rs son iguales. En determinados ejemplos, R1, Rz, R3, R4y Rsson iguales.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, Ray Rs es -R"MR'. En algunos ejemplos, como méaximo uno
de R1, Rz, R3, R4y Rs es -R"MR'. Por ejemplo, al menos uno de R+, R2 y R3 puede ser -R"MR', y/o al menos
uno de Rsy Rs es -R"MR'". En determinados ejemplos, al menos un M es -C(O)O-. En algunos ejemplos, cada
M es -C(O)O-. En algunos ejemplos, al menos un M es -OC(O)-. En algunos ejemplos, cada M es -OC(O)- En
algunos ejemplos, al menos un R" es alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo Cs. En algunos
ejemplos, al menos un R" es alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo Cs. En algunos ejemplos,
al menos un R" es alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo Ces. En algunos ejemplos, al menos
un R" es alquilo C7. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo C7. En algunos ejemplos, al menos un R' es
alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R' es alquilo Cs. En otros ejemplos, al menos un R' es alquilo C1.
En determinados ejemplos, cada R' es alquilo C1. En algunos ejemplos, al menos un R' es alquilo Cz2. En
determinados ejemplos, cada R' es alquilo Co.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs es alquilo C12. En determinados ejemplos, cada uno
de R1, Rz, Rs, R4y Rs son alquilo Cqa.

En algunos ejemplos, el compuesto es de férmula (lla):

{iay

En algunos ejemplos, R1, Rz, Rs, R4y Rs son iguales y no son alquilo Ciz, alquilo C1s 0 alquenilo C1s. En algunos
ejemplos, R1, Rz, Rs, Ray Rs son iguales y son alquilo Cg 0 alquilo Cia.

En algunos ejemplos, solo uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se selecciona de entre alquenilo Cez0. En determinados
ejemplos de este tipo, R1, Rz, R3, Ray Rs tienen el mismo nimero de atomos de carbono. En algunos ejemplos,
R4 se selecciona de entre alquenilo Cs.20. Por ejemplo, R4 puede ser alquenilo C12 0 alquenilo Crs.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs tienen un nimero diferente de atomos de carbono
que al menos otro de R, R2, R3, Ray Rs.

En determinados ejemplos, R1, R2 y Rs se seleccionan de entre alquenilo Cs.20, ¥ R4 y Rs se seleccionan de
entre alquilo Ce-20. En otros ejemplos, R1, R2y Rs se seleccionan de entre alquilo Ces20, y R4y Rs se seleccionan
de entre alquenilo Ce20. En algunos ejemplos, R1, R2y Rs tienen el mismo nimero de atomos de carbono, y/o
R4y Rs tienen el mismo nimero de atomos de carbono. Por ejemplo, R1, R2 y R3, 0 Ray Rs, pueden tener 6, 8,
9, 12, 14 o 18 tomos de carbono. En algunos ejemplos, R1, R2y Rs, 0 R4y Rs, son alquenilo C1s (por ejemplo,
linoleilo). En algunos ejemplos, R1, R2y Rs, 0 R4y Rs, son grupos alquilo que incluyen 6, 8, 9, 12 0 14 “atomos
de carbono.

En algunos ejemplos, R1 tiene un ndmero diferente de atomos de carbono que Rz, Rs, R4 y Rs. En otros
ejemplos, Rs tiene un ndmero diferente de atomos de carbono que R4, R2, R4 y Rs. En ejemplos adicionales,
R4 tiene un nimero diferente de atomos de carbono que R4, Rz, Rs, y Rs.

También se describe un compuesto que tiene la férmula (I1):

i1l

0 una sal o isémero del mismo, donde

11
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cada uno de A1y Az se seleccionan independientemente de entre CH o N y al menos uno de A1y Az es N;

Z es CH2 o0 est4 ausente cuando Z es CHo, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan un enlace
sencillo; y cuando Z esté ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

R1, Rz, Rs, Ra y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ce2o ¥y
alquenilo Ce-20; donde cuando el anillo A es

entonces
i) R1, Rz, Rs, Ra y Rs son iguales, donde R1 no es alquilo C12, alquilo C1s 0 alquenilo Crs;
ii) solo uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se selecciona de entre alquenilo Ces.2o;

i) al menos uno de R1, Rz, Rs, R4 y Rs tienen un numero diferente de atomos de carbono que al menos otro
de R4, Rz, Rs, R4y Rs;

iv) R1, R2 y Rs se seleccionan de entre alquenilo Cs.20, y R4 y Rs se seleccionan de entre alquilo Cs.20; 0
v) R1, R2y Rs se seleccionan de entre alquilo Ce.20, y Ra y Rs se seleccionan de entre alquenilo Ce-2o.

También se describe un compuesto segun la férmula (l11):

R,
g’ b i B
R ST N x2

e

£,
0 una sal o isémero del mismo, en el que
Ases CHoN,;

A4 es CH2 0 NH; y al menos uno de As y As es N o NH;

Z es CH2 o esta ausente donde cuando Z es CHo, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan
un enlace sencillo; y cuando Z est4 ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

R4, R2 y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20, alquenilo Cs.2o,
-R"MR', -R'YR", -YR" y -R'OR";

cada M se selecciona independientemente de entre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -N(R"YC(O)-, -C(O)-, -C(S)-
, -C(8)S-, -SC(8)-, -CH(OH) -, -P(O)(OR")O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un grupo heteroarilo;

X'y X2 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en -CHo-, (CHz)o-, -CHR-, -CHY-,
-C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -C(0O)-CHz-, -CH2-C(0)-, -C(O)O-CH2-, -OC(O)-CHz-, -CH2-C(O)O-, -CH2-OC(O)-, -
CH(OH)-, -C(8)- y -CH(SH)-;

cada Y es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo Cz-12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y un carbociclo Css;

cada R' se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y
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cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12.
Los compuestos de férmula (lll) pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas cuando corresponda.

El compuesto de férmula (l1l) puede ser un compuesto de férmula (llla):

. N

F X! . N\/J
R e T N

R1, R2 y Rs pueden seleccionarse independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y
alquenilo Cs.20. R1, R2 y Ra pueden ser iguales. R1, R2 y Rs pueden ser alquilo Cs, Co, C12 0 C14. R1, R2y Rs
pueden ser alquenilo C1s. Por ejemplo, R1, R2 y Rs pueden ser linoleilo.

sl 71

s

{Iila}.

En algunos ejemplos, al menos uno de X' y X2 no es -CH2-. Por ejemplo, en determinados casos, X' no es -
CHo-. En algunos casos, al menos uno de X'y X2 es -C(O)-.

En algunos ejemplos, el compuesto es un compuesto segun la férmula (Ib):

Re

X -
Rs./K/ K‘An

0 una sal o isémero del mismo, en el que

cada uno de As y A7 se seleccionan independientemente de entre CH o N, donde al menos uno de Asy A7 es
N.

Z es CH2 o estd ausente donde cuando Z es CHz, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan un
enlace sencillo; y cuando Z esta ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

X*y X5 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en -CHo-, (CHz)o-, -CHR-, -CHY-,
-C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -C(0O)-CHz-, -CH2-C(0)-, -C(O)O-CH2-, -OC(O)-CHz-, -CH2-C(O)O-, -CH2-OC(O)-, -
CH(OH)-, -C(8)- y -CH(SH)-;

cada uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo
Cs.20, alquenilo Cs.0, -R"MR', -R'YR", -YR" y -R'OR";

cada M se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -

N(R")C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(8)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un gruy:;o
heteroarilo;

cada Y es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo Cz-12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y un carbociclo Css;

cada R' se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12.

Los compuestos de férmula (Ib) pueden incluir una o mas de las siguientes caracteristicas cuando corresponda.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2913 626 T5

En algunos ejemplos, R1y Rz son iguales. En determinadas realizaciones, R1, R2'y R3 son iguales. En algunos
ejemplos, R4y Rs son iguales. En determinadas realizaciones, R1, Rz, R3, Ra y Rs son iguales.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, Ray Rs es alquilo Ce-12. En determinadas realizaciones, cada
uno de R4, Rz, Rs, R4 y Rs independientemente es alquilo Cg, C12 0 C14. En determinadas realizaciones, cada
uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs es alquilo Co.
En algunos ejemplos, As es Ny A7 es N. En algunos ejemplos, As es CHy A7 es N.
En algunos ejemplos, X* es-CH2- y X5 es -C(O)-. En algunos ejemplos, X* y X5 son -C(O)-.
En un ejemplo, el compuesto tiene la férmula (1V)
/\M}’”\T/\/\/\/\! r/\N"\./N — )
MN\*:—:/\\N\\/\VN\/\N”\VN\)

aw.

También se describe un compuesto que tiene la férmula (17-1):

H'}\

!
Rm/f \RB;:
{171,
0 una sal o isémero del mismo, donde R1a es (CH2)naQ?, donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -
OR?, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -OC(O)R?, -CX33, -CX3:H, -CX3Hz, -CN, -N(R? )2, -C(O)N(R?3)2, -N(R?)C(O)R?
y -N(R?*)S(O)R? y cada n@ se selecciona independientemente de entre 1, 2, 3,4y 5;

cada uno de R2a y R3a se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ca.24,
alquenilo Ca.o4, -R¥Y?R?", -Y2R®" y -RT'OR™";

cada Y2 es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R*" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo C1.12;
cada X2 se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,

cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Cosy H; y
cada R®" se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12;

donde Raza incluye 7 0 menos atomos de carbono.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En algunos ejemplos, R3a incluye 7 0 menos dtomos de carbono.

También se describe en esta invencién un compuesto que tiene la férmula (17-1):

3

a7 e

fla ]

¢17-1,
0 una sal o isémero del mismo, donde
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Ria es -(CH2)naQ?, donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -OR?, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -
OC(O)R?, -CX33, -CX3:H, -CX3Hz, -CN, -N(R?3)2, -C(O)N(R?)2, -N(R3)C(O)R? y -N(R?®)S(O)2R? y cada n® se
selecciona independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5;

cada X® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,

R2a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquenilo Cs-24;

R3a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.24; y

cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Casy H.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En algunos ejemplos, R3a es un alquilo que incluye 9, 12, 14 o 18 4tomos de carbono.
En algunos ejemplos, R2a es alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo).

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (17-1)

RZa

N

H1a/ \RGa
(17-D,
0 una sal o isémero del mismo, donde
Ria es -(CH2)naQ?, donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -OR?, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -
OC(O)R?, -CX3;, -CX3%H, -CX3Hz, -CN, -N(R?)2, -C(O)N(R?)2, -N(R)C(O)R? y -N(R?)S(0O)2R? y cada n? se
selecciona independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5;
cada X® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,
R2a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C13.20;
R3a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20; ¥
cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Casy H.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En algunos ejemplos, R2a y R3a son iguales.
En algunos ejemplos, R2a y/o R3a es alquilo C1a.

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (17-1)

RZa

!
R1a/ \RSa
(17-1),

0 una sal o isémero del mismo, donde
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Ri1a es -(CH2)naQ?, donde Q% es —OR?, R? se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C+-3, alquenilo
Cosy H, yn®se seleccionadeentre1,2,3,4y5;y

cada uno de R2a y R3a se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquenilo Cs.20,
donde

i) R? se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y alquenilo C2.3; 0
ii) R1a es -(CH2)2OH, y cada uno de R2a y Rsa incluyen uno o menos enlaces dobles.
En algunos ejemplos, R? es H. En otros ejemplos, R? es -CH3.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En determinados ejemplos, R1a es -(CH2)2OCHa. En otros ejemplos, R1a €s -(CH2)20OH.

En algunos ejemplos, R2a es alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo). En determinados ejemplos, R3a es alquenilo
Cus (por ejemplo, linoleilo).

En algunos ejemplos, R2a y R3a son iguales.

La descripcién también proporciona un compuesto de formula (17-1)

Rza

L
™~
R1a/ RGa
(17-D,

0 una sal o isémero del mismo, donde
Ria es -(CH2)naQ?, donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -OR?, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -
OC(O)R?, -CX33, -CX3:H, -CX3Hz, -CN, -N(R?3)2, -C(O)N(R?)2, -N(R3)C(O)R? y -N(R?®)S(O)2R? y cada n® se
selecciona independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5;
cada X® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,
R2a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12;
R3a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20; ¥
cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Casy H.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En determinados ejemplos, Q2 es -OR? y n? se selecciona de entre 2, 3y 4.
En algunos ejemplos, Rza es alquilo Ce. En otros ejemplos, R2a es alquilo C12.
En algunos ejemplos, R2a ¥ Rza son iguales.

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (19-1),

Ry
|

W N
O/ ~ \RSb

N
Ryg

(19-I.
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0 una sal o isémero del mismo, donde

Ri1b se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.5, alquenilo Ca.s, -R®"MPRY', un carbociclo Ca.
6, (CH2)nQP y -(CH2)hCHQPRP, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -ORP, - O(CH2):N(RP)2, -
C(O)ORP, -OC(O)RP, -CXP3, -CXP2H, -CXPHz2, -CN, -N(RP)2, -C(O)N(RP)2, -N(RP)C(O)R y -N(R”)S(O)2R® y cada
n se selecciona independientemente de entre 1,2, 3, 4y 5;

R2b y R3b se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1-20, alquenilo Ca.2o,
-RPMRY', -RP'YRP", -YRY' y -RP"OR}";

cada MP se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R"")-
, -N(RP)C(O)-, -C(O)-, -C(8)-, -C(8)S-, -SC(8)-, -CH(OH)-, -P(O)(ORP)O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un grupo
heteroarilo;

W se selecciona de entre el grupo que consiste en -CHaz-, -CHRP-, -C(O)-, -CH(OH)-, -C(8)- y -CH(SH)-;

cada X se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |[;

cada Y® es independientemente un carbociclo Ca.g;

cada R"" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1-12 y alquenilo Ci-12;

cada RP® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C+.3, un carbociclo Css,
alquenilo C23y H;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo C212 y H;
y

cada R™ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cz.12 y alquenilo Cs.12.
En algunos ejemplos, W no es -CHz-. En dichos ejemplos en particular, W es -C(O)-.

En algunos ejemplos, al menos uno de R2b y R3b es -R*"MPRY'. En determinados ejemplos, al menos un Mb
es -C(O)O-. En algunos ejemplos, al menos un R es alquilo Cs. En determinados ejemplos, al menos un R
es alquilo Cs.

En algunos ejemplos, R2b y/o R3b se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo C1.20. Por ejemplo,
R2b y/o R3b pueden ser grupos alquilo que incluyen 9 o 12 4tomos de carbono. En otros ejemplos, R2b y/o
R3b se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquenilo C220. Por ejemplo, R2b y/o R3b pueden ser
grupos alquenilo que incluyen 18 atomos de carbono (por ejemplo, grupos linoleilo). En determinados ejemplos,
R2b y R3b son iguales.

En algunos ejemplos, R, es H, mientras que, en otros ejemplos, R1, se selecciona de entre alquilo C1.5. Por
ejemplo, Rip puede ser alquilo C1.

En determinados ejemplos, R, es -(CH2)QP. En dichos ejemplos, Q° es un heterociclo tal como un grupo fenilo.
Por ejemplo, Q° puede ser un grupo fenilo con uno o mas sustituyentes, tal como se describe en esta invencion.

También se describen en esta invencién compuestos de férmula (19-11):

RZ
I

She

N
R
1 (19-11),

o una sal o isémero de los mismos, donde
R1b se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Ce.20; ¥
R2b y R3b se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquenilo Ces.20.

En ejemplos particulares, R1p es alquilo Cqa.
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En algunos ejemplos, R2b y/o R3b son alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo).
En determinados ejemplos, R2b y R3b son ambos linoleilo.

También se describen en esta invencién compuestos de férmula (20-1):

Rig
4 A
o S N

(20-13,

o una sal o isémero de los mismos, donde

R1c se selecciona de entre el grupo que consiste en un carbociclo Cs.s, -(CH2)ncQS, -(CH2)nc CHQR®, -CHQ°R®
y -CQ° (R¢)2, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -OR¢, -O(CHz)ncN(R°)2, -C(O)OR¢, -OC(O)RS, -
CXes, -CX%H, -CX°Hz, -CN, -N(R®)2, -C(O)N(R®)2, -N(R°)C(O)R° y -N(R°)S(O)2R° y cada n°® se selecciona
independientemente de entre 1, 2, 3,4y 5;

Rzc, Rac y Rac se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.20, alquenilo Co-
20, -RE'MR®, -RE"Y°R®" -Y°R" y -RSOR®";

cada M¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R®")-,
-N(R®)C(O)-, -C(O)-, -C(8)-, -C(8)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR")O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un grupo
heteroarilo;

cada X°¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |;

cada Y° es independientemente un carbociclo Cssg;

cada R®" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo C1.12;

cada R¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo C2o3 y H;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo C2.12y H;
y

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Ca.12,
donde

i) R1c se selecciona de entre el grupo que consiste en un carbociclo Cs.s, (CH2)ncQ°, -(CH2)ncCHQR®, -CHQ°R®
y -CQ°(R°)2, donde Qc se selecciona de entre un heterociclo, -O(CH2)ncN(R®)2, -C(O)OR®, -OC(O)R¢, -CX%, -
CX%H, -CX°Hz, -C(O)N(R®)2, -N(R°)C(O)R® y -N(R®)S(O)2R° y cada n° se selecciona independientemente de
entre1,2,3,4y5; ylo

i) al menos uno de Rz, Rac ¥ Rac es -R*'M°R°".

En algunos ejemplos, R1 se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)ncQ°, -(CH2)ncCHQCR®, -CHQR®
y -CQ%R°)2, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -O(CH2)ncN(R®)2 -C(O)OR®, -

OC(O)Re, -CX¢%, -CX%H, -CX°Hz, -CN, -C(O)N(R®)2, -N(R®)C(O)R° y -N(R°®)S(O)2R°¢ y cada n se selecciona
independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5. En determinados ejemplos, Rices -(CH2)n°Q°. En algunos ejemplos,
es 2. En algunos ejemplos, Q¢ es -C(O)OR®, donde R¢ es, por ejemplo, H.

En algunos ejemplos, al menos uno de Rac, Rac ¥y Rac s -R®'M°R®. Por ejemplo, Rz, Rac y/0 Ra4c pueden ser -
Re'MeR¢®'. En algunos ejemplos, al menos un M¢ es -C(O)O-. En determinados ejemplos, cada M¢ es -C(O)O-.
En algunos ejemplos, al menos un R es alquilo Cs o C7. En determinados ejemplos, cada R es alquilo Cs.
En otfros ejemplos, cada R®" es alquilo Cz. En algunos ejemplos, al menos un R es alquilo Cs, C7 0 Ce. En
determinados ejemplos, cada R® es alquilo Cs. En otros ejemplos, cada R® es alquilo C7. En otros ejemplos,
cada R es alquilo Co. En algunos ejemplos, R® est4 ramificado.
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En algunos ejemplos, Rac, Rsc y Rac se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo Csz20. En
determinados ejemplos, Rac, Rac y R4c son alquilo Cqa.

En algunos ejemplos, Rz se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y alquenilo Cs.co. Por
ejemplo, Rac puede ser alquilo Ciz.

En algunos ejemplos, Rsc se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y alquenilo Cs.co. Por
ejemplo, Rsc puede ser alquilo Ce, Co 0 Ci2.

En algunos ejemplos, Rac se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y alquenilo Cs.co. Por
ejemplo, R4c puede ser alquilo Ce, Co 0 Ci2.

En algunos ejemplos, Rsc y R4c son iguales.
La descripcién también proporciona un compuesto segun la férmula (20-1):

I:i1c

4 .
Roe” " N7

'J_.(SC

(20-I),
0 una sal o isémero del mismo, donde

R1 se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)n°Q°, -(CH2)n°CHQ°R¢, -CHQC°R® y -CQ°(R°®)2, donde
Q¢ se selecciona de entre -OR¢, -CN y -N(R°)2, y n° se selecciona de entre 1,2, 3,4y 5;

Rz2c y Rac se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20 y alquenilo Ce.2o;
R4c se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C13.20 y alquenilo Cs.2o; y

cada R¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo C2o3 y H.
En algunos ejemplos, Rsc es alquilo Cia.

En algunos ejemplos, Rac es alquilo Cia.

En algunos ejemplos, Rsc es alquenilo C1s. Por ejemplo, Rac puede ser linoleilo.

En algunos ejemplos, R4c es alquenilo C1s. Por ejemplo, R4 puede ser linoleilo.

En algunos ejemplos, Rz es alquilo C12. En otros ejemplos, R 2c es alquilo C14. En algunos ejemplos, Rac es
alquenilo C1s. Por ejemplo, Rac puede ser linoleilo.

En algunos ejemplos, Rsc y R4c son iguales.

En algunos ejemplos, R 1ces -(CH2)ncQC. En algunos ejemplos, Q° es -ORC. Por ejemplo, Q° puede ser-OH. En
algunos ejemplos, n°es 2 o0 3.

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (20-1):

R1c

Il‘l R4c
Roe” SN

b

(20-I),
0 una sal o isémero del mismo, donde

R1 se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)ncQ® -(CH2)ncCHQCR®, -CHQCR® y -CQ° (R®)2, donde
Q° se selecciona de entre -OR¢® -CN y -N(R®)2, y n° se selecciona de entre 1,2, 3,4y 5;
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Rz¢, Rsc ¥ Rac se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ces.20 y alquenilo
Ce.20; y cada R° se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Co.
sy H;

donde

i) R2c se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1.11 y alquenilo Cz.s, y/o

ii) Rsc se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1.11 y alquenilo Cas.

En algunos ejemplos, Rac se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C+.11 y alquenilo C2s. Por
ejemplo, Rac puede ser alquilo Ce 0 Ca.

En algunos ejemplos, Rsc se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C+.11 y alquenilo C2s. Por
ejemplo, Rsc puede ser alquilo Ces 0 Ca.

En algunos ejemplos, Rsc es alquilo C2.
En algunos ejemplos, Rzc es alquilo Ci2.
En algunos ejemplos, R4c es alquilo Cs, Co 0 C12.

En algunos ejemplos, R 1c es -(CH2)n°Q°. En determinados ejemplos, Q° es -OR°®. En algunos ejemplos, R® es
H. En algunos ejemplos, n°es 2 0 3.

La descripcién también proporciona un compuesto segun la férmula (20-1):

R,
Il'l R4c
Roe” ST NS

b,

c

(20-I),
0 una sal o isémero del mismo, donde

R 1c se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)ncQS, -(CH2)ncCHQCR®, -CHQR® y -CQ°(R®)2, donde
Q° se selecciona de entre -OR¢® -CN y -N(R®)2, y n° se selecciona de entre 1,2, 3,4y 5;

R2c se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C12.20 y alquenilo Cs-20;
Rsc ¥ Rac son alquilo C12; y
cada R¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo C2o3 y H.

En algunos ejemplos, Rac es H. En otros ejemplos, Rac es alquilo o alquenilo C12. En algunos ejemplos, Rac es
alquilo C1a. En otros ejemplos, Rz es alquenilo C1s. Por ejemplo, Rac puede ser linoleilo.

En algunos ejemplos, R 1c es -(CH2)ncQ° En determinados ejemplos, Q° es -OR°. Por ejemplo, Q° puede ser
OH. En algunos ejemplos, n°es 2, 3 0 4.

La descripcién también proporciona compuestos de férmula (21-1):

Rig
\N%Md

2d k
(2] _]):

0 sales o0 isémeros de los mismos, donde

R14 y R2d se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.5 y alquenilo Cz
5,
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n? se selecciona de entre 1, 2, 3, 4y 5;

k se seleccionade entre 0, 1,2y 3;

R3¢ y Rad se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.20, alquenilo Ca.20,
-R¥'MIR®, -RIYIRI VIR y RIOR,

cada M¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-
, -N(R¥")C(O)-, -C(O)-, -C(8)-, -C(8)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR¥)O- y -S(0)2-, 0 esta ausente;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
cada Y9 es independientemente un carbociclo Ca.g;

cada R®" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo C1.12;

cada R® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo C212 y H;
y

cada R* se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cz.12 y alquenilo Ca.12
donde Raq Yy Rad estén unidos a i) el mismo tomo de carbono o ii) atomos de carbono adyacentes.

En algunos ejemplos, R3d y R4d estan unidos al mismo atomo de carbono. Por ejemplo, R3d y R4d pueden
estar unidos a un atomo de carbono adyacente a C". En determinados ejemplos, R3d y R4d no estan unidos a
un atomo de carbono adyacente a C".

En otros ejemplos, R3d y R4d estan unidos a 4&tomos de carbono adyacentes. En determinados ejemplos, uno
0 ambos de Rsd ¥y R4q estén unidos a atomos de carbono adyacentes a C'.

En algunos ejemplos, k es 0. En otros ejemplos, kes 1,2 0 3.

En determinados ejemplos, M® esta ausente. En otros ejemplos, M9 se selecciona de entre el grupo que
consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R®")-, -N(R*")C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -
P(O)OR¥)O- y -S(O)2-. En dichos ejemplos en particular, M9 es -C(O)O-.

En algunos ejemplos, nes 1,2 0 3.

En algunos ejemplos, R4 y/0 Rad se seleccionan de entre alquilo C1.5. En determinados ejemplos, R1d y/0 Rad
son alquilo C1.

En determinados ejemplos, R3d y/o R4d se seleccionan de entre alquenilo C220. En determinados ejemplos,
R3¢ y/o R4q son grupos alquenilo que incluyen 17, 18 o 19 atomos de carbono. Por ejemplo, Rad y/o Rad pueden
ser grupos alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo).

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicién de nanoparticulas que incluye un
componente lipidico que comprende un compuesto segln una de las formulas (1) o (Ib) como se ha descrito
anteriormente. También se describen composiciones de nanoparticulas que incluyen un componente lipidico
que comprende un compuesto segln una de las férmulas (la1)-(1a6), (II), (lla), (1), (llla), (1V), (17-1), (19-1),
(19-11) y (20-1). En algunas realizaciones, el componente lipidico de la composicién de nanoparticulas incluye
un fosfolipido. En determinadas realizaciones, un fosfolipido de una composicién de nanoparticulas incluye un
resto de fosfolipido y uno o més restos de &cidos grasos, uno o mas de los cuales pueden estar insaturados.
Por ejemplo, una composicién de nanoparticulas puede incluir un lipido segun la férmula (V)

o (¥}
en la que Ry representa un resto de fosfolipido y R1 y Rz representan restos de 4cidos grasos insaturados que
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pueden ser iguales o diferentes.

Un resto de fosfolipido puede seleccionarse de entre el grupo no limitativo que consiste en fosfatidil colina,
fosfatidil etanolamina, fosfatidil glicerol, fosfatidil serina, &cido fosfatidico, 2-lisofosfatidil colina y una
esfingomielina. Un resto de 4cido graso puede seleccionarse de entre el grupo no limitativo que consiste en
acido laurico, acido miristico, acido miristoleico, acido palmitico, acido palmitoleico, acido esteérico, acido
oleico, acido linoleico, 4cido alfa-linolénico, acido erdcico, acido araquidico, acido araquidénico, acido fitanico,
acido eicosapentaenoico, acido behénico, acido docosapentaenoico y acido docosahexaenoico. Por ejemplo,
en determinadas realizaciones, un fosfolipido se selecciona de entre el grupo que consiste en 1,2-dilinoleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC),
1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina (18:0 Diéter PC), 1-oleoil-2-colesterilhemisuccinoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina (C16 Liso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-didocosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina,1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16.0 PE), 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-didocosahexaenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, sal sédica de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) (DOPG) vy
esfingomielina. En determinadas realizaciones, el fosfolipido es DOPE. En otras realizaciones, el fosfolipido es
DSPC. También se contemplan especies no naturales que incluyen especies naturales con modificaciones y
sustituciones que incluyen ramificacién, oxidacién, ciclacién y alquinos.

En algunas realizaciones, el componente lipidico de la composicién de nanoparticulas incluye un lipido
estructural. En determinadas realizaciones, un lipido estructural se selecciona de entre el grupo que consiste
en colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol, brasicasterol, tomatidina, acido
ursélico y alfa-tocoferol. En determinadas realizaciones, el lipido estructural es colesterol.

En algunas realizaciones, el componente lipidico de la composiciéon de nanoparticulas incluye un lipido PEG.
En determinadas realizaciones, el lipido PEG se selecciona de entre el grupo que consiste en una
fosfatidiletanolamina modificada con PEG, un acido fosfatidico modificado con PEG, una ceramida modificada
con PEG, una dialquilamina modificada con PEG, un diacilglicerol modificado con PEG y un dialquilglicerol
modificado con PEG.

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas incluye un componente lipidico que comprende un
compuesto seglin una de las férmulas (1) o (Ib), un fosfolipido (que puede estar insaturado o no), un lipido PEG
y un lipido estructural. También se describe una composicién de nanoparticulas que incluye un componente
lipidico que comprende un compuesto segun las formulas (la1)-(1a6), (1), (lla), (1), (Illa), (1V), (17-1), (19-1),
(19-11), (20-1) y (21-1), un fosfolipido (que puede o no estar insaturado), un lipido PEG y un lipido estructural.
En determinadas realizaciones, el componente lipidico de la composicién de nanoparticulas incluye de
alrededor del 30 % en moles a alrededor del 60 % en moles de compuesto de una de las féormulas (1), (la1)-
(1ag), (Ib), (I, (Ha), (1), (la), (IV), (17-1), (19-1), (19-1l), (20-1) y (21-1), de alrededor del 0 % en moles a
alrededor del 30 % en moles de fosfolipido, de alrededor del 18,5 % en moles a alrededor del 48,5 % en moles
de lipido estructural y de alrededor del 0 % en moles a alrededor del 10 % en moles de lipido PEG. En algunas
realizaciones, el componente lipidico de la composiciéon de nanoparticulas incluye de alrededor del 30 % en
moles a alrededor del 45 % en moles de compuesto de una de las férmulas (1), (Ila1)-(1a8), (Ib), (1), (lla), (III),
(Illa), (IV), (17-1), (19-1), (19-1), (20-1) y (21-1), de alrededor del 5 % en moles a alrededor del 25 % en moles
de fosfolipido, de alrededor del 30 % en moles a alrededor del 40 % en moles de lipido estructural y de alrededor
del 0 % en moles a alrededor del 10 % en moles de lipido PEG. En algunas realizaciones, el componente
lipidico de la composicion de nanoparticulas incluye de alrededor del 35 % en moles a alrededor del 55 % en
moles de compuesto de una de las féormulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (lla), (1), (Illa), (1V), (17-1), (19-1), (19-I1),
(20-1) y (21-1), de alrededor del 5 % en moles a alrededor del 25 % en moles de fosfolipido, de alrededor del
30 % en moles a alrededor del 40 % en moles de lipido estructural y de alrededor del 0 % en moles a alrededor
del 10 % en moles de lipido PEG. En determinadas realizaciones, el componente lipidico incluye alrededor del
50 % en moles de dicho compuesto, alrededor del 10 % en moles de fosfolipido, alrededor del 38,5 % en moles
de lipido estructural y alrededor del 1,5 % en moles de lipido PEG. En otras realizaciones, el componente
lipidico incluye alrededor del 40 % en moles de dicho compuesto, alrededor del 20 % en moles de fosfolipido,
alrededor del 38,5 % en moles de lipido estructural y alrededor del 1,5 % en moles de lipido PEG. En algunas
de estas realizaciones, el fosfolipido es DOPE, mientras que en otras realizaciones el fosfolipido es DSPC. En
determinadas realizaciones, el lipido estructural es colesterol. En determinadas realizaciones, el lipido PEG es
PEG-DMG. En cualquiera de los anteriores, el contenido total del componente lipidico no podréa exceder el 100
%.

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas incluye mas de un fosfolipido, lipido PEG, lipido

estructural u otro lipido. En determinadas realizaciones, la composicién de nanoparticulas incluye ademas un
lipido cati6nico y/o ionizable tal como un aminolipido. En determinadas realizaciones, un lipido catiénico y/o
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ionizable se selecciona de entre el grupo que consiste en 3-(didodecilamino)-N1,N1,4-tridodecil-1-
piperazinaetanamina  (KL10),  N1-[2-(didodecilamino)etil]-N1,N4,N4-tridodecil-1,4-piperazinadietanamina
(KL22), 14,25-ditridecil-15,18,21,24-tetraaza-octatriacontano (KL25), 1,2-dilinoleiloxi-N, N-dimetilaminopropano
(DLin-DMA), 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminometil-{1,3]-dioxolano (DLin-K-DMA), 4-(dimetilamino)butanoato de
heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo (DLin-MC3-DMA o MC3), 2,2-dilinoleil-4-(2-dimetilaminoetil){1,3}-
dioxolano (DLin-KC2-DMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DODMA), 2-({8-[(3B)-colest-5-en-3-
iloxiJoctil}oxi)-N,N-dimetil-3-{(92,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-iloxiJpropan-1-amina (Octil-CLInDMA), (2R)-2-({8-
[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-die  n-1-iloxilpropan-1-amina (Octil-
CLinDMA (2R)), (2S)-2-({8-[(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-die n-1-
iloxiJpropan-1-amina (Octil-CLInDMA (28)), (12Z,15Z)-N,N-dimetil-2-nonilhenicosa-12,15-dien-1-amina y N,N-
dimetil-1-{(1S,2R)-2-octilciclopropil}heptadecan-8-amina.

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas incluye un agente terapéutico y/o profilactico. En
determinadas realizaciones, el agente terapéutico y/o profilactico puede seleccionarse de entre el grupo que
consiste en una proteina, un farmaco de molécula pequefia, un agente citotéxico, un ion radiactivo, un agente
quimioterapéutico, una vacuna, un compuesto que provoca una respuesta inmunitaria, y/o un acido nucleico
(tal como un é&cido desoxirribonucleico o un é&cido ribonucleico). En determinadas realizaciones, el agente
terapéutico y/o profilactico es un &cido ribonucleico (ARN). Un ARN puede seleccionarse de entre el grupo que
consiste en un ARN interferente pequefio (ARNip), un ARN interferente asimétrico (ARNia), un microARN
(miARN), un ARN de Dicer sustrato (ARNds), un ARN de horquilla pequefia (ARNhp), un ARN mensajero
(ARNm) y mezclas de los mismos. En determinadas realizaciones, el agente terapéutico y/o profilactico es un
ARN mensajero (ARNm). Un ARN de una composicién de nanoparticulas puede ser de origen natural o no
natural y puede incluir uno o0 mas de un bucle en horquilla, un nucleésido de terminacién de cadena, una
secuencia poliA, una sefial de poliadenilacién y/o una estructura de cap 5"

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas incluye mas de un agente terapéutico y/o
profilactico, tal como uno o méas ARN. Los agentes terapéuticos y/o profilacticos pueden ser del mismo tipo o
de tipos diferentes (por ejemplo, dos ARNm, dos ARNip, un ARNm y un ARNip, un ARNm y un farmaco de
molécula pequeiia, etc.).

En algunas realizaciones, la eficiencia de encapsulacién de un agente terapéutico y/o profilactico de una
composiciébn de nanoparticulas es de al menos el 50 %. En determinadas realizaciones, la eficiencia de
encapsulacién es de al menos el 80 %. En determinadas realizaciones, la eficiencia de encapsulacién es mayor
del 90 %.

En algunas realizaciones, la relacién p/p del componente lipidico a un agente terapéutico y/o profilactico en la
composicién de nanoparticulas es de alrededor de 10:1 a alrededor de 60:1. En determinadas realizaciones,
la relacidén p/p es de alrededor de 20:1.

En algunas realizaciones, la relacién N:P de la composicién de nanoparticulas es de alrededor de 2:1 a
alrededor de 30:1. En determinadas realizaciones, la relacién N:P es de alrededor de 2:1 a alrededor de 8:1.
En determinadas realizaciones, la relaciéon N:P es de alrededor de 5:1 a alrededor de 8:1. Por ejemplo, la
relacion N:P puede ser de alrededor de 5,0:1, alrededor de 5,5:1, alrededor de 5,67:1, alrededor de 6,0:1,
alrededor de 6,5:1 o alrededor de 7,0:1. En algunas realizaciones, el tamafio medio de una composicién de
nanoparticulas es de alrededor de 40 nm a alrededor de 150 nm. En determinadas realizaciones, el tamafio
medio es de alrededor de 70 nm a alrededor de 100 nm. En una realizacién, el tamafio medio puede ser de
alrededor de 80 a alrededor de 100 nm. En determinadas realizaciones, el tamafio medio puede ser de
alrededor de 80 nm. En otras realizaciones, el tamafio medio puede ser de alrededor de 100 nm.

El indice de polidispersidad de la composicién de nanoparticulas es de alrededor de 0 a alrededor de 0,25 en
determinadas realizaciones. En determinadas realizaciones, el indice de polidispersidad es de alrededor de
0,10 a alrededor de 0,20.

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas tiene un potencial zeta de alrededor de -10 mV a
alrededor de +20 mV.

En algunas realizaciones, al poner en contacto el compuesto segun una de las férmulas (1), (la1)-(1aB), (Ib), (I1),
(lla), (1, (Ma) y (IV) (por ejemplo, cualquiera de los Compuestos 1-109) o una composicién de nanoparticulas
del mismo con una célula de mamifero, la absorcién celular del compuesto o composicién de nanoparticulas
es independiente de LDLR. En algunas realizaciones, la absorcién celular del compuesto o composicién de
nanoparticulas depende de LDLR. En algunas realizaciones, la absorcidn celular del compuesto o composicioén
de nanoparticulas es independiente de apoE. En algunas realizaciones, la absorcidn celular del compuesto o
composicién de nanoparticulas depende de apoE. En algunas realizaciones, la absorcidn celular del compuesto
0 composicién de nanoparticulas es independiente de la interaccion LDLR-apoE. En algunas realizaciones, la
absorcidn celular del compuesto o composicién de nanoparticulas depende de la interaccién LDLR-apoE.
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En algunas realizaciones, al poner en contacto el compuesto segun una de las férmulas (1), (la1)-(1aB), (Ib), (I1),
(lla), (1D, (Illa) y (IV) (por ejemplo, cualquiera de los Compuestos 1-109) o la composicién de nanoparticulas
del mismo con una célula de mamifero para producir un polipéptido, la produccién del polipéptido es mayor en
hepatocitos de mamiferos que en células de un tejido diferente (por ejemplo, bazo o rifién).

En algunas realizaciones, al poner en contacto el compuesto segun una de las férmulas (1), (la1)-(1aB), (Ib), (I1),
(lla), (1D, (Illa) y (IV) (por ejemplo, cualquiera de los Compuestos 1-109) o la composicién de nanoparticulas
del mismo con una célula de mamifero para producir un polipéptido, la produccién del polipéptido se produce
sustancialmente en los hepatocitos de mamiferos (por ejemplo, poca o ninguna produccidn del polipéptido en
otras células, por ejemplo, células del bazo o células renales).

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas incluye uno o mas componentes diferentes que
incluyen, pero sin limitarse a, uno 0 méas excipientes farmacéuticamente aceptables, moléculas hidrofébicas
pequefias, agentes terapéuticos y/o profilacticos, carbohidratos, polimeros, moléculas potenciadoras de la
permeabilidad, tamponadores y agentes que alteran la superficie.

En otro aspecto més, la descripcién presenta una composicién farmacéutica que comprende una composicion
de nanoparticulas segln los aspectos anteriores y un portador farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, la
composicidén farmacéutica se refrigera o congela para su almacenamiento y/o envio (por ejemplo, se almacena
a una temperatura de 4 °C o menor, tal como una temperatura entre alrededor de -150 °C y alrededor de 0 °C
o entre alrededor de -80 °C y alrededor de -20 °C (por ejemplo, alrededor de -5 °C, -10 °C, -15 °C, -20 °C, -25
°C, -30 °C, -40 °C, -50 °C, 60 °C, -70 °C, -80 °C, -90 °C, -130 °C 0 -150 °C). Por ejemplo, la composicién
farmacéutica es una solucién que se refrigera para su almacenamiento y/o envio a, por ejemplo, alrededor de
-20 °C, -30 °C, 40 °C, -50 °C, -60 °C, -70 °C, 0 -80 °C.

También se describe, pero no forma parte de la invencién, un procedimiento para administrar un agente
terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, un ARNm) a una célula (por ejemplo, una célula de mamifero). Este
procedimiento incluye la etapa de administrar a un sujeto (por ejemplo, un mamifero, tal como un ser humano)
una composicién de nanoparticulas que incluye (i) un componente lipidico que incluye un fosfolipido (tal como
un lipido poliinsaturado), un lipido PEG, un lipido estructural y un compuesto seguin una de las féormulas (1),
(la1)-(1a8), (Ib), (1N, (l1a), (1), (Ma), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1) y (ii) un agente terapéutico y/o
profilactico, en el que administrar implica poner en contacto la célula con la composicién de nanoparticulas,
mediante lo cual el agente terapéutico y/o profilactico se administra a la célula.

También se describe un procedimiento para producir un polipéptido de interés en una célula (por ejemplo, una
célula de mamifero). El procedimiento incluye la etapa de poner en contacto la célula con una composicién de
nanoparticulas que incluye (i) un componente lipidico que incluye un fosfolipido (tal como un lipido
poliinsaturado), un lipido PEG, un lipido estructural y un compuesto segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6),
(Ib), (1D, (lta), (1), (Ma), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1) y (ii) un ARNm que codifica el polipéptido de
interés, mediante lo cual el ARNm es capaz de traducirse en la célula para producir el polipéptido.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona una composicién de nanoparticulas de la invencién para su uso
en un procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno en un mamifero (por ejemplo, un ser humano) que
lo necesita. El procedimiento incluye la etapa de administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente
efectiva de la composicién de nanoparticulas, por ejemplo, una composicién de nanoparticulas que incluye (i)
un componente lipidico que incluye un fosfolipido (tal como un lipido poliinsaturado), un lipido PEG, un lipido
estructural y un compuesto segln una de las formulas (1) o (Ib), y (ii) un agente terapéutico y/o profilactico (por
ejemplo, un ARNm). También se describen ejemplos de un procedimiento de este tipo donde el compuesto es
segln una de las férmulas (la1)-(1a6), (1), (11), (llla), (IV), (17-1), (19- 1), (19-11), (20-1) y (21-1). En algunas
realizaciones, la enfermedad o trastorno se caracteriza por una actividad proteica o polipeptidica disfuncional
o aberrante. Por ejemplo, la enfermedad o trastorno se selecciona de entre el grupo que consiste en
enfermedades raras, enfermedades infecciosas, céncer y enfermedades proliferativas, enfermedades
genéticas (por ejemplo, fibrosis quistica), enfermedades autoinmunes, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades cardio y renovasculares y enfermedades metabélicas.

También se describe un procedimiento para administrar (por ejemplo, administrar especificamente) un agente
terapéutico y/o profilactico a un 6rgano de mamifero (por ejemplo, un higado, bazo, pulmén o fémur). Este
procedimiento incluye la etapa de administrar a un sujeto (por ejemplo, un mamifero) una composicién de
nanoparticulas que incluye (i) un componente lipidico que incluye un fosfolipido, un lipido PEG, un lipido
estructural y un compuesto segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (Ila), (11D, (llla), (1V), (17-1), (19-
1), (19-11), (20-1) y (21-1) y (ii) un agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, un ARNm), en el que administrar
implica poner en contacto la célula con la composicidén de nanoparticulas, mediante lo cual el agente terapéutico
y/o profilactico se administra al érgano tal como un higado.

También se describe un procedimiento para la administracion mejorada de un agente terapéutico y/o
profilactico (por ejemplo, un ARNm) a un tejido diana (por ejemplo, un higado, bazo, pulmén o fémur). Este
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procedimiento incluye administrar a un sujeto (por ejemplo, un mamifero) una composicién de nanoparticulas,
incluyendo la composicién (i) un componente lipidico que incluye un compuesto segun una de las férmulas (1),
(la1)-(1a8), (Ib), (1), (lla), (1), (llla), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1), un fosfolipido, un lipido
estructural y un lipido PEG; y (ii) un agente terapéutico y/o profilactico, incluyendo la administracién poner en
contacto el tejido diana con la composicién de nanoparticulas, mediante lo cual el agente terapéutico y/o
profilactico se administra al tejido diana. La administracién puede mejorarse en comparacién con una
composicién de referencia que comprende un lipido de referencia en lugar de un compuesto de una de las
formulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (l1a), (1D, (la), (IV), (17-1), (19-1), (19-1), (20-1) y (21-1).

También se describe, pero no forma parte de la invenciéon, un procedimiento para reducir la inmunogenicidad
que comprende introducir la composicién de nanoparticulas de la descripcién en células, donde la composicién
de nanoparticulas reduce la induccién de la respuesta inmunitaria celular de las células a la composicién de
nanoparticulas, en comparacién con la induccién de la respuesta inmunitaria celular en células inducidas por
una composicién de referencia que comprende un lipido de referencia en lugar de un compuesto de una de las
formulas (1), (la1)-(lag), (Ib), (1), (lla), (1), (la), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-l). Por ejemplo, la
respuesta inmunitaria celular es una respuesta inmunitaria innata, una respuesta inmunitaria adaptativa o
ambas.

En determinadas realizaciones de los aspectos anteriores, una célula contactada en un procedimiento esta en
un mamifero.

En cualquiera de los aspectos anteriores, un mamifero puede ser, por ejemplo, un roedor, un primate no
humano o un ser humano. En determinadas realizaciones, el mamifero es un ser humano. En determinadas
realizaciones, el mamifero es deficiente en LDLR o es deficiente en apoE, o ambos. En determinadas
realizaciones, el mamifero no es deficiente en LDLR. En determinadas realizaciones, el mamifero no es
deficiente en apoE. En determinadas realizaciones, el mamifero no es deficiente en LDLR ni es deficiente en
apoE. En determinadas realizaciones, el mamifero tiene una interaccion de LDLR-apoE anormal. En
determinadas realizaciones, el mamifero tiene una interaccién de LDLR-apoE normal.

En cualquiera de los aspectos anteriores, un agente terapéutico y/o profilactico puede ser un ARNm.

En algunas realizaciones de los procedimientos anteriores, el agente terapéutico y/o profilactico puede
administrarse especificamente a un tejido diana de interés (por ejemplo, un higado, bazo, pulmén o fémur de
mamifero).

En algunas realizaciones de los procedimientos anteriores, un polipéptido de interés puede producirse
especificamente en una célula diana o tejido de interés (por ejemplo, un hepatocito, un higado, bazo, pulmén
o fémur de mamifero), por ejemplo, la produccidn de polipéptido es sustancialmente mayor en la célula o tejido
diana que en una célula/tejido no diana.

En algunas realizaciones, la composicién de nanoparticulas se administra por via intravenosa, intramuscular,
intradérmica, subcutanea, intraarterial, intratumoral o por inhalacién. Una dosis de alrededor de 0,001 mg/kg a
alrededor de 10 mg/kg de agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, ARNm) se administra a un mamifero
en determinadas realizaciones.

En cualquiera de los aspectos anteriores, en algunas realizaciones, la administracién (por ejemplo, la eficiencia
de administracion) del agente terapéutico y/o profilactico a la célula de mamifero es independiente de LDLR.
En algunas realizaciones, la administracién del agente terapéutico y/o profilactico a la célula de mamifero
depende de LDLR. En algunas realizaciones, la administracién del agente terapéutico y/o profilactico a la célula
de mamifero es independiente de apoE. En algunas realizaciones, la administracion del agente terapéutico y/o
profilactico a la célula de mamifero depende de apoE. En algunas realizaciones, la administracién del agente
terapéutico y/o profilactico a la célula de mamifero es independiente de la interaccién de LDLR-apoE. En
algunas realizaciones, la administracion del agente terapéutico y/o profilactico a la célula de mamifero depende
de la interaccién de LDLR-apoE.

En cualquiera de los aspectos anteriores, en algunas realizaciones, la produccién (por ejemplo, el rendimiento)
del polipéptido de interés en la célula de mamifero es independiente de LDLR. En algunas realizaciones, la
produccién del polipéptido de interés en la célula de mamifero depende de LDLR. En algunas realizaciones, la
produccién del polipéptido de interés en la célula de mamifero es independiente de apoE. En algunas
realizaciones, la produccién del polipéptido de interés en la célula de mamifero depende de apoE. En algunas
realizaciones, la produccion del polipéptido de interés en la célula de mamifero es independiente de la
interaccion de LDLR-apoE. En algunas realizaciones, la produccién del polipéptido de interés en la célula de
mamifero depende de la interaccién de LDLR-apoE.

En los aspectos anteriores, se pueden usar en combinacién una o mas composiciones de nanoparticulas,
incluyendo cada una uno o mas agentes terapéuticos y/o profilacticos. En algunas realizaciones, una o mas
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composiciones de nanoparticulas, incluyendo cada una uno o mas agentes terapéuticos y/o profilacticos,
pueden ponerse en contacto simultaneamente con una célula o administrarse a una célula u érgano de
mamifero. En otras realizaciones, la una o mas composiciones de nanoparticulas se ponen en contacto con
una célula o se administran a una célula u érgano de mamifero en momentos diferentes.

En los aspectos anteriores, se pueden usar uno o mas agentes o compuestos terapéuticos y/o profilacticos
adicionales en combinacién con una composiciéon de nanoparticulas que incluye un agente terapéutico y/o
profilactico. En algunas realizaciones, se puede administrar un agente o compuesto terapéutico y/o profilactico
adicional al mismo tiempo o casi al mismo tiempo que una composiciéon de nanoparticulas (por ejemplo, dentro
de una hora). En otras realizaciones, un agente o compuesto terapéutico y/o profilactico adicional puede
administrarse antes o después (por ejemplo una o mas horas antes o después) de una composicién de
nanoparticulas como tratamiento previo o posterior al tratamiento. En algunas realizaciones, un agente o
compuesto terapéutico y/o profilactico adicional se selecciona de entre el grupo que consiste en un compuesto
antiinflamatorio, un esteroide (por ejemplo, un corticosteroide), una estatina, un estradiol, un inhibidor de BTK,
un agonista de S1P1, un modulador del receptor de glucocorticoides (GRM) o una antihistamina. En
determinadas realizaciones, un agente o compuesto terapéutico y/o profilactico adicional se selecciona de entre
el grupo que consiste en dexametasona, metotrexato, acetaminofén, un bloqueador del receptor H1 o un
bloqueador del receptor H2.

Breve descripcién de los dibujos

El experto en la materia entendera que los dibujos son principalmente para fines ilustrativos y no pretenden
limitar el alcance del objeto inventivo descrito en esta invencidn. Los dibujos no son necesariamente a escala;
en algunos aspectos, varios aspectos del objeto inventivo descrito en esta invencién pueden mostrarse
exagerados o ampliados en los dibujos para facilitar la comprensién de las diferentes caracteristicas. En los
dibujos, los caracteres de referencia similares generalmente se refieren a caracteristicas similares (por ejemplo,
elementos funcionalmente similares y/o estructuralmente similares).

Las caracteristicas anteriores y otras se apreciaran mas claramente a partir de la siguiente descripcién
detallada cuando se toma junto con los dibujos adjuntos.

La Figura 1 es un par de gréaficos que comparan los niveles de expresién de luciferasa en ratones (cuerpo
entero) después de la administracién de composiciones de nanoparticulas que contienen compuestos de la
descripcién a lo largo del tiempo.

La Figura 2 es un gréafico que resume los niveles de expresién de luciferasa 3 h después de la administracién
de composiciones de nanoparticulas que contienen compuestos de la descripcién. Los valores de flujo de luz
total se adquirieron a través de imagenes luminiscentes corporales (BLI) 3 h después de la administraciéon. En
esta Figura, los nimeros 1-12 se refieren a las composiciones que contienen los Compuestos 42-52 y MC3
respectivamente.

La Figura 3 es un grafico que resume los niveles de expresién de luciferasa 6 h después de la administracién
de composiciones de nanoparticulas que contienen compuestos de la descripcién. Los valores de flujo de luz
total se adquirieron a través de BLI 6 h después de la administracion. En esta Figura, los nimeros 1-12 se
refieren a las composiciones que contienen los Compuestos 42-52 y MC3 respectivamente.

La Figura 4 es un grafico que resume los niveles de expresién de luciferasa 24 h después de la administracion
de composiciones de nanoparticulas que contienen compuestos de la descripcién. Los valores de flujo de luz
total se adquirieron a través de BLI 24 h después de la administracién. En esta Figura, los nimeros 1-12 se
refieren a las composiciones que contienen los Compuestos 42-52 y MC3 respectivamente.

La Figura 5 es un gréafico que resume los niveles de expresién de luciferasa en higado de ratén 6 horas después
de la administracién de composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos de la descripcién. En esta
Figura, los niumeros 1-12 se refieren a las composiciones que contienen los Compuestos 42-52 y MC3
respectivamente.

La Figura 6 es un grafico que resume los niveles de expresién de luciferasa en pulmones de ratén 6 horas
después de la administraciéon de composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos de la descripcién.
En esta Figura, los nimeros 1-12 se refieren a las composiciones que contienen los Compuestos 42-52 y MC3
respectivamente.

La Figura 7 es un grafico que resume los niveles de expresién de luciferasa en bazo de ratén 6 horas después
de la administracién de composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos de la descripcién. En esta
Figura, los niumeros 1-12 se refieren a las composiciones que contienen los Compuestos 42-52 y MC3
respectivamente.
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La Figura 8 es un par de gréficos que ilustran los niveles de expresién de hEPO en ratas dosificadas con los
compuestos de la descripcién en comparacién con KL22, que muestran que KL22 y sus derivados de longitud
de cadena (anteriormente mostraban una expresion de proteina mejorada en ratones), no expresan hEPO en
ratas. Se usa PBS (solucién salina tamponada con fosfato) como control. El Gréfico A compara la concentracion
de hEPO después de la administracién de composiciones de nanoparticulas que contienen el Compuesto 23,
el Compuesto 11, KL22 y MC3 a 2 mpk, administracién iv. La LNP del Compuesto 11 mostré una expresioén de
hEPO comparable a la de MC3 y una tolerabilidad mejorada en comparacién con KL22. El Gréafico B ilustra los
resultados de un estudio de respuesta a la dosis utilizando el Compuesto 20, KL22 y MC3 a dosis de 0,2, 0,5
y 1 mpk. Se demostré que KL22 y el Compuesto 23 eran téxicos a la dosis de 2 mg/kg. En el Grafico A, los
nameros 1-5 se refieren a composiciones que contienen lo siguiente: 1: Compuesto 23, 2: Compuesto 11, 3:
KL22; 4: MC3; 5: PBS. En el Gréfico B, los niUmeros 1-9 se refieren a composiciones que contienen lo siguiente:
1: Compuesto 20, 0,2 mpk; 2: Compuesto 20, 0,5 mpk; 3: Compuesto 20, 1 mpk; 4: KL22, 0,2 mpk; 5: KL22,
0,5 mpk; 6: KL22, 1 mpk; 7: MC3, 0,2 mpk; 8: MC3, 0,5 mpk; 9: MC3, 1 mpk; 10: PBS.

La Figura 9 es un par de graficos que ilustran el rendimiento del Compuesto 11 como un lipido independiente
de LDLr. El Grafico A es un grafico de barras que muestra la expresion de luciferasa inducida por la
administraciéon de composiciones de nanoparticulas que incluyen el Compuesto 11 en dosis de 0,05 mpk, 0,25
mpky 0,5 mpk a ratones de tipo silvestre e inactivados para LDLR -/-. El Gréafico B muestra los niveles de LDL-
¢ en ratones inactivados para LDLR después de la administracién de un ARNm de control, es decir, Factor IX
no traducible ("NT-FIX") y varias composiciones que comprenden ARNm que codifican el receptor de LDL en
ratones, con KL22 a 0,5 mpk, o con el Compuesto 11 a 0,5 y 1 mpk. Se encontré que los niveles de LDL-c en
ratones caian con la composicién de nanoparticulas que contiene el Compuesto 11.

La Figura 10 es un gréafico que muestra los niveles de hEPO en primates no humanos hasta -50 h después de
la administracién de una composicién de nanoparticulas que contiene el Compuesto 4, en comparacién con
una composiciéon que contiene MC3. La LNP del Compuesto 4 demostré una expresién triple de hEPO en
comparacién con MC3, estableciendo al Compuesto 4 como un lipido independiente de LDLr que se traduce
en especies superiores.

La Figura 11 es un par de imagenes que comparan los resultados de una inmunohistoquimica (IHC) de higado
de ratén usando ARNmM que expresa proteina verde fluorescente (GFP) después de la administracion de
composiciones de nanoparticulas que contienen el Compuesto 4 y MC3. El Grafico A muestra células de higado
de ratén CD-1 después de la administracion de ARNm de GFP en una LNP de MC3, 6 h después de la
administracién intravenosa a una dosis de 0,5 mpk. La expresion de la proteina ARNm GFP de la composicién
LNP MC3 se observd tanto en hepatocitos como en células de Kupffer. El Grafico B muestra células de higado
de ratdn inactivado para LDLR después de la administracién de ARNm de GFP en una LNP del Compuesto 4,
8 h después de la administracién intravenosa a una dosis de 0,5 mpk. En contraste con MC3, la LNP que
contiene el Compuesto 4 parece mostrar menos expresién de proteina en las células de Kupffer.

La Figura 12 es un conjunto de graficos que ilustran los niveles de expresién de hEPO en ratones CD-1
dosificados con los compuestos de la descripcién, en comparacién con MC3. Se usa PBS como control. El
Grafico A muestra la concentracién de hEPO 3 h después de la administracién de las composiciones de
nanoparticulas. El Grafico B muestra la concentracién de hEPO 6 h después de la administracién de las
composiciones de nanoparticulas. El Grafico C muestra la concentracion de hEPO 24 h después de la
administracién de las composiciones de nanoparticulas. En los graficos A-C, los nimeros 1-14 se refieren a
composiciones que contienen lo siguiente: 1: Compuesto 73, 2: Compuesto 80, 3: Compuesto 70; 4:
Compuesto 81; 5: Compuesto 69; 6: Compuesto 82; 7: Compuesto 83; 8: Compuesto 62; 9: Compuesto 84;
10: Compuesto 85; 11: Compuesto 86; 12: Compuesto 87; 13: MC3; 14: PBS.

La Figura 13 es un grafico que muestra los niveles de hEPO (pg/ml) en ratones CD-1 hasta -25 h después de
la administracién de una composicién de nanoparticulas que contiene los compuestos de la descripcidn, en
comparacién con una composicién que contiene MC3. Los numeros 1-13 se refieren a composiciones que
contienen lo siguiente: 1: Compuesto 73, 2: Compuesto 80, 3: Compuesto 70; 4: Compuesto 81; 5: Compuesto
69; 6: Compuesto 82; 7: Compuesto 83; 8: Compuesto 62; 9: Compuesto 84; 10: Compuesto 85; 11: Compuesto
86; 12: Compuesto 87; 13: MC3.

La Figura 14 es un par de graficos que muestran porcentajes de células B activadas en los bazos de ratones
CD-1 dosificados con los compuestos de la descripcién, en comparacién con MC3, y en comparacién con
ratones que no han recibido ninguln tratamiento (sujeto de prueba sin tratamiento previo). Se usa PBS como
control. El Gréfico A muestra el porcentaje de células CD19+. El Grafico B muestra el porcentaje de células
CD19+ CD69+ CD86+. Los numeros 1-13 se refieren a composiciones que contienen lo siguiente: 1:
Compuesto 73, 2 Compuesto 80, 3: Compuesto 70; 4: Compuesto 81; 5: Compuesto 69; 6: Compuesto 82; 7:
Compuesto 83; 8: Compuesto 62; 9: Compuesto 84; 10: Compuesto 85; 11: Compuesto 86; 12: Compuesto
87; 13: MC3; 14: PBS; 15: sujeto sin tratamiento previo.

La Figura 15 es un gréfico que resume los niveles de expresidn de luciferasa 6 h después de la administracion
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de composiciones de nanoparticulas que contienen compuestos de la descripcién a ratones CD-1 a una dosis
de 0,5 mpk. Los valores de flujo de luz total se adquirieron a través de imagenes luminiscentes corporales (BLI)
6 h después de la administraciéon. En esta Figura, los nimeros 1-7 y 10 hacen referencia a las composiciones
que contienen los Compuestos 4-10 y MC3 respectivamente.

La Figura 16 es un gréfico que muestra los niveles de GFP en los higados de ratones inactivados para LDLR
entre 30 min y 24 h después de la administracion intravenosa de un ARN de eGFP en una composicién lipidica
que contiene el Compuesto 4. Los niveles de GFP en el higado se determinaron mediante IHC. Los marcadores
cuadrados representan el numero de células positivas para GFP tras la administracién de una dosis de 0,1
mpk de la composicién. Los marcadores circulares representan el nimero de células positivas para GFP tras
la administracién de una dosis de 0,5 mpk de la composicién.

La Figura 17 es un par de gréaficos que muestran la dependencia de ApoE de la expresién de luciferasa ("Luc")
después de la administracién de una composicién que contiene ARNm de Luc y el Compuesto 4 a ratones a
una dosis de 0,5 mpk. La expresién que sigue a la administracién de una composiciéon que contiene ARNm de
Luc y MC3 se presenta para comparacién. El Grafico A muestra el flujo total en el higado 6 h después de la
administracion. El % de cambio en la expresién de Luc en higados de ratones inactivados para ApoE frente a
ratones de tipo silvestre (es decir, (expresion media WT-expresion media KO)/expresion media WT]" 100 %)
fue del 91,9 % para el Compuesto 4 y del 97,5 % para MC3. El Gréafico B muestra el flujo total en el bazo 6 h
después de la administracién. El % de cambio en la expresiéon en bazos de ratones inactivados para ApoE
frente a ratones de tipo silvestre fue del 4,34 % para el Compuesto 4 y del 72,2 % para MC3. Los numeros 1-
4 se refieren a lo siguiente: 1: Composicién que contiene el Compuesto 4, administrada a ratones inactivados
para ApoE; 2: Composicibn que contiene el Compuesto 4, administrada a ratones de tipo silvestre; 3:
Composicién que contiene MC3, administrada a ratones inactivados para ApoE; 4: Composicién que contiene
MC3, administrada a ratones de tipo silvestre.

La Figura 18 es un par de graficos que muestran el efecto de una composicién que contiene el Compuesto 4
sobre las enzimas hepéticas. La composicién se administré a ratas a 0,1 mpk y 1 mpk. Los efectos de MC3 se
muestran a modo de comparacidén. Se usa PBS como control. El Grafico A muestra el efecto sobre la aspartato
aminotransferasa (AST). El Grafico B muestra el efecto sobre la alanina aminotransferasa (ALT).

La Figura 19 es un conjunto de graficos que muestran la activacidén de células inmunitarias por una composicioén
que contiene el Compuesto 4. Los efectos de MC3 se muestran a modo de comparacion. Se usa PBS (solucién
salina tamponada con fosfato) como control. Las composiciones se administraron a ratas a 0,1 mpk o 1 mpk.
El Grafico A muestra el efecto sobre la activacién de neutréfilo. El Grafico B muestra el efecto sobre la
activacion de los linfocitos. El Grafico C muestra el efecto sobre la activacion de los monocitos. Los nimeros
1-5 en los Gréaficos A-C se refieren a lo siguiente: 1: Compuesto 4, 0,1 mpk; 2: Compuesto 4; 1 mpk; 3: MC3,
0,1 mpk 4: MC3, 1 mpk; 5: PBS.

La Figura 20 es un grafico que muestra la expresidn de la proteina Stefin A Quadruple Mutant-Tracy (SQT) en
higado de ratdn determinada a través de FLAG IHC en diferentes momentos después de la administracion
intravenosa de varias composiciones de nanoparticulas que comprenden ARNm de SQT vy lipidos descritos en
esta invencién. Los nimeros 1-11 en la figura se refieren a lo siguiente: 1: 0 h, PBS; 2:0 h, Compuesto 4; 3:
0,5 h, Compuesto 4; 4: 4 h, Compuesto 4; 5: 8 h, Compuesto 4; 6: 24 h, Compuesto 4; 7:0 h, MC3; 8: 0,5 h,
MC3; 9:4 h, MC3; 10:8 h, MC3; 11:24h, MC3.

Descripcidn detallada

La descripcion se refiere a lipidos novedosos y composiciones de nanoparticulas lipidicas que incluyen un
lipido novedoso. La descripcién también proporciona procedimientos para administrar un agente terapéutico
y/o profilactico a una célula de mamifero, especificamente administrar un agente terapéutico y/o profilactico a
un érgano de mamifero, producir un polipéptido de interés en una célula de mamifero y tratar una enfermedad
o trastorno en un mamifero que lo necesita. Por ejemplo, un procedimiento para producir un polipéptido de
interés en una célula implica poner en contacto una composicién de nanoparticulas que comprende un ARNm
con una célula de mamifero, mediante lo cual el ARNm se puede traducir para producir el polipéptido de interés.
Un procedimiento para administrar un agente terapéutico y/o profilactico a una célula u érgano de mamifero
puede implicar la administracién de una composicién de nanoparticulas que incluye el agente terapéutico y/o
profilactico a un sujeto, en el que la administraciéon implica poner en contacto la célula u 6rgano con la
composicidén, mediante lo cual el agente terapéutico y/o profilactico se administra a la célula u érgano.

Lipidos
La presente descripcion proporciona lipidos que incluyen un resto de piperazina central. Los lipidos descritos
en esta invenciéon pueden usarse ventajosamente en composiciones de nanoparticulas lipidicas para la

administraciéon de agentes terapéuticos y/o profilacticos a células u érganos de mamiferos. Por ejemplo, los
lipidos descritos en esta invencidn tienen poca o ninguna inmunogenicidad. Por ejemplo, el compuesto lipidico
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de cualquiera de las férmulas (1), (la1)-(1a8), (Ib), (1), (l1a), (1), (llla), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-
1) tiene una inmunogenicidad més baja en comparacién con un lipido de referencia (por ejemplo, MC3, KC2 o
DLinDMA). Por ejemplo, una formulacién que comprende un lipido descrito en esta invencién y un agente
terapéutico o profilactico tiene un indice terapéutico aumentado en comparacién con una formulacién
correspondiente que comprende un lipido de referencia (por ejemplo, MC3, KC2 o DLInDMA) y el mismo agente
terapéutico o profilactico.

Los lipidos de la presente divulgacién son compuestos de férmula (1) o férmula (Ib),

(I,
{Ib),
e i?:’ .
L ""“&fw&?‘”
§ i\
o LA
(2’_"» '\‘,{\)f‘.}
E‘ Vi

o una sal o isémero de los mismos, donde el anillo A es
tes102;
cada uno de A1y Az se seleccionan independientemente de entre CH o N;

cada uno de As y A7 se seleccionan independientemente de entre CH o N, donde al menos uno de Asy A7 es
N;
Z es CH2 o esta ausente donde cuando Z es CHo, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan
un enlace sencillo; y cuando Z est4 ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

R1, Rz, Rs, Ray Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20, alquenilo
Cs.20, -R"MR', -R'YR", -YR" y -R'OR";

cada M se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -OC(O)O-, -
C(O)N(R')-, -N(R")C(O)-, -C(O)-, -C(8S)-, -C(8)S-, -SC(8)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR")O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un

grupo heteroarilo; donde cuando el compuesto es de formula (Ib), entonces M no es -OC(O)O-;

X1, X2y X3 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en un enlace, -CHa-, -(CH2)2-, -
CHR-, -CHY-, -C(O)-, -C(0O)O-, -OC(O)-, -C(O)-CHz2-, -CH2-C(O)-, -C(O)O-CH2-, -OC(0O)-CH2-, -CH2-C(O)O-, -
CH2-OC(0O)-, -CH(OH)-, -C(S)- y -CH(SH)-;

X*y X5 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en -CHo-, (CHz)o-, -CHR-, -CHY-,
-C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -C(0O)-CHz-, -CH2-C(0)-, -C(O)O-CH2-, -OC(O)-CHz-, -CH2-C(O)O-, -CH2-OC(O)-, -
CH(OH)-, -C(S)- y -CH(SH)-;

cada Y es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo Cz-12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C13 y un carbociclo Cs.g;
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cada R' se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12,

donde cuando el anillo A es

entonces
i) al menos uno de X', X2y X3 no es -CH2>-; y/o
ii) al menos uno de R4, R2, R3, R4y Rs es -R"MR"; o

cuando el compuesto es de formula (1), y el anillo A es

y cada uno de X', X2 y X3 son -CHa, entonces
al menos uno de A’y A2es N,

R1, Rz, Rs, Ra y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ce2o ¥y
alquenilo Ce.20, y cuando el anillo A es

entonces
i) R1, Rz, Rs, Ra y Rs son iguales, donde R1 no es alquilo C12, alquilo C1s 0 alquenilo Crs;
ii) solo uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se selecciona de entre alquenilo Ces.2o;

i) al menos uno de R1, Rz, Rs, R4 y Rs tienen un numero diferente de atomos de carbono que al menos otro
de R4, Rz, Rs, R4y Rs;

iv) R1, R2 y Rs se seleccionan de entre alquenilo Cs.20, y R4 y Rs se seleccionan de entre alquilo Cs.20; 0
v) R1, R2y Rs se seleccionan de entre alquilo Ce.20, y Ra y Rs se seleccionan de entre alquenilo Ce-2o.

En algunos ejemplos, el compuesto es de cualquiera de las férmulas (la1)-(la6):

30



10

15

ES 2913 626 T5

(1a3),

Ra (1a6).

Los compuestos de Férmula (1) o cualquiera de (la6) incluyen una o mas de las siguientes caracteristicas
cuando corresponda, o

En algunos ejemplos, el anillo A es

En algunos ejemplos, el anillo A es
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En algunos ejemplos, el anillo A es

5
En algunos ejemplos, el anillo A es
10
En algunos ejemplos, el anillo A es
15 o
En algunos ejemplos, el anillo A es
20

donde el anillo, en el que el atomo de N esta conectado con X2,
25  En algunos ejemplos, Z es CH2.

En algunos ejemplos, Z esta ausente.
50 En algunos ejemplos, al menos uno de A1y A2 es N.

En algunos ejemplos, cada uno de A1y A2 es N.

En algunos ejemplos, cada uno de A1y A2 es CH.
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En algunos ejemplos, A1es Ny Az es CH.
En algunos ejemplos, A1es CHy A2es N.

En algunos ejemplos, al menos uno de X', X2y X3 no es -CHz-. Por ejemplo, en determinados ejemplos, X' no
es -CHz-. En algunos ejemplos, al menos uno de X', X2y X3 es -C(O)-.

En algunos ejemplos, X2 es -C(O)-, -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-CHa-, -CH2-C(O)-, -C(O)O-CHz-, -OC(O)-CHo-, -
CHo-C(0)O- 0 -CH2-OC(O)-.

En algunos ejemplos, X3 es -C(O)-, -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-CHa-, -CH2-C(O)-, -C(O)O-CH>-, -OC(O)-CHa-, -
CH2-C(O)O- 0 -CH2-OC(O)-. En oftras realizaciones, X° es -CHo-.

En algunos ejemplos, X3 es un enlace o -(CH2)o-.

En algunos ejemplos, R1 y R2 son iguales. En determinados ejemplos, R1, R2 y Rs son iguales. En algunos
ejemplos, R4y Rs son iguales. En determinados ejemplos, R1, R2, R3, R4y Rs son iguales.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, Ray Rs es -R"MR'. En algunos ejemplos, como méaximo uno
de R1, Rz, R3, R4y Rs es -R"MR'. Por ejemplo, al menos uno de R+, R2 y R3 puede ser -R"MR', y/o al menos
uno de Rsy Rs es -R"MR'". En determinados ejemplos, al menos un M es -C(O)O-. En algunos ejemplos, cada
M es -C(O)O-. En algunos ejemplos, al menos un M es -OC(O)-. En algunos ejemplos, cada M es -OC(O)-. En
algunos ejemplos, al menos un M es -OC(O)O-. En algunos ejemplos, cada M es -OC(O)O-. En algunos
ejemplos, al menos un R" es alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo Cs. En algunos ejemplos,
al menos un R" es alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo Cs. En algunos ejemplos, al menos
un R" es alquilo Cs. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo Ce. En algunos ejemplos, al menos un R"
es alquilo C7. En determinados ejemplos, cada R" es alquilo C7. En algunos ejemplos, al menos un R' es alquilo
Cs. En determinados ejemplos, cada R' es alquilo Cs. En otras realizaciones, al menos un R' es alquilo C1. En
determinados ejemplos, cada R' es alquilo C1. En algunos ejemplos, al menos un R' es alquilo Ca. En
determinados ejemplos, cada R' es alquilo Co.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs es alquilo C12. En determinados ejemplos, cada uno
de R1, Rz, Rs, R4y Rs son alquilo Cqa.

En ciertas realizaciones y ejemplos, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en lo siguiente, siendo
compuestos 4-10, 42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 69, 70, 73, 80-85, 87-100, 102, 104, 106, 108, y 109 son
compuestos de la la invencién:
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PN {Compuesto 1},

e W N VAl SR ’ﬁr N \-"'J
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NN N NN W N

\VWNNWN"\JN\MJ
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PRt I S NI P ‘-\/J\Q*’\f > N N NN ((‘* ompu asto IUS}\
20
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/O f-/\a”" E e Wt
R N S Y A ™ ‘N~}If’\N~f\fN\vf’\va\
9 b W i "
PPN N (Compuesto 106),
(\ {_ l-""\v.f\\ N f./‘\
./-""\N"’g \\x'N S \'g\; LA NP N o

{
(L SOOS

RV N e WS
[WQ\F/‘\,/’: O
-~ o {Compuesto 107},
~ ENE NN,
{f*\;\;fu\/N\f“’\N/*\f”\vf\vf”v’
N \/Mx"\»’\\.x’\'le\?‘;N\/J ’\-/AVW

x\uo\g/\/‘\)

{Compuesto 108),

O rf’\,/\vf”\/"\
0O EANJ]\/N\,»"\N"’\W\/"

\oﬂ\of\/\f\ r\;/\g N \/I l\/\/\/\/
NN

En algunos ejemplos, el compuesto es de férmula (lla):

{Compuesto 109),

(I1a).

Los compuestos de Férmula (I1) o (lla) incluyen una o mas de las siguientes caracteristicas cuando
corresponda.

En algunos ejemplos, Z es CH2.

En algunos ejemplos, Z esta ausente.

En algunos ejemplos, al menos uno de A1y A2 es N.
En algunos ejemplos, cada uno de A1y A2 es N.

En algunos ejemplos, cada uno de A1y A2 es CH.
En algunos ejemplos, A1es Ny Az es CH.

En algunos ejemplos, A1es CHy A2es N.

En algunos ejemplos, R1, Rz, Rs, R4y Rs son iguales y no son alquilo Ciz, alquilo C1s 0 alquenilo C1s. En algunos
ejemplos, R1, Rz, Rs, Ray Rs son iguales y son alquilo Cg 0 alquilo Cia.
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En algunos ejemplos, solo uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se selecciona de entre alquenilo Cez0. En determinados
ejemplos de este tipo, R1, Rz, R3, Ray Rs tienen el mismo nimero de atomos de carbono. En algunos ejemplos,
R4 se selecciona de entre alquenilo Cs.20. Por ejemplo, R4 puede ser alquenilo C12 0 alquenilo Crs.

En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs tienen un nimero diferente de atomos de carbono
que al menos otro de R, R2, R3, Ray Rs.

En determinados ejemplos, R1, R2 y Rs se seleccionan de entre alquenilo Cs.20, ¥ R4 y Rs se seleccionan de
entre alquilo Ce-20. En otros ejemplos, R1, R2y Rs se seleccionan de entre alquilo Ces20, y R4y Rs se seleccionan
de entre alquenilo Ce20. En algunos ejemplos, R1, R2y Rs tienen el mismo nimero de atomos de carbono, y/o
R4y Rs tienen el mismo nimero de atomos de carbono. Por ejemplo, R1, R2 y R3, 0 Ray Rs, pueden tener 6, 8,
9, 12, 14 o 18 tomos de carbono. En algunos ejemplos, R1, R2y Rs, 0 R4y Rs, son alquenilo C1s (por ejemplo,
linoleilo). En algunos ejemplos, R1, R2y Rs, 0 R4y Rs, son grupos alquilo que incluyen 6, 8, 9, 12 o0 14 “atomos
de carbono.

En algunos ejemplos, R1 tiene un ndmero diferente de atomos de carbono que Rz, Rs, R4 y Rs. En otros
ejemplos, Rs tiene un ndmero diferente de atomos de carbono que R4, R2, R4 y Rs. En ejemplos adicionales,
R4 tiene un nimero diferente de atomos de carbono que R4, Rz, Rs, y Rs.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:
M [/\NNNMW
wNN

{Compueste 17),

NN
NN (\N"\xNv’"\f’“\/\/\

XWN\/\NA\/‘N\)

{Compuesto 18),

(NN
NN (\Nf\zNWM

AN N v«,N,\,N,\)
{Compuasto 19},
r’\/\/\z’\/‘\/\/
/\/’M rAN"\’NVWW

/\JW"VN\./\NNN\,*J
NN

{Compuesto 20},

SN r’\N*’\szW

\J’\N\f’v\/N\/\N’\v’Nv’l
/\/\/\/\/\/'

{(Compuesto 21},
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\/\/\/\/\/\' [/\NMN-\/\»W

W\/NMN\/\NNNV'J

(Compuesto 22),
\NVM (\N Ea N N NP P N

\/’\/’\\M/\JN\J’\N”\«'NV’J

/\/\/\/”\/\)

{Compuesto 23},

{(Compuesto 24),

A N W N N N N N \‘_,J
(Compuesto 23),
M\M [/\ N N N
NN NN o N VMN A N
{Compuesto 28},
W i/\’ S M N

\M\x’\f\f\x“v‘\w’\/“v)
/\/\f’\/\/\/J

{Compuesic 27},

(’\/’\/\
W If‘\N«’\x L N T ol P N L

W’V\M""wf\p&%”‘\)

{Compuesis 28);

NN
NN ¢ B

V\/\WNMM"\»N\/}

W

{Eomygraesto 29),
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{Compuesto 30},

{Compuesto 32),

5
{Compuesto 33),
y
Mm K\QNNW
\MNMMN\/’\NNN\/J
10 {Compuesteo 34).
También se describe en esta invencién un lipido de formula (I1)
Ry
N
R, NN R,
' 2
N 2
RQ/ \/\N/\/ 1
b
(an,
15

0 una sal o isémero del mismo, donde
cada uno de A1y Az se seleccionan independientemente de entre CH o N y al menos uno de A1y Az es N;

20 Zes CH2 o0 esta ausente cuando Z es CHz, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan un enlace
sencillo; y cuando Z esté ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

R1, Rz, Rs, R4 y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ce20 ¥

alquenilo Ce.20;
25
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donde cuando el anillo A es

X,
>
ﬁ{”\)

i) R1, Rz, Rs, Ra y Rs son iguales, donde R1 no es alquilo C12, alquilo C1s 0 alquenilo Crs;

entonces

ii) solo uno de R1, Rz, Rs, R4y Rs se selecciona de entre alquenilo Ces.2o;

i) al menos uno de R1, Rz, Rs, R4 y Rs tienen un numero diferente de atomos de carbono que al menos otro
de R4, Rz, Rs, R4y Rs;

iv) R1, R2 y Rs se seleccionan de entre alquenilo Cs.20, y R4 y Rs se seleccionan de entre alquilo Cs.20; 0
v) R1, R2y Rs se seleccionan de entre alquilo Ce.20, y Ra y Rs se seleccionan de entre alquenilo Ce-2o.

También se describe un compuesto de férmula (l11)

R - A,

| 1 m'Z\ 4

N X g\y
Fiz/ ~ N N le

b,

(1II).
0 una sal o isémero del mismo, en el que
Ases CHoN,;
A4 es CH2 0 NH; y al menos uno de As y As es N o NH;

Z es CH2 o estd ausente donde cuando Z es CHz, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan un
enlace sencillo; y cuando Z esta ausente, las lineas discontinuas (1) y (2) estan ambas ausentes;

R4, R2 y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20, alquenilo Cs.2o,
-R"'MR', -R'YR", -YR" y -R"'OR";

cada M se selecciona independientemente de entre -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -N(R"YC(O)-, -C(O)-, -C(S)-
, -C(8)S-, -SC(8)-, -CH(OH) -, -P(O)(OR")O-, -S(0)2-, un grupo arilo y un grupo heteroarilo;

X'y X2 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en -CHo-, (CHz)o-, -CHR-, -CHY-,
-C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -C(0O)-CHz-, -CH2-C(0)-, -C(O)O-CH2-, -OC(O)-CHz-, -CH2-C(O)O-, -CH2-OC(O)-, -
CH(OH)-, -C(8)- y -CH(SH)-;

cada Y es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R’ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo Co.12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y un carbociclo Css;

cada R' se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12.

En algunos ejemplos, el compuesto es de férmula (llla):
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R, NH
I \)
N X! N
Rz/ ~ N N X2~
IL‘3 (ITa).

Los compuestos de Férmula (lll) o (llla) incluyen una o mas de las siguientes caracteristicas cuando
corresponda.

En algunos ejemplos, Z es CH2.

En algunos ejemplos, Z esta ausente.

En algunos ejemplos, al menos uno de As y A4 es N o NH.
En algunos ejemplos, Az es Ny As es NH.

En algunos ejemplos, Az es Ny As es CHa.

En algunos ejemplos, As es CHy Ases NH.

En algunos ejemplos, al menos uno de X' y X2 no es -CHa-. Por ejemplo, en determinados ejemplos, X' no es
-CHo-. En algunos ejemplos, al menos uno de X'y X2 es -C(O)-.

En algunos ejemplos, X2 es -C(O)-, -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-CHa-, -CH2-C(O)-, -C(O)O-CHz-, -OC(O)-CHo-, -
CHo-C(0)O- 0 -CH2-OC(O)-.

En algunos ejemplos, R1, R2 y Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo
Cs.20 y alquenilo Cs.20. En algunos ejemplos, R1, R2 'y Rs son iguales. En determinados ejemplos R1, R2y Rs
son alquilo Cs, Co, C12 0 C14. En otros ejemplos, R1, R2 y Rs son alquenilo C1s. Por ejemplo, R1, R2 y Rs pueden
ser linoleilo.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(\N"'\—/ N T N
HN\) '\/\/\ (Compuesto 35},
r/\/"\v/“\f—’\\
NWNWNWW
BN A NN {Compuesto 36},
(‘\NNNVAN’»MA\M

Hn S LN {Compuesto 37),

Hl NN NPy {Compuesto 38},

N S VSN (Compuesto 39),

HN. S N e T O {Compuesto 40),
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%N\) WW {Compuesto 41),

NJ‘VNI\
HN '\/\/\/\/\/\

{Compuesto 77).

En otro aspecto, la invencién proporciona un compuesto segun la férmula (Ib):

Ry

Ra (Th),
0 una sal o isémero del mismo, en el que

cada uno de As y A7 se seleccionan independientemente de entre CH o N, donde al menos uno de Asy A7 es
N.

Z es CH2 o0 est4 ausente cuando Z es CHo, cada una de las lineas discontinuas (1) y (2) representan un enlace
sencillo; y cuando Z estd ausente, ambas lineas discontinuas (1) y (2) estan ausentes;

X4y X5 se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en -CHa-, -(CH2)2-, -CHR-, -CHY-,
-C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0)-, -C(0O)-CHz-, -CH2-C(0)-, -C(O)O-CH2-, -OC(O)-CHz-, -CH2-C(O)O-, -CH2-OC(O)-, -
CH(OH)-, -C(8)- y -CH(SH)-;

cada uno de R1, Rz, Rs, Ray Rs se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo
Cs.20, alquenilo Cs20, -R"MR', -R'YR", -YR" y -R'OR",

cada M se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R')-, -
N(R")C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(8)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR")O-, -S(0)2-, un grupo arilo y un grupo
heteroarilo;

cada Y es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R’ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo Co.12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y un carbociclo Css;

cada R' se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12.

En algunas realizaciones, cada uno de R+, R, R3, R4 y Rs se seleccionan independientemente de entre el
grupo que consiste en alquilo Cs-20 y alquenilo Cs-20.

En algunos ejemplos, R1 y R2 son iguales. En determinados ejemplos, R1, R2 y Rs son iguales. En algunos
ejemplos, R4y Rs son iguales. En determinados ejemplos, R1, R2, R3, R4y Rs son iguales.

En algunos ejemplos, al menos uno de R, Rz, Rs, R4 y Rs es alquilo Cg.12. En determinados ejemplos, cada

uno de R1, Rz, Rs, Ra y Rs independientemente es alquilo Co, C12 0 C14. En determinados ejemplos, cada uno
de R1, Rz, Rs, R4y Rs es alquilo Co.
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En algunos ejemplos, As es Ny A7 es N. En algunos ejemplos, As es CHy A7 es N.
En algunos ejemplos, X4 es -CHz- y Xs es -C(O)-. En algunos ejemplos, X* y X5 son -C(O)-.
En algunos ejemplos, cuando As es N y A7 es N, al menos uno de X* y X3 no es -CHz-, por ejemplo, al menos
uno de X*y X5 es -C(O)-. En algunos ejemplos, cuando As es N y A7 es N, al menos uno de R1, R2, R3, R4y Rs
es -R'"MR".
En algunos ejemplos, al menos uno de R1, Rz, R3, R4y Rs no es -R"MR".
En algunas realizaciones, el compuesto es
O Tl W
(\N/U\VN\//\N’\»’AWV

N NN
)

RV W N

{Compuesto 87).

En un ejemplo, el compuesto tiene la férmula (1V)

NN TN L I P P N e N N

(IV).
La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (17-1)

Mo,

Y

N
R, fﬁ Raa
{17-1y,

0 una sal o isémero del mismo, donde R1a es -(CH2)»?Q?, donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -
OR?, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -OC(0O)R?, -CX33, -CX%2H, -CX?Hz, -CN, -N(R?)2, -C(O)N(R?)2, -N(R?)C(O)R?
y -N(R®*)S(O)R? y cada n? se selecciona independientemente de entre 1, 2, 3,4y 5;

cada uno de R2a y R3a se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ca.24,
alquenilo Csz-24, -R?"Y2R2" -YaR2" y -Ra"OR2",

cada Y2 es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R¥ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1-12 y alquenilo Ci-12;
cada X® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,

cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Cosy H; y
cada R®" se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Cs.12;

donde Raza incluye 7 0 menos atomos de carbono.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R® es H. En otras realizaciones, R® es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otras realizaciones, n? es 2. En otros ejemplos, n es 3. En otros ejemplos, n?

es 4. En algunos ejemplos, n? es 5.

51



10

15

20

25

30

35

40

ES 2913 626 T5

En algunos ejemplos, R3a incluye 7 0 menos dtomos de carbono.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(\/\/\

N
HO" N~ (Compuesto 17-1)

HQWNMWM

{Compueste 17-2),
La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (17-1)

Roa

N,
Ry a/ \RS,&

0 una sal o isémero del mismo, donde

Ria es -(CH2)»*Q?, donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -OR?3, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -
OC(O)R?, -CX33, -CX3:H, -CX2Hz, -CN, -N(R?)2, -C(O)N(R?)2, -N(R?*)C(O)R? y -N(R*)S(O)2R?® y cada n® se
selecciona independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5;

cada X® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,

R2a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquenilo Cs-24;

R3a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.24; y

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Cosy H.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En algunos ejemplos, Rsa €s un alquilo que incluye 9, 12, 14 0 18 4tomos de carbono.
En algunos ejemplos, Rz2a es alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo).
En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:
N e e ™S ™ S
HO" ™ oz

r’\/\/\/\/\/

HOWNW“V’\V«’\W’\WW

HO N

{Compueastn 17-3},

(Compuesto 17-4),

{Compuesto 17-3),
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HWNM\WW (

Compuesto 17-6},

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (17-1)

0 una sal o isémero del mismo, donde

Ria es -(CH2)»*Q? donde Q2 se selecciona de entre un heterociclo, -OR?, -O(CH2)naN(R?)2, -C(O)OR?, -
OC(O)R?, -CX33, -CX3:H, -CX3Hz, -CN, -N(R?3)2, -C(O)N(R?)2, -N(R3)C(O)R? y -N(R?®)S(O)2R? y cada n® se
selecciona independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5;

cada X2 se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,

R2a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C13.20;

R3a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20; ¥

cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Casy H.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R# es H. En otros realizaciones, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En algunos ejemplos, R2a ¥ Rza son iguales.
En algunos ejemplos, R2a y/0 Rsa es alquilo C1a.
En algunos ejemplos, el compuesto es
HO" ™ AN N S U PNy
{Compuesto 17-7).

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (17-1)

H;E‘;,s

|

N
Rm*"/ g,

33
{1733,

0 una sal o isémero del mismo, donde

Ri1a es -(CH2)n?Q?, donde Q@ es -OR?, R@ se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1-3, alquenilo
Cosy H, yn®se seleccionadeentre1,2,3,4y5;y

cada uno de R2a y R3a se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquenilo Cs.20,
donde
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ii) R? se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3 y alquenilo C23; 0
iv) R1a s -(CH2)20H, y cada uno de R2a y Rsa incluyen uno o menos enlaces dobles.
En algunos ejemplos, R? es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n? es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n? es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En determinados ejemplos, R1a es -(CH2)2OCHa. En otros ejemplos, R1a €s -(CH2)20OH.

En algunos ejemplos, Rza es alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo). En determinados ejemplos, Rsa es alquenilo
Cus (por ejemplo, linoleilo).

En algunos ejemplos, R2a y R3a son iguales.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(\/\/\/\M\/\

HQNNVM/\;TM\

(NN N N N NS

(Compuesto 17-8)

{Compuesto 17-9}.
La descripcién también proporciona un compuesto de formula (17-1)

R2a

L
™~
R1a/ Raa
(17-T),

0 una sal o isémero del mismo, donde
Ria es -(CH2)n?Q? donde Q® se selecciona de entre un heterociclo, -OR?, -O(CH2)naN(R?)2, - C(O)OR?, -
OC(O)R?, -CX33, -CX3:H, -CX2Hz, -CN, -N(R?)2, -C(O)N(R?)2, -N(R?*)C(O)R? y -N(R*)S(O)2R?® y cada n® se
selecciona independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5;
cada X2 se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |,
R2a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12;
R3a se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20; ¥
cada R? se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Casy H.

En algunos ejemplos, Q2 es -OR?. En determinados ejemplos, R es H. En otros ejemplos, R? es -CHs.

En algunos ejemplos, n es 1. En otros ejemplos, n? es 2. En otros ejemplos, n es 3. En otros ejemplos, n? es
4. En algunos ejemplos, n? es 5.

En determinados ejemplos, Q? es -OR? y n? se selecciona de entre 2, 3y 4.
En algunos ejemplos, Rza es alquilo Ce. En otros ejemplos, R2a es alquilo C12.
En algunos ejemplos, R2a y R3a son iguales.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:
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HO eSS
HO™ o N ™SS

HO N ~
SN T NN NN (Compuesto 17-12),

{Compuesto 17-10),

{Compuesto 17-11),

NSNS

HD/\\/A\/N

{Compuesto 17-13).

La descripcién también proporciona un compuesto que tiene la férmula (19-1),

Ry

(19-1),
0 una sal o isémero del mismo, donde
Ri1b se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.5, alquenilo Ca.s, -R®"MPRY', un carbociclo Ca.
6, -(CH2)nQP y -(CH2)hCHQPRP, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -ORP, - O(CH2):N(RP)2, -
C(O)ORP, -OC(O)RP, -CXb3, -CXP2H, -CXPHz, -CN, -N(RP)2, -C(O)N(R)2, -N(R°)C(O)RP y -N(RP)S(O)2R® y cada
n se selecciona independientemente de entre 1,2, 3, 4y 5;

R2b ¥ Rspb se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.20, alquenilo Cz.20, -
R*"MR®, -RP"YR®", -YR""y -RP"ORP";

cada MP se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R"")-
, “N(R"C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR"")O-, -S(O)2-, un grupo arilo y un grupo
heteroarilo;

W se selecciona de entre el grupo que consiste en -CHaz-, -CHRP-, -C(O)-, -CH(OH)-, -C(8)- y -CH(SH)-;

cada X se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |[;

cada Y® es independientemente un carbociclo Ca.g;

cada R"" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1-12 y alquenilo Ci-12;

cada RP se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1-3, un carbociclo Cs.s,
alquenilo C23y H;

cada R™ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R™ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cz.12 y alquenilo Cs.12.
En algunos ejemplos, W no es -CHz-, por ejemplo, W es -C(O)-.
En algunos ejemplos, al menos uno de Ras y R3p es -RP"MPR®'. En determinados ejemplos, al menos un MP es
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-C(O)O-. En algunos ejemplos, al menos un R es alquilo Cs. En determinados ejemplos, al menos un R” es
alquilo Cs.

En algunos ejemplos, Ras y/o Rap se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo C120. Por ejemplo,
R2b y/o Rsp pueden ser grupos alquilo que incluyen 9 o 12 dtomos de carbono. En otros ejemplos, Rz y/o R3p
se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquenilo Cz20. Por ejemplo, Ray y/o Rap pueden ser grupos
alquenilo que incluyen 18 atomos de carbono (por ejemplo, grupos linoleilo). En determinados ejemplos, Rap y
Rsb son iguales.

En algunos ejemplos, R1p, es H, mientras que en otros ejemplos, R1, se selecciona de entre alquilo C1.5. Por
ejemplo, Rip puede ser alquilo C1.

En determinados ejemplos, R 1»es -(CH2)nQ. En dichos ejemplos, Q° es un heterociclo tal como un grupo
fenilo. Por ejemplo, Q® puede ser un grupo fenilo con uno o mas sustituyentes, tal como se describe en esta
invencién.

En determinados ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(\/\/\/\

HN\) (Compuesto 19-1),

N (Compuesto 19-2),

e i

Z

HN {Compuesto 19-3),
- M \,/‘ (COITX;}'LIQS{'{; }(}__4}

PN sosesd

N\/‘ {Compuesto 19-5).

En otros ejemplos, los lipidos son compuestos de férmula (19-11)

Ra
|

She

o una sal o isémero de los mismos, donde

~
Ry (19-1D),

R1b se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Ce.20; ¥

R2b y Rspb se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquenilo Cs.20.
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En ejemplos particulares, R1b es alquilo Ci2.
En algunos ejemplos, Rab y/o Rsp son alquenilo Cis (por ejemplo, linoleilo).
En determinados ejemplos, Ry y Rap son ambos linoleilo.
En un ejemplo, el compuesto es
MM\&/’\N
e =T
SN (Compueste 19-6).

Los lipidos pueden ser compuestos de féormula (20-1),

H1c

! .
REC/ \/\N/ dc

b

{20-D),
o una sal o isémero de los mismos, donde
Ric, se selecciona de entre el grupo que consiste en un carbociclo Cs.s, -(CH2)ncQ®, -(CH2)ncCHQCR®, -CHQ°R®
y -CQ° (R®)2, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -OR®, -O(CH2)ncN(R®)2, -C(O)OR®, -OC(O)R®, -
CX%, -CX%H, -CX°Hz, -CN, -N(R®)2, -C(O)N(R®)2, -N(R°)C(O)R® y -N(R°®)S(O)2R°® y cada n° se selecciona
independientemente de entre 1, 2, 3,4y 5;

Rzc, Rac ¥ Rac se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.20, alquenilo Cz-
20, -R¥'MPR?', -R"YeRe" -Y°Re" y -RSOR";

cada M¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R®")-,
-N(R®)C(O)-, -C(O)-, -C(8)-, -C(8)8-, -SC(8)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR)O-, -S(0O)2-, un grupo arilo y un grupo
heteroarilo;

cada X° se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre |;

cada Y° es independientemente un carbociclo Cssg;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cq.12 y alquenilo Ci-12;

cada R° se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo C2o3 y H;

cada R® se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo C2.12y H;
y

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.12 y alquenilo Ca.12,
donde

i) R1c se selecciona de entre el grupo que consiste en un carbociclo Cs., (CH2)ncQ®, (CH2)ncCHQ°R®, -CHQ°R®
y -CQ%(R®)2, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -O(CH2)ncN(R®)2, -C(O)OR®, -OC(O)R®, -CX%3, -
CX%H, -CX°Hz, -C(O)N(R®)2, -N(R°)C(O)R® y -N(R®)S(O)2R° y cada n° se selecciona independientemente de
entre1,2,3,4y5; ylo

i) al menos uno de Rz, Rac ¥ Rac es -R'M°R°".

En algunos ejemplos, Ric se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)n°Q°¢, -(CH2)ncCHQ°R®, -
CHQCR® y -CQ%(R°®)2, donde Q° se selecciona de entre un heterociclo, -O(CH2)ncN(R®)2, -C(O)OR®, -OC(O)R®, -
CXe3, -CX%H, -CX°Hz2, -CN, -C(O)N(R°2, -N(R°)C(O)R° y -N(R°)S(O)R® y cada n se selecciona
independientemente de entre 1, 2, 3, 4 y 5. En determinados ejemplos, Rices -(CH2)ncQ°. En algunos ejemplos,
nces 2. En algunos ejemplos, Q° es -C(O)OR®, donde R° es, por ejemplo, H.
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En algunos ejemplos, al menos uno de Rac, Rac ¥y Rac s -R®'M°R?. Por ejemplo, Rz, Rac y/0 Ra4c pueden ser -
Re'MeR¢®'. En algunos ejemplos, al menos un M¢ es -C(O)O-. En determinados ejemplos, cada M¢ es -C(O)O-.
En algunos ejemplos, al menos un R es alquilo Cs o C7. En determinados ejemplos, cada R es alquilo Cs.
En otfros ejemplos, cada R®" es alquilo Cz. En algunos ejemplos, al menos un R® es alquilo Cs, C7 0 Ce. En
determinados ejemplos, cada R® es alquilo Cs. En otros ejemplos, cada R® es alquilo C7. En otros ejemplos,
cada R es alquilo Co. En algunos ejemplos, R® est4 ramificado.

En algunos ejemplos, Rac, Rsc y Rac se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo Csz20. En
determinados ejemplos, Rac, Rac y R4c son alquilo Cqa.

En algunos ejemplos, Rz se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y alquenilo Cs.co. Por
ejemplo, Rac puede ser alquilo Ciz.

En algunos ejemplos, Rsc se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y alquenilo Cs.co. Por
ejemplo, Rsc puede ser alquilo Ce, Co 0 Ci2.

En algunos ejemplos, Rac se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo Cs20 y alquenilo Cs.co. Por
ejemplo, R4c puede ser alquilo Ce, Co 0 Ci2.

En algunos ejemplos, Rsc y R4c son iguales.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

r/\/\/\/\/\/’
HOf\
M\N\ {Compuesto 20-1),

N {Compuesto 20-2),

K/\/XQW\
(Compuesto 20-3),
oo~ {Compuesto 20-4),

l\/\/wgv“\/\/\
{(Compuesto 20-5),
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(Compuesto 20-6),

(’\r’\/"\//\/\/

HO o~ M N N N L NP N

\/\/IQW
{Compuesto 20-7},
K/\N\goww
' {Compuesto 20-8),

{(Compuesto 20-93,

A T N N
1

HO MUW
T AN {Compugsto 20-10),

En otros ejemplos, el lipido es un compuesto segun la férmula (20-1)

Ry
Il'l I:%tic
Ree” 7 N7

|J¥13c

[

(20-I),
0 una sal o isémero del mismo, donde

R 1c se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)ncQC, -(CH2)ncCHQCR?®, -CHQR® y -CQ°(R®)2, donde
Q° se selecciona de entre -OR¢® -CN y -N(R®)2, y n° se selecciona de entre 1,2, 3,4y 5;

Rz2c y Rac se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cs.20 y alquenilo Ce.2o;
R4c se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C13.20 y alquenilo Cs.2o; y

cada R¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo C2o3 y H.
En algunos ejemplos, Rsc es alquilo Cia.

En algunos ejemplos, Rac es alquilo Cia.

En algunos ejemplos, Rsc es alquenilo C1s. Por ejemplo, Rac puede ser linoleilo.
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En algunos ejemplos, R4c es alquenilo C1s. Por ejemplo, R4 puede ser linoleilo.

En algunos ejemplos, Rz es alquilo C12. En otros ejemplos, R 2c es alquilo C14. En algunos ejemplos, Rac es
alquenilo C1s. Por ejemplo, Rac puede ser linoleilo.

En algunos ejemplos, Rsc y R4c son iguales.

En algunos ejemplos, R 1ces -(CH2)ncQC. En algunos ejemplos, Q° es -ORC. Por ejemplo, Q° puede ser-OH. En
algunos ejemplos, n°es 2 o0 3.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

M’W

O™ ™ e e S
L\/\/\/\/\/\ {(Compuesto 20-11},
0 NS
NP, (Compuesto 20-12),
r’AWWW

HD\#"\ NS m\x’W\’W\WW

e {Compuesto 20-13),

R S W {Compuesto 20-14).

En otros ejemplos, el lipido es un compuesto que tiene la formula (20-1):

Ry
Il'l R4c
ch/ \/\N/

b,

c

(20-I),
0 una sal o isémero del mismo, donde

R 1c se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)ncQS, -(CH2)ncCHQCR®, -CHQR® y -CQ°(R®)2, donde
Q° se selecciona de entre -OR¢® -CN y -N(R®)2, y n° se selecciona de entre 1,2, 3,4y 5;

Rz¢, Rsc ¥ Rac se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Ces.20 y alquenilo
Ce.20; y cada R° se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo Co.
sy H;

donde

i) R2c se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1.11 y alquenilo Cz.s, y/o

ii) Rsc se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C1.11 y alquenilo Cas.

En algunos ejemplos, Rac se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C+.11 y alquenilo C2s. Por
ejemplo, Rac puede ser alquilo C6 o Ca.

En algunos ejemplos, Rsc se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo C+.11 y alquenilo C2s. Por

60



ES 2913 626 T5

ejemplo, Rac puede ser alquilo Cs 0 Co.
En algunos ejemplos, Rsc es alquilo C2.
5 En algunos ejemplos, Rz es alquilo C12.
En algunos ejemplos, R4c es alquilo Cs, Co 0 C12.

En algunos ejemplos, R 1c es -(CH2)n°Q°. En determinados ejemplos, Q° es -OR°®. En algunos ejemplos, R¢ es
10  H. En algunos ejemplos, n°es 2 0 3.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(\/\/’\.«-’\\/"‘\.f"

HQN«"\N/\\/NMW

l\/\/\ {Compuesto 20-15)

HGVNN%NVW

e {Compuesto 20-16},

HO%NNNW

NN (Compuesto 20-17),

15

20

l/\/’\/\/\

HO%NNNW

'\/\/\/\/\/\ (Compuesto 20-18).

En otros ejemplos, el lipido es un compuesto segun la férmula (20-1)

R11‘;

4 .
Roe” SN2

ILBC

(20-D.
25

0 una sal o isémero del mismo, donde

R 1c se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)ncQS, -(CH2)ncCHQCR®, -CHQR® y -CQ°(R®)2, donde
30 Q° se selecciona de entre -OR®, -CN y -N(R°)2, y n° se selecciona de entre 1, 2, 3, 4y 5;

R2c se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo C12.20 y alquenilo Cs-20;

Rsc ¥ Rac son alquilo C12; y

35
cada R¢ se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.3, alquenilo C2o3 y H.
En algunos ejemplos, Rac es H. En otros ejemplos, Rac es alquilo o alquenilo C12. En algunos ejemplos, Rac es
alquilo C1a. En otros ejemplos, Rz es alquenilo C1s. Por ejemplo, Rac puede ser linoleilo.

40
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En algunas realizaciones, R 1ces -(CH2)ncQ°. En determinados ejemplos, Q° es -OR°. Por ejemplo, Q° puede
ser OH. En algunos ejemplos, n°es 2, 3 0 4.

En algunos ejemplos, el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

(\/\/\/\/\/

HO\/’\N/‘\/N\/\/\/“\/\«/\J’

N NN (Compuesto 20-20),
I/\/‘\/\/‘\/\/

HOA\/’\N‘”\»’N\W

NN N N NN {Compuesto 20-21),

HOW\NMN\;’\W

N NN NN {Compuesto 20-22),

HO o~ N N NP NP

W (Compuesto 20-23),

HO\#‘\NNNvWW

NN NN NG (Compuesto 20-24),

{(Compuesto 20-19),

10

R N T {(Compueste 20-23).

En otro ejemplo, los lipidos pueden ser compuestos de férmula (21-1),

Rig
\N%Md

2d k

15

Raq

Rug

(2]_])-
20
o una sal o isémero de los mismos, donde

R14 y R2d se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en H, alquilo C1.5 y alquenilo Cz
5,

25
n? se selecciona de entre 1, 2, 3, 4y 5;

k se seleccionade entre 0, 1,2y 3;
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R3¢ y Rad se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.20, alquenilo Cz.20, -
RMIR®, -RI"YdRI" _YIRd" y RI'OR",;

cada MY se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-
, -N(R¥)C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(S)S-, -SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR*)O- y -S(O)2-, 0 esta ausente;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
cada Y9 es independientemente un carbociclo Cs.s;

cada R®" se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12 y alquenilo C1.12;

cada R se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo C1.12, alquenilo Co.12 y H;
y

cada R* se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste en alquilo Cz.12 y alquenilo Cs.12,
donde Raq Yy Rad estén unidos a i) el mismo tomo de carbono o ii) atomos de carbono adyacentes.

En algunos ejemplos, R3d y R4d estan unidos al mismo atomo de carbono. Por ejemplo, R3d y R4d pueden
estar unidos a un atomo de carbono adyacente a C". En determinados ejemplos, R3d y R4d no estan unidos a

un atomo de carbono adyacente a C".

En otros ejemplos, Raq y Rad estén unidos a atomos de carbono adyacentes. En determinados ejemplos, uno
0 ambos de Rsd ¥y R4q estén unidos a atomos de carbono adyacentes a C'.

En algunos ejemplos, k es 0. En otros ejemplos, kes 1,2 0 3.

En determinados ejemplos, M® esta ausente. En otros ejemplos, M9 se selecciona de entre el grupo que
consiste en -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-, -N(R*)C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(S)S-, -SC(8)-, -CH(OH)-, -
P(O)(OR")O- y -S(O)2-. En dichos ejemplos en particular, M4 es -C(O)O-

En algunos ejemplos, nes 1,2 0 3.

En algunos ejemplos, R4 y/0 Rad se seleccionan de entre alquilo C1.5. En determinados ejemplos, R1d y/0 Rad
son alquilo C1.

En determinados ejemplos, R3d y/o R4d se seleccionan de entre alquenilo C220. En determinados ejemplos,
R3d y/o R4d son grupos alquenilo que incluyen 17, 18 o 19 atomos de carbono. Por ejemplo, R3d y/o R4d
pueden ser grupos alquenilo C1s (por ejemplo, linoleilo).

En determinados ejemplos,el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

{Compuesto 21-1),

N {Compuesto 21-2),

{Compuesto 21-33,

f

/ﬂi , A —
-

N\

{Compueste 21-4),

/ {Compuesto 21-5),
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\ {Compuesto 21-6).

Como se usa en esta invencion, el término "alquilo” o "grupo alquilo" significa un hidrocarburo saturado lineal
o ramificado que incluye uno o mas tomos de carbono (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte 0 mas
atomos de carbono), que esta opcionalmente sustituido. Por ejemplo, la notacién "alquilo C1.24" significa un
hidrocarburo saturado lineal o ramificado opcionalmente sustituido que incluye 1-24 &tomos de carbono. Un
grupo alquilo descrito en esta invencién se refiere tanto a un grupo alquilo no sustituido como sustituido a
menos que se especifique lo contrario.

Como se usa en esta invencién, el término "alquenilo” o "grupo alquenilo" significa un hidrocarburo lineal o
ramificado que incluye dos o mas atomos de carbono (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte 0 més
atomos de carbono) y al menos un enlace doble, que esta opcionalmente sustituido. La notacién "alquenilo Co-
24" significa un hidrocarburo lineal o ramificado opcionalmente sustituido que incluye de 2 a 24 tomos de
carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono. Un grupo alquenilo puede incluir uno, dos, tres, cuatro
0 més dobles enlaces carbono-carbono. Por ejemplo, alquenilo C1s puede incluir uno o0 mas dobles enlaces.
Un grupo alquenilo C1s que incluye dos enlaces dobles puede ser un grupo linoleilo. Un grupo alquenilo descrito
en esta invencién se refiere tanto a los no sustituidos como a los sustituidos a menos que se especifique lo
contrario.

Como se usa en esta invencidn, el término "carbociclo” o "grupo carbociclico" significa un sistema monociclico
o multiciclico opcionalmente sustituido que incluye uno o més anillos de dtomos de carbono. Los anillos pueden
ser anillos de tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce miembros. La notaciéon "carbociclo
Cs.6" significa un carbociclo que incluye un Unico anillo que tiene 3-6 atomos de carbono. Los carbociclos
pueden incluir uno o méas enlaces dobles o triples carbono-carbono y pueden ser no aromaticos o aromaticos
(por ejemplo, grupos cicloalquilo o arilo). Los ejemplos de carbociclos incluyen grupos ciclopropilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, fenilo, naftilo y 1,2-dihidronaftilo. Los carbociclos descritos en esta invencién se refieren tanto a
carbociclos no sustituidos como sustituidos a menos que se especifique lo contrario. El término "cicloalquilo”,
tal como se usa en esta invencién, significa un carbociclo no aromético y puede incluir o no cualquier enlace
doble o triple. A menos que se especifique lo contrario, los carbociclos descritos en esta invencidn se refieren
tanto a grupos carbociclo no sustituidos como sustituidos, es decir, carbociclos opcionalmente sustituidos.

Como se usa en esta invencién, el término "heterociclo" 0 "grupo heterociclico" significa un sistema monociclico
o multiciclico opcionalmente sustituido que incluye uno o mas anillos, donde al menos un anillo incluye al menos
un heterodtomo. Los heterodtomos pueden ser, por ejemplo, atomos de nitrégeno, oxigeno o azufre. Los anillos
pueden ser anillos de tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce miembros. Los heterociclos
pueden incluir uno o méas dobles o triples enlaces y pueden ser no arométicos o arométicos. Los ejemplos de
heterociclos incluyen grupos imidazolilo, imidazolidinilo, oxazolilo, oxazolidinilo, tiazolilo, tiazolidinilo,
pirazolidinilo, pirazolilo, isoxazolidinilo, isoxazolilo, isotiazolidinilo, isotiazolilo, morfolinilo, pirrolilo, pirrolidinilo,
furilo, tetrahidrofurilo, tiofenilo, piridinilo, piperidinilo, quinolilo e isoquinolilo. Los heterociclos pueden estar
opcionalmente sustituidos.

Como se usa en esta invencidn, un "grupo biodegradable" es un grupo que puede facilitar el metabolismo mas
rapido de un lipido en una entidad mamifera. Un grupo biodegradable puede seleccionarse de entre el grupo
que consiste en, pero sin limitarse a, -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)N(R")-, -N(R")C(O)-, -C(O)-, -C(S)-, -C(8)S-, -
SC(S)-, -CH(OH)-, -P(O)(OR")O-, -§(O)2-, un grupo arilo y un grupo heteroarilo. Como se usa en esta invencion,
un "grupo arilo" es un grupo carbociclico que incluye uno o mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos
arilo incluyen grupos fenilo y naftilo. Como se usa en esta invencién, un "grupo heteroarilo”" es un grupo
heterociclico que incluye uno o més anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen pirrolilo,
furilo, tiofenilo, imidazolilo, oxazolilo y tiazolilo. Los grupos arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente
sustituidos. Por ejemplo, cada M, MP, M o M9 se pueden seleccionar independientemente de entre el grupo no
limitativo que consiste en fenilo, oxazol y tiazol. En las formulas anteriores, M, MP, M° o MY se pueden
seleccionar independientemente de entre la lista de grupos biodegradables anterior.

Los grupos alquilo, alquenilo y ciclilo (por ejemplo, carbociclilo y heterociclilo) pueden estar opcionalmente
sustituidos a menos que se especifique lo contrario. Los sustituyentes opcionales se pueden seleccionar de
entre el grupo que consiste en, pero sin limitarse a, un atomo de halégeno (por ejemplo, un grupo cloruro,
bromuro, fluoruro o yoduro), un acido carboxilico (por ejemplo, -C(O)OH), un alcohol (por ejemplo, un hidroxilo,
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-OH), un éster (por ejemplo, -C(O)OR u -OC(O)R), un aldehido (por ejemplo, -C(O)H), un carbonilo (por
ejemplo, -C(O)R, representado alternativamente por C=0), un haluro de acilo (por ejemplo, -C(O)X, en el que
X es un haluro seleccionado de entre bromuro, fluoruro, cloruro y yoduro), un carbonato (por ejemplo, -
OC(O)OR), un alcoxilo (por ejemplo, -OR), un acetal (por ejemplo,-C(OR)R"", en el que cada OR son grupos
alcoxilo que pueden ser iguales o diferentes y R™ es un grupo alquilo o alquenilo), un fosfato (por ejemplo,
P(0)4*>), un tiol (por ejemplo, -SH), un sulféxido (por ejemplo, -S(O)R), un acido sulfinico (por ejemplo, -
S(O)OH), un é&cido sulfbénico (por ejemplo, -S(O)20H), un tial (por ejemplo, -C(S)H), un sulfato (por ejemplo,
S(0)4%), un sulfonilo (por ejemplo, -§(O)2-), un amida (por ejemplo, -C(O)NRz, o -N(R)C(O)R), un azido (por
ejemplo, -Nz), un nitro (por ejemplo, -NO2), un ciano (por ejemplo, -CN), un isociano (por ejemplo, -NC), un
aciloxi (por ejemplo, -OC(O)R), un amino (por ejemplo, -NR2, -NRH, o -NH2), un carbamoilo (por ejemplo, -
OC(O)NRz, -OC(O)NRH, o -OC(O)NHz2), una sulfonamida (por ejemplo, -S(O)2NRz2, -S(O)2NRH, -S(O)2NH2, -
N(R)S(O)2R, -N(H)S(O):R, -N(R)S(O)2H o -N(H)S(O)2H), un grupo ciclilo (por ejemplo, carbociclilo o
heterociclilo), un grupo alquilo y un grupo alquenilo. En cualquiera de los anteriores, R es un grupo alquilo o
alquenilo, como se define en esta invencién. En algunas realizaciones, los propios grupos sustituyentes se
pueden sustituir ademas con, por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis sustituyentes como se define en
esta invencidn. Por ejemplo, un grupo alquilo Cs.20 puede sustituirse adicionalmente con uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis 0 més sustituyentes como se describe en esta invencion.

Un resto amina de un lipido segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (Ila), (1), (Illa), (IV), (17-1), (19-
1), (19-11), (20-1) y (21-1) puede protonarse a un pH fisiolégico. Por lo tanto, un lipido puede tener una carga
positiva o positiva parcial a pH fisiolégico. Dichos lipidos pueden denominarse (amino)lipidos catiénicos o
ionizables. Los lipidos también pueden ser zwitteriénicos (de ion hibrido), es decir, moléculas neutras que
tienen una carga tanto positiva como negativa.

Composiciones de nanoparticulas

La descripcién también presenta composiciones de nanoparticulas que comprenden un componente lipidico
que comprende un compuesto segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (II), (lla), (1), (Illa), (IV), (17-1),
(19-1), (19-11), (20-1) y (21-1) como se describe en esta invencion. En algunas realizaciones, la dimensién
mas grande de una composicién de nanoparticulas es 1 pm o mas corta (por ejemplo, 1 um, 900 nm, 800 nm,
700 nm, 600 nm, 500 nm, 400 nm, 300 nm, 200 nm, 175 nm, 150 nm, 125 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm o mas
corta), por ejemplo, cuando se mide mediante dispersién dinamica de luz (DLS), microscopia electrdnica de
transmisién, microscopia electrénica de barrido u otro procedimiento. Las composiciones de nanoparticulas
incluyen, por ejemplo, nanoparticulas lipidicas (LNP), liposomas, vesiculas lipidicas y lipoplejos. En algunas
realizaciones, las composiciones de nanoparticulas son vesiculas que incluyen una o més bicapas lipidicas.
En determinadas realizaciones, una composicién de nanoparticulas incluye dos o més bicapas concéntricas
separadas por compartimientos acuosos. Las bicapas lipidicas pueden funcionalizarse y/o reticularse entre si.
Las bicapas lipidicas pueden incluir uno o més ligandos, proteinas o canales.

Las composiciones de nanoparticulas comprenden un componente lipidico que incluye al menos un lipido, tal
como un compuesto segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1)), (I1a), (11), (llla), (IV), (17-1), (19-1), (19-
11), (20-1) y (21-1) como se describe en esta invenciéon. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una
composicién de nanoparticulas puede incluir un componente lipidico que incluye uno de los Compuestos 1 a
88, Compuestos 17-1 a 17-13, Compuestos 19-1 a 19-6, Compuestos 20-1 a 20-25 y Compuestos 21-1 a 21-
6. Las composiciones de nanoparticulas también pueden incluir una variedad de otros componentes. Por
ejemplo, el componente lipidico de una composicién de nanoparticulas puede incluir uno o mas lipidos
adicionales ademés de un lipido segln una de las férmulas (1), (Ia1)-(1a6), (Ib), (1), (lla), (III), (1lla), (IV), (17-1),
(19-1), (19-11), (20-1) y (21-1).

Lipidos catidnicos/ionizables

Una composicién de nanoparticulas puede incluir uno o mas lipidos catiénicos y/o ionizables (por ejemplo,
lipidos que pueden tener una carga positiva o parcial positiva a pH fisiolégico) ademas de un lipido segun una
de las formulas (1), (la1)-(la8), (Ib), (1), (lla), (1)), (llla), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1). Los lipidos
catibnicos y/o ionizables se pueden seleccionar de entre el grupo no limitativo que consiste en 3-
(didodecilamino)-N1,N1,4-tridodecil-1-piperazinaetanamina  (KL10), N1-[2-(didodecilamino)etil]-N1,N4,N4-
tridodecil-1,4-piperazinadietanamina (KL22), 14,25-ditridecil-15,18,21,24-tetraaza-octatriacontano (KL25), 1,2-
dilinoleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DLin-DMA), 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminometil-[1,3]-dioxolano (DLin-K-
DMA), 4-(dimetilamino)butanoato de heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo (DLin-MC3-DMA), 2,2-dilinoleil-4-
(2-dimetilaminoetil)-[1,3]-dioxolano (DLin-KC2-DMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DODMA), 2-({8-
[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N, N-dimetil-3-{(9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-iloxi]propan-1-amina (Octil-
CLinDMA), (2R)-2-({8-[(3B)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N, N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxilJpropan-1-amina  (Octil-CLINDMA  (2R)), (2S)-2-({8-{(3pB)-colest-5-en-3-iloxi]octil}oxi)-N, N-dimetil-3-
[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propan-1-amina (Octil-CLinDMA (25)),
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(es decir, (12Z,152)-N,N-dimetil-2-nonilhenicosa-12,15-dien-1-amina) y

e

(es decir, N,N-dimetil-1-{(1S,2R)-2-octilciclopropil}heptadecan-8-amina).

Ademas de estos, un lipido catiénico también puede ser un lipido que incluye un grupo amina ciclico. Los
lipidos catidnicos y/o ionizables adicionales que son adecuados para las formulaciones y los procedimientos
descritos en esta invencién incluyen los descritos en los documentos W02015199952, W02016176330 y
W0O2015011633.

Lipidos PEG

El componente lipidico de una composicién de nanoparticulas puede incluir uno o mas lipidos PEG o
modificados con PEG. Dichas especies pueden denominarse alternativamente lipidos PEGilados. Un lipido
PEG es un lipido modificado con polietilenglicol. Un lipido PEG se puede seleccionar de entre el grupo no
limitativo que consiste en fosfatidiletanolaminas modificadas con PEG, acidos fosfatidicos modificados con
PEG, ceramidas modificadas con PEG, dialquilaminas modificadas con PEG, diacilgliceroles modificados con
PEG, dialquilgliceroles modificados con PEG y mezclas de los mismos. Por ejemplo, un lipido PEG puede ser
PEG-c-DOMG, PEG-DMG, PEG-DLPE, PEG-DMPE, PEG-DPPC o un lipido PEG-DSPE.

Lipidos estructurales

El componente lipidico de una composiciéon de nanoparticulas puede incluir uno o mas lipidos estructurales.
Los lipidos estructurales se pueden seleccionar de entre el grupo que consiste en, pero sin limitarse a,
colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol, brasicasterol, tomatidina, tomatina,
acido ursdlico, alfa-tocoferol y mezclas de los mismos. En determinadas realizaciones, el lipido estructural es
colesterol. En algunas realizaciones, el lipido estructural incluye colesterol y un corticosteroide (tal como
prednisolona, dexametasona, prednisona e hidrocortisona), 0 una combinacién de los mismos.

Fosfolipidos

El componente lipidico de una composiciéon de nanoparticulas puede incluir uno o mas fosfolipidos, tales como
uno o mas lipidos (poli)insaturados. Los fosfolipidos pueden ensamblarse en una o més bicapas lipidicas. En
general, los fosfolipidos pueden incluir un resto de fosfolipido y uno o mas restos de &cidos grasos. Por ejemplo,
un fosfolipido puede ser un lipido segln la férmula (V)

© (V).

en la que Rp representa un resto de fosfolipido y R1 y R2 representan restos de acidos grasos con o sin
insaturacidén que pueden ser iguales o diferentes. Un resto de fosfolipido puede seleccionarse de entre el grupo
no limitativo que consiste en fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil glicerol, fosfatidil serina, acido
fosfatidico, 2-lisofosfatidil colina y una esfingomielina. Un resto de acido graso puede seleccionarse de entre
el grupo no limitativo que consiste en acido laurico, acido miristico, acido miristoleico, acido palmitico, acido
palmitoleico, acido estearico, acido oleico, 4cido linoleico, acido alfa-linolénico, &cido ertcico, acido fitanico,
acido araquidico, acido araquidénico, acido eicosapentaenoico, acido behénico, acido docosapentaenoico y
acido docosahexaenoico. También se contemplan especies no naturales que incluyen especies naturales con
modificaciones y sustituciones que incluyen ramificacién, oxidacién, ciclacién y alquinos. Por ejemplo, un
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fosfolipido puede funcionalizarse o reticularse con uno o mas alquinos (por ejemplo, un grupo alquenilo en el
que uno o mas dobles enlaces se reemplazan con un triple enlace). En condiciones de reaccién adecuadas,
un grupo alquino puede someterse a una cicloadicidn catalizada por cobre tras la exposicién a un azida. Dichas
reacciones pueden ser utiles en la funcionalizacién de una bicapa lipidica de una composicién de
nanoparticulas para facilitar la permeacién de la membrana o el reconocimiento celular o en la conjugacién de
una composicién de nanoparticulas con un componente Util tal como un resto de direccionamiento o formacién
de imagenes (por ejemplo, un tinte).

Los fosfolipidos utiles en las composiciones y procedimientos descritos en esta invencién se pueden
seleccionar de entre el grupo no limitativo que consiste en 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina  (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina  (18:0 Diéter PC), 1-oleoil-2-
colesterilhemisuccinoil-sn-glicero-3-fosfocolina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina (C16 Liso
PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina,1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-
didocosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diftanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16.0 PE)1,2-
diestearoi1-sn-glicero-3-fosfoetanolamina,1,2-dilinoleci1-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoi1-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina,1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-didocosahexaenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina,sal sédica de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) (DOPG) vy
esfingomielina.

En determinadas realizaciones, una composicién de nanoparticulas incluye DSPC. En determinadas
realizaciones, una composicién de nanoparticulas incluye DOPE. En algunas realizaciones, una composicion
de nanoparticulas incluye tanto DSPC como DOPE.

Adyuvantes

En algunas realizaciones, una composiciéon de nanoparticulas que incluye uno o més lipidos descritos en esta
invencién puede incluir ademés uno o més adyuvantes, por ejemplo, adyuvante de lipidos de glucopiranosilo
(GLA), oligodesoxinucledtidos CpG (por ejemplo, clase A o B), poli(l:C), hidréxido de aluminio y Pam3CSK4.

Agentes terapéuticos

Las composiciones de nanoparticulas pueden incluir uno 0 més agentes terapéuticos y/o profilacticos. La
descripcién presenta procedimientos para administrar un agente terapéutico y/o profilactico a una célula u
o6rgano de mamifero, producir un polipéptido de interés en una célula de mamifero y tratar una enfermedad o
trastorno en un mamifero que lo necesita que comprende administrar a un mamifero y/o poner en contacto una
célula de mamifero con una composicién de nanoparticulas que incluye un agente terapéutico y/o profilactico.

Los agentes terapéuticos y/o profilacticos incluyen sustancias biol6gicamente activas y se denominan
alternativamente "agentes activos". Un agente terapéutico y/o profilactico puede ser una sustancia que, una
vez administrada a una célula u 6rgano, produce un cambio deseable en la célula, 6rgano u otro tejido o sistema
corporal. Dichas especies pueden ser Utiles en el tratamiento de una o mas enfermedades, trastornos o
afecciones. En algunas realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es un farmaco de molécula
pequefia Util en el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccidn particular. Los ejemplos de farmacos
utiles en las composiciones de nanoparticulas incluyen, pero sin limitarse a, agentes antineoplasicos (por
ejemplo, vincristina, doxorrubicina, mitoxantrona, camptotecina, cisplatino, bleomicina, ciclofosfamida,
metotrexato y estreptozotocina), agentes antitumorales (por ejemplo, actinomicina D, vincristina, vinblastina,
arabinésido de citosina, antraciclinas, agentes alquilantes, compuestos de platino, antimetabolitos y analogos
de nucleésidos, tales como metotrexato y analogos de purina y pirimidina), agentes antiinfecciosos,
anestésicos locales (por ejemplo, dibucaina y clorpromazina), bloqueadores beta-adrenérgicos (por ejemplo,
propranolol, timolol y labetol), agentes antihipertensivos (por ejemplo, clonidina e hidralazina), agentes
antidepresivos (por ejemplo, imipramina, amitriptilina y doxepina), anticonvulsivos (por ejemplo, fenitoina),
antihistaminas (por ejemplo, difenhidramina, clorfeniramina y prometazina), agentes
antibiéticos/antibacterianos (por ejemplo, gentamicina, ciprofloxacina y cefoxitina), agentes antifingicos (por
ejemplo, miconazol, terconazol, econazol, isoconazol, butaconazol, clotrimazol, itraconazol, nistatina, naftifina
y anfotericina B), agentes antiparasitarios, hormonas, antagonistas de hormonas, inmunomoduladores,
antagonistas de neurotransmisores, agentes antiglaucoma, vitaminas, narcéticos y agentes de formacién de
imagenes.

En algunas realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es una citotoxina, un ion radiactivo, un agente
quimioterapéutico, una vacuna, un compuesto que provoca una respuesta inmunitaria y/u otro agente
terapéutico y/o profilactico. Una citotoxina o agente citotéxico incluye cualquier agente que pueda ser perjudicial
para las células. Los ejemplos incluyen, pero sin limitarse a, taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidio, emetina, mitomicina, etopédsido, tenipdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina,
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daunorrubicina, dihidroxiantracenediona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, puromicina, maitansinoides, por ejemplo,
maitansinol, raquelmicina (CC-1065) y analogos u homdélogos de los mismos. Los iones radiactivos incluyen,
pero sin limitarse a, yodo (por ejemplo, yodo 125 o yodo 131), estroncio 89, fésforo, paladio, cesio, iridio,
fosfato, cobalto, itrio 90, samario 153 y praseodimio. Las vacunas incluyen compuestos y preparaciones que
son capaces de proporcionar inmunidad contra una o mas afecciones relacionadas con enfermedades
infecciosas tales como influenza, sarampién, virus del papiloma humano (VPH), rabia, meningitis, tos ferina,
tétanos, peste, hepatitis y tuberculosis y pueden incluir ARNm que codifican antigenos y/o epitopos derivados
de enfermedades infecciosas. Las vacunas también incluyen compuestos y preparaciones que dirigen una
respuesta inmunitaria contra células cancerosas y pueden incluir ARNm que codifican antigenos, epitopos y/o
neoepitopos derivados de células tumorales. Los compuestos que provocan respuestas inmunitarias pueden
incluir vacunas, corticosteroides (por ejemplo, dexametasona) y otras especies. En algunas realizaciones, una
vacuna y/o un compuesto capaz de provocar una respuesta inmunitaria se administra por via intramuscular a
través de una composicién que incluye un compuesto seguin una de las féormulas (1), (la1)-(1a8), (Ib), (1), (lla),
(1, (Ma), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1). Otros agentes terapéuticos y/o profilacticos incluyen, pero
sin limitarse a, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluorouracilo decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tiotepa clorambucilo, raquelmicina
(CC-1065), melfaldn, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino (Il) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo,
daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo, dactinomicina
(anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)) y agentes antimitéticos (por
ejemplo, vincristina, vinblastina, taxol y maitansinoides).

En otras realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es una proteina. Las proteinas terapéuticas utiles
en las nanoparticulas de la descripcidn incluyen, pero sin limitarse a, gentamicina, amikacina, insulina,
eritropoyetina (EPO), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor VIR, analogos de la hormona liberadora de hormona
luteinizante (LHRH), interferones, heparina, antigeno de superficie de la hepatitis B, vacuna contra la fiebre
tifoidea y vacuna contra el célera.

Polinucledtidos y &cidos nucleicos

En algunas realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es un polinucleétido o acido nucleico (por
ejemplo, &cido ribonucleico o acido desoxirribonucleico). El término "polinucleétido”, en su sentido mas amplio,
incluye cualquier compuesto y/o sustancia que sea o pueda ser incorporada en una cadena de oligonucledtidos.
Los polinucleétidos ejemplares para su uso segun la presente descripcion incluyen, pero sin limitarse a, uno o
mas de acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) que incluye ARNm mensajero (ARNm),
hibridos de los mismos, agentes inductores de ARNi, agentes de ARNi, ARNip, ARNhp, miARN, ARN
antisentido, ribozimas, ADN catalitico, ARN que inducen la formacidn de triple hélice, aptdmeros, vectores, etc.
En determinadas realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es un ARN. Los ARN dUtiles en las
composiciones y procedimientos descritos en esta invencién se pueden seleccionar de entre el grupo que
consiste en, pero sin limitarse a, shortmers, antagomirs, antisentido, ribozimas, ARN interferente pequefio
(ARNip), ARN interferente asimétrico (ARNia), microARN (miARN), ARN de Dicer sustrato (ARNds), ARN de
horquilla pequefia (ARNhp), ARN de transferencia (ARNt), ARN mensajero (ARNm) y mezclas de los mismos.
En determinadas realizaciones el ARN es un ARNm.

En determinadas realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es un ARNm. Un ARNm puede codificar
cualquier polipéptido de interés, incluyendo cualquier polipéptido de origen natural o no natural o modificado
de cualquier otra manera. Un polipéptido codificado por un ARNm puede ser de cualquier tamafio y puede
tener cualquier estructura o actividad secundaria. En algunas realizaciones, un polipéptido codificado por un
ARNmM puede tener un efecto terapéutico cuando se expresa en una célula.

En otras realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es un ARNip. Un ARNip puede ser capaz de
inactivar o reducir selectivamente la expresién de un gen de interés. Por ejemplo, se podria seleccionar un
ARNip para silenciar un gen asociado con una enfermedad, trastorno o afeccién en particular tras la
administracién a un sujeto que lo necesita de una composicién de nanoparticulas que incluye el ARNip. Un
ARNip puede comprender una secuencia que es complementaria a una secuencia de ARNm que codifica un
gen o proteina de interés. En algunas realizaciones, el ARNip puede ser un ARNip inmunomodulador.

En algunas realizaciones, un agente terapéutico y/o profilactico es un ARNhp o un vector o plasmido que lo
codifica. Un ARNhp puede producirse dentro de una célula diana tras la administracién de una construccién
adecuada al nucleo. Las construcciones y mecanismos relacionados con el ARNhp son bien conocidos en las
técnicas pertinentes.

Los é&cidos nucleicos y polinucleétidos utiles o adecuados para los compuestos y procedimientos de la
descripcién incluyen tipicamente una primera regién de nucleésidos enlazados que codifican un polipéptido de
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interés (por ejemplo, una regién codificante), una primera regién flanqueante ubicada en el extremo 5' de la
primera regién (por ejemplo, una 5-UTR), una segunda region flanqueante ubicada en el extremo 3' de la
primera regién (por ejemplo, una 3-UTR), al menos una regién 5'-cap y una regién estabilizadora en 3'. En
algunas realizaciones, un acido nucleico o polinucleétido incluye ademas una regién poli-A o una secuencia de
Kozak (por ejemplo, en la 5-UTR). En algunos casos, los polinucleétidos pueden contener una o més
secuencias de nucledtidos intrénicos que se pueden extirpar del polinucledtido. En algunas realizaciones, un
polinucleétido o &cido nucleico (por ejemplo, un ARNm) puede incluir una estructura de cap 5', un nucleétido
de terminacién de cadena, un bucle en horquilla, una secuencia poli A y/o una sefial de poliadenilacién.
Cualquiera de las regiones de un acido nucleico puede incluir uno o mas componentes alternativos (por
ejemplo, un nuclebsido alternativo). Por ejemplo, la regién estabilizadora en 3' puede contener un nucleésido
alternativo tal como un L-nucleésido, una timidina invertida o un 2'-O-metil nucledsido y/o la regién codificante,
5-UTR, 3-UTR, o la regidén de cap puede incluir un nucledsido alternativo tal como una uridina sustituida en 5
(por ejemplo, 5-metoxiuridina), una pseudouridina sustituida en 1 (por ejemplo, 1-metil-pseudouridina o 1-etil-
pseudouridina), y/o una citidina sustituida en 5 (por ejemplo, 5-metil-citidina).

Generalmente, la longitud méas corta de un polinucledtido puede ser la longitud de la secuencia de
polinucleétidos que es suficiente para codificar un dipéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un tripéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un tetrapéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un pentapéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un hexapéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un heptapéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un octapéptido. En otra realizacion, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un nonapéptido. En otra realizacién, la longitud de la secuencia de
polinucleétidos es suficiente para codificar un decapéptido.

Los ejemplos de dipéptidos que las secuencias de polinucleétidos alternativos pueden codificar incluyen, pero
sin limitarse a, camosina y anserina.

En algunos casos, un polinucleétido tiene mas de 30 nucleétidos de longitud. En otra realizacidn, la molécula
de polinucleétido tiene més de 35 nucleétidos de longitud. En otra realizacién, la longitud es de al menos 40
nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 45 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 55 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 50 nucleétidos. En otra realizacién,
la longitud es de al menos 60 nucleétidos. En ofra realizacién, la longitud es de al menos 80 nucleétidos. En
otra realizacién, la longitud es de al menos 90 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 100
nucleétidos. En otra realizaciédn, la longitud es de al menos 120 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 140 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 160 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 180 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 200
nucleétidos. En otra realizaciédn, la longitud es de al menos 250 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 300 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 350 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 400 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 450
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 500 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 600 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 700 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 800 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 900
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 1100 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1200 nucledtidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 1300 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1400
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1500 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 1600 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 1800 nucledtidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 2000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 2500
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 3000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 4000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 5000 nucleétidos, o mayor
que 5000 nucledtidos.

Los acidos nucleicos y polinucleétidos pueden incluir uno o mas componentes de origen natural, que incluyen
cualquiera de los nucleétidos candnicos A (adenosina), G (guanosina), C(citosina), U (uridina) o T (timidina).
En una realizacion, todos o sustancialmente todos los nucleétidos que comprenden (a) la 5'-UTR, (b) el marco
de lectura abierto (ORF), (¢) la 3'-UTR, (d) la cola poli A, y cualquier combinacién de (a, b, ¢, o d anteriores)
comprenden nucleétidos canénicos de origen natural A (adenosina), G (guanosina), C (citosina), U (uridina) o
T (timidina).

Los acidos nucleicos y polinucleétidos pueden incluir uno 0 méas componentes alternativos, como se describe
en esta invencién, que transmiten propiedades Utiles que incluyen una mayor estabilidad y/o la falta de una
induccién sustancial de la respuesta inmunitaria innata de una célula en la que se introduce el polinucleétido.
Por ejemplo, un polinucledtido o &cido nucleico alternativo presenta degradacién reducida en una célula en la
que se introduce el polinucleétido o 4cido nucleico, con respecto a un polinucleétido o &cido nucleico inalterado
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correspondiente. Estas especies alternativas pueden mejorar la eficiencia de la produccién de proteinas, la
retencién intracelular de los polinucleétidos y/o la viabilidad de las células en contacto, ademéas de poseer
inmunogenicidad reducida.

Los polinucleétidos y acidos nucleicos pueden ser de origen natural o no natural. Los polinucleétidos y acidos
nucleicos pueden incluir una 0 mas nucleobases, nucledsidos, nucleétidos modificados (por ejemplo, alterados
o alternativos) o combinaciones de los mismos. Los &cidos nucleicos y polinucleétidos Utiles en la composicién
de nanoparticulas descrita en esta invencién pueden incluir cualquier modificacién o alteracién util, tal como a
la nucleobase, el azlcar o el enlace internucleosidico (por ejemplo, a un fosfato de enlace/a un enlace de
fosfodiéster/a la cadena principal de fosfodiéster). En determinadas realizaciones, las alteraciones (por
ejemplo, una o més alteraciones) estédn presentes en cada una de la nucleobase, el azucar y el enlace
internucleosidico. Las alteraciones segln la presente descripcion pueden ser alteraciones de acidos
ribonucleicos (ARN) a acidos desoxirribonucleicos (ADN), por ejemplo, la sustitucién del 2'-OH del anillo
ribofuranosilo a 2'-H, acidos nucleicos de treosa (TNA), acidos nucleicos de glicol (GNA), acidos nucleicos
peptidicos (PNA), acidos nucleicos bloqueados (LNA) o hibridos de los mismos. En esta invencidn se describen
alteraciones adicionales.

Los polinucleétidos y acidos nucleicos pueden alterarse o no uniformemente a lo largo de toda la longitud de
la molécula. Por ejemplo, uno o mas o todos los tipos de nucleétido (por ejemplo, purina o pirimidina, o
cualquiera o mas o la totalidad de A, G, U, C) pueden o no alterarse de manera uniforme en un polinucleétido
o acido nucleico, o0 en una regién de secuencia predeterminada dada del mismo. En algunos aspectos, todos
los nucleétidos X en un polinucleétido (o en una regién de secuencia dada del mismo) se alteran, donde X
puede cualquiera de los nucledtidos A, G, U, C, o cualquiera de las combinaciones A+G, A+U, A+C, G+U, G+C,
U+C, A+G+U, A+G+C, G+U+C o A+G+C.

Pueden existir diferentes alteraciones de azucar y/o enlaces internucleosidicos (por ejemplo, estructuras de
cadena principal) en diversas posiciones en un polinucleétido. Un experto en la materia apreciard que los
analogos de nucleétidos u otra(s) alteracién(es) pueden estar ubicados en cualquier posicién o posiciones de
un polinucleétido de modo que la funcién del polinucleétido no disminuya sustancialmente. Una alteracion
también puede ser una alteracién terminal 5' o 3'. En algunas realizaciones, el polinucledtido incluye una
alteracion en el extremo 3'. El polinucleétido puede contener de alrededor del 1 % a alrededor del 100 % de
nucledétidos alternativos (ya sea en relacidén con el contenido de nucledtidos total, o en relacién con uno o méas
tipos de nucledtidos, es decir, uno cualquiera o mas de A, G, U o C) o cualquier porcentaje intermedio (por
ejemplo, del 1 % al 20 %, del 1 % al 25 %, del 1 % al 50 %, del 1 % al 60 %, del 1 % al 70 %, del 1 % al 80 %,
del 1 % al 90 %, del 1 % al 95 %, del 10 % al 20 %, del 10 % al 25 %, del 10 % al 50 %, del 10 % al 60 %, del
10 % al 70 %, del 10 % al 80 %, del 10 % al 90 %, del 10 % al 95 %, del 10 % al 100 %, del 20 % al 25 %, del
20 % al 50 %, del 20 % al 60 %, del 20 % al 70 %, del 20 % al 80 %, del 20 % al 90 %, del 20 % al 95 %, del
20 % al 100 %, del 50 % al 60 %, del 50 % al 70 %, del 50 % al 80 %, del 50 % al 90 %, del 50 % al 95 %, del
50 % al 100 %, del 70 % al 80 %, del 70 % al 90 %, del 70 % al 95 %, del 70 % al 100 %, del 80 % al 90 %, del
80 % al 95 %, del 80 % al 100 %, del 90 % al 95 %, del 90 % al 100 % y del 95 % al 100 %). Se entendera que
cualquier porcentaje restante se explica por la presencia de un nucleétido canénico (por ejemplo, A, G, U o C).

Los polinucleétidos pueden contener como minimo cero y como maximo el 100 % de nucleétidos alternativos,
o cualquier porcentaje intermedio, tal como al menos el 5 % de nucleétidos alternativos, al menos el 10 % de
nucleétidos alternativos, al menos el 25 % de nucleétidos alternativos, al menos el 50 % de nucleétidos
alternativos, al menos el 80 % de nucleétidos alternativos o al menos el 90 % de nucleétidos alternativos. Por
ejemplo, los polinucleétidos pueden contener una pirimidina alternativa tal como un uracilo o citosina
alternativos. En algunas realizaciones, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 25 %, al menos el 50
%, al menos el 80 %, al menos el 90 % o el 100 % del uracilo en un polinucleétido se reemplaza con un uracilo
alternativo (por ejemplo, un uracilo sustituido en 5). El uracilo alternativo puede reemplazarse por un compuesto
que tiene una Unica estructura, o puede reemplazarse por una pluralidad de compuestos que tienen diferentes
estructuras (por ejemplo, 2, 3, 4 0 mas estructuras Unicas). En algunos aspectos, al menos el 5 %, al menos el
10 %, al menos el 25 %, al menos el 50 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o el 100 % de la citosina en el
polinucleétido se reemplaza con una citosina alternativa (por ejemplo, una citosina sustituida en 5). La citosina
alternativa puede reemplazarse por un compuesto que tiene una Unica estructura, o puede reemplazarse por
una pluralidad de compuestos que tienen diferentes estructuras (por ejemplo, 2, 3, 4 0 més estructuras Unicas).

En algunos aspectos, los acidos nucleicos no inducen sustancialmente una respuesta inmunitaria innata de
una célula en la que se introduce el polinucledtido (por ejemplo, ARNm). Las caracteristicas de una respuesta
inmunitaria innata inducida incluyen 1) mayor expresion de citocinas proinflamatorias, 2) activacién de PRR
intracelulares (RIG-1, MDAS, etc., y/o 3) terminacién o reduccién en la traduccién de proteinas.

Los é&cidos nucleicos pueden incluir opcionalmente otros agentes (por ejemplo, agentes inductores de ARNi,
agentes de ARNi, ARNip, ARNhp, miARN, ARN antisentido, ribozimas, ADN catalitico, ARNt, ARN que inducen
la formacién de triple hélice, aptdmeros y vectores). En algunas realizaciones, los acidos nucleicos pueden
incluir uno o més ARN mensajeros (ARNmM) que tienen uno o més nucledsidos o nucleébtidos alternativos (es
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decir, moléculas de ARNm alternativas).

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico (por ejemplo, ARNm), férmula, composiciéon o
procedimiento asociado con la misma comprende uno o més polinucleétidos que comprenden caracteristicas
tal como se describen en los documentos WO02002/098443, WO2003/051401, WO2008/052770,
WO02009127230, WO02006122828, W0O2008/083949, WO2010088927, W0O2010/037539, WO2004/004743,
WO02005/016376, WO2006/024518, WO2007/095976, WO2008/014979, WO2008/077592, WO2009/030481,
WO02009/095226, WO2011069586, WO2011026641, WO2011/144358, W0O2012019780, W0O2012013326,
W02012089338, W02012113513, WO02012116811, WO02012116810, W0O2013113502, W0O2013113501,
WO02013113736, W0O2013143698, WO2013143699, WO2013143700, WO2013/120626, WO2013120627,
W02013120628, W0O2013120629, WO2013174409, WO2014127917, WO2015/024669, WO2015/024668,
W0O2015/024667, WO2015/024665, WO2015/024666, WO2015/024664, WO2015101415, WO2015101414,
W02015024667, WO2015062738, WO2015101416.

Alternativas de nucleobases

Los nucleésidos y nucledtidos alternativos pueden incluir una nucleobase alternativa. Una nucleobase de un
acido nucleico es una base organica tal como una purina o pirimidina o un derivado de las mismas. Una
nucleobase puede ser una base canédnica (por ejemplo, adenina, guanina, uracilo, timina y citosina). Estas
nucleobases se pueden alterar o reemplazar completamente para proporcionar moléculas de polinucleétidos
que tienen propiedades mejoradas, por ejemplo, mayor estabilidad tal como resistencia a nucleasas. Las bases
no candnicas o modificadas pueden incluir, por ejemplo, una o més sustituciones o modificaciones que
incluyen, pero sin limitarse a sustituciones alquilo, arilo, halo, oxo, hidroxilo, alquiloxi y/o tio; uno o mas anillos
fusionados o abiertos; oxidacién; y/o reduccién.

El apareamiento de bases de nucledtidos alternativos abarca no solo los pares de bases estdndar adenina-
timina, adenina-uracilo o guanina-citosina, sino también pares de bases formados entre nucleétidos y/o
nucleétidos alternativos, incluidas bases no estandar o alternativas, donde la disposicién de los donantes de
enlaces de hidrégeno y los aceptores de enlaces de hidrégeno permite el enlace de hidrégeno entre una base
no estandar y una base estandar o entre dos estructuras de base no estandar complementarias. Un ejemplo
de dicho apareamiento de bases no estandar es el apareamiento de bases entre la inosina y adenina, citosina
o uracilo del nucleétido alternativo.

En algunas realizaciones, la nucleobase es un uracilo alternativo. Las nucleobases y nucledsidos ejemplares
que tienen un uracilo alternativo incluyen, pseudouridina (y), ribonucleésido piridin-4-ona, 5-aza-uracilo, 6-aza-
uracilo, 2-tio-5-aza-uracilo, 2-tio-uracilo (s2U), 4-tio-uracilo (s*U), 4-tio-pseudouridina, 2-tio-pseudouridina, 5-
hidroxi-uracilo (ho®U), 5-aminoalil-uracilo, 5-halo-uracilo (por ejemplo, 5-yodo-uracilo o 5-bromo-uracilo), 3-
metil-uracilo (m3U), 5-metoxi-uracilo (mo°U), acido uracil 5-oxiacético (cmo®U), éster metilico del acido uracil
5-oxiacético (mcmo®U), 5-carboximetil-uracilo (cm®U), 1-carboximetil-pseudouridina, 5-carboxihidroximetil-
uracilo (chmsU), éster metilico de 5-carboxihidroximetil-uracilo (mchmdU), 5-metoxicarbonilmetil-uracilo
(mem°U),  5-metoxicarbonilmetil-2-tio-uracilo  (mcm?®s2U),  5-aminometil-2-tio-uracilo  (nm5s2U),  5-
metilaminometil-uracilo (mnm®U), 5-metilaminometil-2-tio-uracilo (mnmb5s2U), 5-metilaminometil-2-seleno-
uracilo (mnm?®se2U), 5-carbamoilmetil-uracilo (ncmSU), 5-carboximetilaminometil-uracilo (cmnmdU), 5-
carboximetilaminometil-2-tio-uracilo (cmnm®s2U), 5-propinil-uracilo, 1-propinil-pseudouracilo, 5-taurinometil-
uracilo (1m®U), 1-taurinometil-pseudouridina, 5-taurinometil-2-tio-uracilo (rm®s?U), 1-taurinometil-4-tio-
pseudouridina, 5-metil-uracilo (m°U, es decir, que tiene la nucleobase desoxitimina), 1-metil-pseudouridina
(m'y), 1-etil-pseudouridina (Et'y), 5-metil-2-tio-uracilo (m3s2U), 1-metil-4-tio-pseudouridina (m's*y), 4-tio-1-
metil-pseudouridina, 3-metil-pseudouridina (mPy), 2-tio-1-metil-pseudouridina, 1-metil-1-deaza-pseudouridina,
2-tio-1-metil-1-deaza-pseudouridina, dihidrouracilo (D), dihidropseudouridina, 5,6-dihidrouracilo, 5-metil-
dihidrouracilo (m°D), 2-tio-dihidrouracilo, 2-tio-dihidropseudouridina, 2-metoxi-uracilo, 2-metoxi-4-tio-uracilo, 4-
metoxi-pseudouridina, 4-metoxi-2-tio-pseudouridina, N1-metil-pseudouridina, 3-(3-amino-3-
carboxipropil)uracilo (acpiU), 1-metil-3-(3-amino-3-carboxipropil)pseudouridina (acpiy), 5-
(isopentenilaminometil)uracilo (inm°U), 5-(isopentenilaminometil)-2-tio-uracilo (inm®s2U), 5,2'-O-dimetil-uridina
(mPUm), 2-tio-2'-O-metil-uridina (s2Um), 5-metoxicarbonilmetil-2'-O-metil-uridina (mecm®Um), 5-carbamoilmetil-
2'-O-metil-uridina (ncm®Um), 5-carboximetilaminometil-2'-O-metil-uridina (cmnm®Um), 3,2'-O-dimetil-uridina
(mPUm), y 5-(isopentenilaminometil)-2'-O-metil-uridina  (inm°Um), 1-tio-uracilo, desoxitimidina, 5-(2-
carbometoxivinil)-uracilo, 5-(carbamoilhidroximetil)-uracilo, 5-carbamoilmetil-2-tio-uracilo, 5-carboximetil-2-
tiouracilo, 5-cianometil-uracilo, 5-metoxi-2-tio-uracilo y 5-[3-(1-E-propenilamino)]uracilo.

En algunas realizaciones, la hucleobase es una citosina alternativa. Las nucleobases y nucleésidos ejemplares
que tienen una citosina alternativa incluyen 5-aza-citosina, 6-aza-citosina, pseudoisocitidina, 3-metil-citosina
(m3C), N4-acetil-citosina (ac4C), 5-formil-citosina (f5C), N4-metil-citosina (m4C), 5-metil-citosina (m5C), 5-
halo-citosina (por ejemplo, 5-yodo-citosina), 5-hidroximetil-citosina (hm5C), 1-metil-pseudoisocitidina, pirrolo-
citosina, pirrolo-pseudoisocitidina, 2-tio-citosina (s2C), 2-tio-5-metil-citosina, 4-tio-pseudoisocitidina, 4-tio-1-
metil-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-1-deaza-pseudoisocitidina, 1-metil-1-deaza-pseudoisocitidina, zebularina,
5-aza-zebularina, 5-metil-zebularina, 5-aza-2-tio-zebularina, 2-tio-zebularina, 2-metoxi-citosina, 2-metoxi-5-
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metil-citosina, 4-metoxi-pseudoisocitidina, 4-metoxi-1-metil-pseudoisocitidina, lisidina (k2C), 5,2'-O-dimetil-
citidina (m5Cm), N4-acetil-2'-O-metil-citidina (ac4Cm), N4,2'-O-dimetil-citidina (m4Cm), 5-formil-2'-O-metil-
citidina (f5Cm), N4,N4,2'-O-trimetil-citidina (m42Cm), 1-tio-citosina, 5-hidroxi-citosina, 5-(3-azidopropil)-citosina
y 5-(2-azidoetil)-citosina.

En algunas realizaciones, la nucleobase es una adenina alternativa. Las nucleobases y nucleésidos ejemplares
que tienen una adenina alternativa incluyen 2-amino-purina, 2,6-diaminopurina, 2-amino-6-halo-purina (por
ejemplo, 2-amino-6-cloro-purina), 6-halo-purina (por ejemplo, 6-cloro-purina), 2-amino-6-metil-purina, 8-azido-
adenina, 7-deaza-adenina, 7-deaza-8-azaadenina, 7-deaza-2-amino-purina, 7-deaza-8-aza-2-amino-purina, 7-
deaza-2,6-diaminopurina, 7-deaza-8-aza-2,6-diaminopurina, 1-metil-adenina (m1A), 2-metil-adenina (m2A),
N6&-metil-adenina (mBA), 2-metiltio-N6-metil-adenina (ms2m6A), N6-isopentenil-adenina (iBA), 2-metiltio-N6-
isopentenil-adenina (ms2i6A), N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenina (i0BA), 2-metiltio-N6-(cis-
hidroxiisopentenil)adenina (ms2io6A), N6-glicinilcarbamoil-adenina (g6A), N6-treonilcarbamoil-adenina (t6A),
N6&-metil-N6-treonilcarbamoil-adenina (m6t6A), 2-metiltio-N6-treonilcarbamoil-adenina (ms2g6A), N6,N6-
dimetil-adenina (m62A), NB6-hidroxinorvalilcarbamoil-adenina (hn6A), 2-metiltio-N6-hidroxinorvalilcarbamoil-
adenina (ms2hn6A), N6-acetil-adenina (ac6A), 7-metil-adenina, 2-metiltio-adenina, 2-metoxi-adenina, N§,2'-O-
dimetil-adenosina (mBAm), N6 ,N6,2'-O- trimetil-adenosina (m62Am), 1,2'-O-dimetil-adenosina (m1Am), 2-
amino-N6-metil-purina, 1-tio-adenina, 8-azido-adenina, N6-(19-amino-pentaoxanonadecil)-adenina, 2,8-
dimetil-adenina, N6-formil-adenina y N6-hidroximetil-adenina.

En algunas realizaciones, la nucleobase es una guanina alternativa. Las nucleobases y nucleésidos ejemplares
que tienen una guanina alternativa incluyen inosina (l), 1-metil-inosina (m1l), wiosina (imG), metilwiosina
(MmimG), 4-demetil-wiosina (imG-14), isowiosina (imG2), wibutosina (yW), peroxiwibutosina (02yW),
hidroxiwibutosina (OHyW), hidroxiwibutosina submodificada (OHyW'), 7-deaza-guanina, queuosina (Q),
epoxiqueuosina (0Q), galactosil-queuosina (galQ), manosil-queuosina (manQ), 7-ciano-7-deaza-guanina
(preQ0), 7-aminometil-7-deaza-guanina (preQ1), arqueosina (G+), 7-deaza-8-aza-guanina, 6-tio-guanina, 6-
tio-7-deaza-guanina, 6-tio-7-deaza-8-aza-guanina, 7-metil-guanina (m7G), 6-tio-7-metil-guanina, 7-metil-
inosina, 6-metoxi-guanina, 1-metil-guanina (M1G), N2-metil-guanina (m2G), N2,N2-dimetil-guanina (m22G),
N2, 7-dimetil-guanina (m2,7G), N2,N2,7-dimetil-guanina (m2,2,7G), 8-oxo-guanina, 7-metil-8-oxo-guanina, 1-
metil-6-tioguanina, N2-metil-6-tio-guanina, N2 ,N2-dimetil-6-tio-guanina, N2-metil-2'-O-metil- guanosina
(M2Gm), N2, N2-dimetil-2'-O-metil-guanosina (m22Gm), 1-metil-2'-O-metil-guanosina (m1Gm), N2,7-dimetil-2'-
O-metil-guanosina (m2,7Gm), 2'-O-metil-inosina (Im), 1,2'-O-dimetil-inosina (m1Im), 1-tio-guanina y O-6-metil-
guanina.

La nucleobase alternativa de un nucleétido puede ser independientemente una purina, una pirimidina, un
analogo de purina o de pirimidina. Por ejemplo, la nucleobase puede ser una alternativa a la adenina, citosina,
guanina, uracilo o hipoxantina. En otra realizacién, la nucleobase también puede incluir, por ejemplo, derivados
sintéticos y de origen natural de una base, que incluyen pirazolo[3,4-d]pirimidinas, 5-metilcitosina (5-me-C), 5-
hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados alquilo de adenina y
guanina, 2-propilo y otros derivados alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-
propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo (por
ejemplo, 8-bromo), 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo,
en particular 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas sustituidos en 5, 7-metilguanina y 7-
metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, deazaguanina, 7-deazaguanina, 3-deazaguanina, deazaadenina,
7-deazaadenina, 3-deazaadenina, pirazolo[3,4-d]pirimidina, imidazo[1,5-a]1,3,5 triazinonas, 9-deazapurinas,
imidazo[4,5-d]pirazinas, tiazolo[4,5-d]pirimidinas, pirazin-2-onas, 1,2,4-triazina, piridazina; o 1,3,5 triazina.
Cuando los nucleétidos se representan usando la abreviatura A, G, C, T o U, cada letra se refiere a la base
representativa y/o derivados de la misma, por ejemplo, A incluye adenina o analogos de adenina, por ejemplo,
7-deaza adenina).

Alteraciones en el aztcar

Los nucleésidos incluyen una molécula de azucar (por ejemplo, un azlcar de 5 carbonos o 6 carbonos, tal
como pentosa, ribosa, arabinosa, xilosa, glucosa, galactosa o un derivado desoxi de las mismas) en
combinacién con una nucleobase, mientras que los nucleétidos son nucledsidos que contienen un nucledsido
y un grupo fosfato o grupo alternativo (por ejemplo, boranofosfato, tiofosfato, selenofosfato, fosfonato, grupo
alquilo, amidato y glicerol). Un nucleésido o nucleétido puede ser una especie canénica, por ejemplo, un
nucleésido o nucleétido que incluye una nucleobase canénica, azlcar y, en el caso de nucleétidos, un grupo
fosfato, o puede ser un nucleésido o nucleétido alternativo que incluye uno o mas componentes alternativos.
Por ejemplo, los nucleésidos y nucleétidos alternativos pueden alterarse en el azlcar del nucleésido o
nucleétido. En algunas realizaciones, los nucleésidos o nucleétidos alternativos incluyen la estructura:
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En cada una de las Férmulas VI, VII, VIl y IX,
cada uno de my n es independientemente, un nimero entero de 0 a 5,

cada uno de U y U' independientemente, es O, S, N(RY)nu 0 C(RY)ny, donde nu es un ndimero enterode 0 a2y
cada RY es, independientemente, H, halo o alquilo opcionalmente sustituido;

cada uno de R", R, R"™ R?, R', R?, R® R*y RS es, independientemente, si esta presente, H, halo, hidroxi,
tiol, alquilo opcionalmente sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, alqueniloxi opcionalmente sustituido,
alquiniloxi opcionalmente sustituido, aminoalcoxi opcionalmente sustituido, alcoxialcoxi opcionalmente
sustituido, hidroxialcoxi opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido, azido, arilo opcionalmente
sustituido, aminoalquilo opcionalmente sustituido, aminoalquenilo opcionalmente sustituido, aminoalquinilo
opcionalmente sustituido o esta ausente; donde la combinacion de R con uno o mas de R”, R" R?, R? o RS,
(por ejemplo, la combinacion de R y R®, la combinacion de R y R3, la combinacién de R? y R3, la combinacién
de R?"y R3 0 la combinacion de R® y R®) pueden unirse entre si para formar alquileno opcionalmente sustituido
o heteroalquileno opcionalmente sustituido y, tomados junto con los carbonos a los que estan unidos,
proporcionan un heterociclilo opcionalmente sustituido (por ejemplo, un heterociclilo biciclico, triciclico o
tetraciclico); donde la combinacion de R® con uno o mas de R”, R",R?, R? (por ejemplo, la combinacion de
R" y R5 la combinacion de R™ y RS, la combinacion de R? y RS, o la combinacion de R?'y R%) pueden unirse
entre si para formar alquileno opcionalmente sustituido o heteroalquileno opcionalmente sustituido y, tomados
junto con los carbonos a los que estan unidos, proporcionan un heterociclilo opcionalmente sustituido (por
ejemplo, un heterociclilo ciclico, triciclico o tetraciclico); y donde la combinacion de R* y uno o mas de R",
R" R?, R?, R3 o R® puede unirse entre si para formar alquileno opcionalmente sustituido o heteroalquileno
opcionalmente sustituido y, tomados junto con los carbonos a los que estdn unidos, proporcionan un
heterociclilo opcionalmente sustituido (por ejemplo, un heterociclilo biciclico, triciclico o tetraciclico); cada uno
de m'y m" es, independientemente, un nimero entero de 0 a 3 (por ejemplo,de 0a2,de0a1,de1a3ode
1a2)

cada uno de Y' Y2 e Y3 es,independientemente, O, S, Se, -NRN'-, alquileno opcionalmente sustituido o
heteroalquileno opcionalmente sustituido, donde RY' es H, alquilo opcionalmente sustituido, alquenilo
opcionalmente sustituido, alquinilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido o esta ausente;

cada Y% es, independientemente, H, hidroxi, tiol, boranilo, alquilo opcionalmente sustituido, alquenilo
opcionalmente sustituido, alquinilo opcionalmente sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, alqueniloxi
opcionalmente sustituido, alquiniloxi opcionalmente sustituido, tioalcoxi opcionalmente sustituido, alcoxialcoxi
opcionalmente sustituido o amino opcionalmente sustituido;

cada Y® es, independientemente, O, S, Se, alquileno opcionalmente sustituido (por ejemplo, metileno) o
heteroalquileno opcionalmente sustituido; y

B es una nucleobase, ya sea modificada o no modificada. En algunas realizaciones, el grupo 2'-hidroxi (OH)
se puede modificar o reemplazar con un numero de sustituyentes diferentes. Las sustituciones ejemplares en
la posicién 2' incluyen, pero sin limitarse a, H, azido, halo (por ejemplo, fluoro), alquilo C1.6 opcionalmente
sustituido (por ejemplo, metilo); alcoxi C1.6 opcionalmente sustituido (por ejemplo, metoxi o etoxi); ariloxi Ce-10
opcionalmente sustituido; cicloalquilo Css opcionalmente sustituido; alcoxi Cie-arilo Ces.10 opcionalmente
sustituido, (heterociclil)oxi C1-12 opcionalmente sustituido; un azlcar (por ejemplo, ribosa, pentosa o cualquiera
de las descritas en esta invencion); un polietilenglicol (PEG),-O(CH2CH20)nCH2CH20R, donde R es H o alquilo
opcionalmente sustituido, y n es un nimero entero de 0 a 20 (por ejemplo, de 0 a4, de 0a 8, de 0a 10, de 0
al16,de1a4,de1a8 de1a10,de1a16,de1a20,de2a4,de2a8 de2a10 de2a16,de2a?20, de
428 ded4a10, de4a16yde 4 a20) acidos nucleicos "bloqueados" (LNA) en los que el 2'-hidroxi esta
conectado por un puente de alquileno C1.6 0 heteroalquileno C1.6 al carbono 4' del mismo azlcar ribosa, donde
los puentes ejemplares incluyen puentes metileno, propileno, éter o amino; aminoalquilo, como se define en
esta invencién; aminoalcoxi, como se define en esta invencién; amino como se define en esta invencién; y
aminoacido, como se define en esta invencién.
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Generalmente, el ARN incluye el grupo de azlcar ribosa, que es un anillo de 5 miembros que tiene un oxigeno.
Los nucleétidos alternativos no limitativos ejemplares incluyen el reemplazo del oxigeno en la ribosa (por
ejemplo, con S, Se, o alquileno, tal como metileno o etileno); la adicién de un enlace doble (por ejemplo, para
reemplazar la ribosa con ciclopentenilo o ciclohexenilo); la contraccién anular de la ribosa (por ejemplo, para
formar un anillo de 4 miembros de ciclobutano u oxetano); la expansién anular de la ribosa (por ejemplo, para
formar un anillo de 6 o 7 miembros que tiene un carbono o heteroatomo adicional, tal como para anhidrohexitol,
altritol, manitol, ciclohexanilo, ciclohexenilo y morfolino (que también tiene una cadena principal de
fosforamidato)); formas multiciclicas (por ejemplo, formas triciclo y "desbloqueadas"”, tal como acido nucleico
de glicol (GNA), R-GNA o S-GNA, donde la ribosa se reemplaza por unidades de glicol unidas a enlaces
fosfodiéster), acido nucleico de treosa (TNA, donde la ribosa se reemplaza por a-L-treofuranosil-(3'-2')), y
acido nucleico peptidico (PNA, donde los enlaces 2-amino-etil-glicina reemplazan la cadena principal de
fosfodiéster y ribosa).

En algunas realizaciones, el grupo de azlcar contiene uno 0 mas carbonos que poseen la configuracién
estereoquimica opuesta del carbono correspondiente en la ribosa. Por lo tanto, una molécula de polinucleétido
puede incluir nucleétidos que contienen, por ejemplo, arabinosa o L-ribosa, como el azlcar.

En algunas realizaciones, el polinucleétido incluye al menos un nucleésido donde el azucar es L-ribosa, 2'-O-
metil-ribosa, 2'-fluoro-ribosa, arabinosa, hexitol, un LNA o un PNA.

Alteraciones en el enlace internucleosidico

Los nucleétidos alternativos se pueden alterar en el enlace intemucleosidico (por ejemplo, cadena principal de
fosfato). En esta invencidn, en el contexto de la cadena principal del polinucleétido, los términos "fosfato" y
"fosfodiéster" se utilizan indistintamente. Los grupos fosfato de la cadena principal se pueden alterar
reemplazando uno o mas de los atomos de oxigeno con un sustituyente diferente.

Los nucledtidos alternativos pueden incluir el reemplazo total de un resto de fosfato inalterado con otro enlace
intemucleosidico tal como se describe en esta invencidn. Los ejemplos de grupos fosfato alternativos incluyen,
pero sin limitarse a, fosforotioato, fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de boranofosfato,
hidrogenofosfonatos, fosforamidatos, fosforodiamidatos, fosfonatos de alquilo o arilo y fosfotriésteres. Los
fosforoditioatos tienen ambos oxigenos no enlazantes reemplazados por azufre. El enlazador de fosfato
también se puede alterar mediante el reemplazo de un oxigeno de enlace con nitrégeno (fosforamidatos en
puente), azufre (fosforotioatos en puente) y carbono (metileno-fosfonatos en puente).

Los nucledsidos y nucleétidos alternativos pueden incluir el reemplazo de uno o mas de los éxidos que no
forman puentes con un resto de borano (BHs), azufre (tio), metilo, etilo y/o metoxi. Como un ejemplo no
limitativo, dos oxigenos que no forman puentes en la misma posicién (por ejemplo, la posicién alfa (a), beta (B)
o0 gamma (Y)) pueden reemplazarse con un azufre (tio) y un metoxi.

El reemplazo de uno o méas de los atomos de oxigeno en la posiciéon a del resto fosfato (por ejemplo, a-
tiofosfato) se proporciona para conferir estabilidad (tal como contra exonucleasas y endonucleasas) al ARN y
ADN a través de los enlaces de cadena principal de fosforotioato no naturales. EI ADN y el ARN de fosforotioato
tienen una mayor resistencia a las nucleasas y, posteriormente, una semivida mas larga en un entorno celular.

En esta invencién se describen otros enlaces intemucleosidicos que se pueden emplear segun la presente
descripcién, incluyendo enlaces intemucleosidicos que no contienen un atomo de fésforo.

Sitios internos de entrada al ribosoma

Los polinucledtidos pueden contener un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). Un IRES puede actuar
como el Unico sitio de unién al ribosoma, o puede servir como uno de los multiples sitios de unién al ribosoma
de un ARNm. Un polinucleétido que contiene mas de un sitio de unién al ribosoma funcional puede codificar
varios péptidos o polipéptidos que se traducen independientemente por los ribosomas (por ejemplo, ARNm
multicistrénico). Cuando se proporcionan polinucleétidos con un IRES, opcionalmente se proporciona ademas
una segunda regidn traducible. Los ejemplos de secuencias IRES que se pueden usar segln la presente
descripcién incluyen, sin limitacidn, los de picornavirus (por ejemplo, FMDV), virus de plagas (CFFV), virus de
la poliomielitis (PV), virus de la encefalomiocarditis (ECMV), virus de la fiebre aftosa (FMDV), virus de la
hepatitis C (HCV), virus de la peste porcina clasica (CSFV), virus de la leucemia murina (MLV), virus de la
inmunodeficiencia de los simios (SIV) o virus de la paralisis del grillo (CrPV).

Estructura 5'-cap

Un polinucleétido (por ejemplo, un ARNm) puede incluir una estructura 5'-cap. La estructura 5'-cap de un
polinucleétido esta involucrada en la exportacion nuclear y en el aumento de la estabilidad del polinucleétido y
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se une a la proteina de uni6n a la cap de ARNm (CBP), que es responsable de la estabilidad del polinucleétido
en la célula y la competencia de traduccién a través de la asociacién de CBP con la proteina de unién a poli-A
para formar la especie de ARNm ciclico maduro. La cap ayuda ademas a la eliminacidn de intrones proximales
5' durante el splicing (empalme) de ARNm.

Las moléculas de polinucleétidos endégenas pueden tener un capping en el extremo 5' que genera un enlace
5'-ppp-5'-trifosfato entre un residuo de cap de guanosina terminal y el nucleétido sentido transcrito 5' terminal
del polinucleétido. Esta cap de 5'-guanilato se puede metilar a continuacién para generar un residuo de N7-
metil-guanilato. Los azucares ribosa de los nucleétidos transcritos terminales y/o anteterminales del extremo &'
del polinucleétido también pueden estar opcionalmente 2'-O-metilados. El decapping de 5' mediante hidrdlisis
y escisidn de la estructura cap de guanilato puede dirigirse a una molécula de polinucleétido, tal como una
molécula de ARNm, para su degradacion.

Las alteraciones de polinucleétidos pueden generar una estructura de cap no hidrolizable que evita el
decapping y, por lo tanto, aumenta la semivida del polinucleétido. Debido a que la hidrdlisis de la estructura de
cap requiere la escisién de los enlaces fosforodiéster 5'-ppp-5', se pueden usar nucleétidos alternativos durante
la reaccién de capping. Por ejemplo, se puede usar una enzima de capping de Vaccinia de New England
Biolabs (Ipswich, MA) con nucleétidos de a-tio-guanosina segun las instrucciones del fabricante para crear un
enlace fosforotioato en la cap 5'-ppp-5'. Se pueden usar nucleétidos de guanosina alternativos adicionales tales
como nucleétidos de a-metil-fosfonato y seleno-fosfato.

Las alteraciones adicionales incluyen, pero sin limitarse a, 2'-O-metilacién de los azlcares ribosa de
nucleétidos 5'-terminales y/o 5'-anteterminales del polinucleétido (como se mencioné anteriormente) en el
grupo 2'-hidroxi del azucar. Se pueden utilizar multiples estructuras 5'-cap distintas para generar la 5'-cap de
un polinucleétido, tal como una molécula de ARNm.

Las estructuras 5'-cap incluyen las descritas en las Publicaciones de Patentes internacionales n.°
W02008127688, WO 2008016473 y WO 2011015347.

Los analogos de cap, que en esta invencién también se denominan anélogos de cap sintéticos, cap quimicas,
analogos de cap quimicos o analogos de cap estructurales o funcionales, difieren de las cap 5' naturales (es
decir, endégenas, de tipo silvestre o fisiolégicas) en su estructura quimica, mientras que conservan la funcién
de cap. Los analogos de cap pueden sintetizarse quimica (es decir, no enziméticamente) o enzimaticamente
y/o unirse a un polinucleétido.

Por ejemplo, la cap Anti-Reverse Cap Analog (ARCA) contiene dos guanosinas unidas por un grupo 5'-5'-
trifosfato, donde una guanosina contiene un grupo N7-metilo, asi como un grupo 3'-O-metilo (es decir, N7,3'-
O-dimetil-guanosina-5'-trifosfato-5'-guanosina, m’G-3'mppp-G, que puede designarse de manera equivalente
3' O-Me-m7G(5")ppp(5')G). El atomo 3'-O de la otra guanosina inalterada se une al nucledtido 5' terminal del
polinucleétido con capping (por ejemplo, un ARNm). La guanosina N7- y 3'-O-metilada proporciona el resto
terminal del polinucledtido con capping (por ejemplo, ARNm).

Otra cap ejemplar es mCAP, que es similar a ARCA, pero tiene un grupo 2'-O-metilo en la guanosina (es decir,
N7,2'-O-dimetil-guanosina-5'-trifosfato-5'-guanosina, m’Gm- PPP-G).

Una cap puede ser un analogo de cap de dinucledtido. Como un ejemplo no limitativo, el anédlogo de cap de
dinucleétido puede modificarse en diferentes posiciones de fosfato con un grupo boranofosfato o un grupo
fosforoselenoato, tal como los analogos de cap de dinucleétido descritos en la Patente Estadounidense n.®
8.519.110.

De manera alternativa, un analogo de cap puede ser un anélogo de cap de dinucleétido sustituido con N7-(4-
clorofenoxietilo) conocido en la técnica y/o descrito en esta invencién. Los ejemplos no limitativos de analogos
de cap de dinucleétido sustituidos con N7-(4-clorofenoxietilo) incluyen un andlogo de cap de N7-(4-
clorofenoxietil)-G(5')ppp(5')G y un analogo de cap de N7-(4-clorofenoxietil)-m3'-OG(5")ppp(5')G (véase, por
ejemplo, los diversos analogos de cap y los procedimientos de sintesis de analogos de cap descritos en Kore
y col. Bioorganic & Medicinal Chemistry 2013 21:4570-4574). En otros aspectos, un analogo de cap util en los
polinucleétidos de la presente descripcién es un analogo de 4-cloro/bromofenoxietilo.

Mientras que los anélogos de cap permiten el capping concomitante de un polinucleétido en una reaccién de
transcripcién in vitro, hasta el 20 % de los transcritos permanecen sin capping. Esto, asi como las diferencias
estructurales de un analogo de cap de estructuras 5'-cap enddégenas de polinucleétidos producidos por la
magquinaria de transcripcién celular enddgena, puede conducir a una capacidad de traduccién reducida y una
menor estabilidad celular.

Los polinucleétidos alternativos también pueden experimentar capping después de la transcripcién, usando
enzimas, con el fin de generar estructuras 5'-cap mas auténticas. Como se usa en esta invencién, la expresién
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"mas auténtica" se refiere a una caracteristica que refleja o imita estrechamente, ya sea estructural o
funcionalmente, una caracteristica endégena o de tipo silvestre. Es decir, una caracteristica "méas auténtica"
es mejor representativa de una funcién y/o estructura celular endégena, de tipo silvestre, natural o fisiolégica
en comparacién con las caracteristicas sintéticas o anéalogas de la técnica anterior, 0 que supera la
caracteristica enddgena, de tipo silvestre, natural o fisiolégica correspondiente en uno o més aspectos. Los
ejemplos no limitativos de estructuras 5'-cap mas auténticas Utiles en los polinucleétidos de la presente
descripcién son aquellas que, entre otras cosas, tienen una unién mejorada de las proteinas de unién a cap,
una mayor semivida, una susceptibilidad reducida a las 5'-endonucleasas y/o una reduccién del decapping en
5', en comparacion con las estructuras 5'-cap sintéticas conocidas en la técnica (0 a una estructura 5'-cap de
tipo silvestre, natural o fisioldgica). Por ejemplo, la enzima de capping del virus de la Vaccinia recombinante y
la enzima 2'-O-metiltransferasa recombinante pueden crear un enlace 5'-5'-trifosfato candnico entre el
nucleétido 5'-terminal de un polinucleétido y un nucleétido de cap de guanosina donde la guanosina cap
contiene una N7-metilacidén y el nucleétido 5'-terminal del polinucleétido contiene un 2'-O-metilo. Tal estructura
se denomina la estructura Cap1. Esta cap da como resultado una mayor competencia de traduccién, estabilidad
celular y una activacién reducida de citocinas proinflamatorias celulares, en comparacién, por ejemplo, con
otras estructuras anélogas de cap 5' conocidas en la técnica. Otras estructuras de cap ejemplares incluyen
7mG(S)ppp(S)N, pN2p (Cap 0), 7mG(S")ppp(5)NImpNp (Cap 1), 7mG(5’)-ppp(5)NImpN2mp (Cap 2) y m(7)
Gpppm (3)(6,6,2')Apm(2)Apm(2')Cpm(2)(3,2')Up (Cap 4).

Debido a que los polinucledtidos alternativos pueden experimentar capping después de la transcripcién, y
debido a que este procedimiento es mas eficiente, casi el 100 % de los polinucleétidos alternativos pueden
experimentar capping. Esto contrasta con el ~80 % cuando un anélogo de cap esta unido a un polinucleétido
en el curso de una reaccién de transcripcion in vitro.

Las cap 5' terminales pueden incluir cap endégenas o analogos de cap. Una cap 5'-terminal puede incluir un
analogo de guanosina. Los anéalogos de guanosina Utiles incluyen inosina, N1-metil-guanosina, 2'-fluoro-
guanosina, 7-deaza-guanosina, 8-oxo-guanosina, 2-amino-guanosina, LNA-guanosina y 2-azido-guanosina.

En algunos casos, un polinucleétido contiene una cap 5' modificada. Una modificaciéon en la cap 5' puede
aumentar la estabilidad del polinucleétido, aumentar la semivida del polinucleétido y podria aumentar la
eficiencia de traduccién del polinucleétido. La 5'-cap modificada puede incluir, pero sin limitarse a, una 0 mas
de las siguientes modificaciones: modificacién en la posiciéon de 2' y/o 3' de un trifosfato de guanosina con
capping (GTP), un reemplazo del oxigeno del anillo de azucar (que produjo el anillo carbociclico) con un resto
de metileno (CH2), una modificacién en el resto de puente trifosfato de la estructura de cap, o una modificacidn
en el resto de la nucleobase (G).

5-UTR

Se puede proporcionar una UTR &' como una regién flanqueante para polinucleétidos (por ejemplo, ARNm).
Una UTR 5' puede ser homéloga o heteréloga a la regidén codificante que se encuentra en un polinucleétido.
Pueden incluirse multiples 5-UTR en la regién flanqueante y pueden ser iguales o de diferentes secuencias.
Cualquier porcién de las regiones flanqueantes, incluyendo ninguna, puede optimizarse por codones y
cualquiera puede contener independientemente una o mas alteraciones estructurales o quimicas diferentes,
antes y/o después de la optimizacién por codones.

Se muestra en la Tabla 21 de la Solicitud Provisional Estadounidense n.° 61/775.509, y en la Tabla 21 y en la
Tabla 22 de la Solicitud Provisional Estadounidense n.° 61/829.372, una lista del sitio de inicio y finalizacién de
polinucleétidos alternativos (por ejemplo, ARNm). En la Tabla 21 cada UTR 5' (5'-UTR-005 a 5'-UTR 68511)
se identifica por su sitio de inicio y finalizacién en relacién con su transcripcién nativa o de tipo silvestre
(homoéloga) (ENST; el identificador utilizado en la base de datos ENSEMBL).

Para alterar una o mas propiedades de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm), se pueden modificar por
ingenieria genética las 5'-UTR que son heterbélogas a la regién codificante de un polinucleétido alternativo (por
ejemplo, ARNm). A continuacién, los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) pueden administrarse a células,
tejidos u organismos y los resultados tales como nivel de proteina, localizacién y/o semivida pueden medirse
para evaluar los efectos beneficiosos que la 5-UTR heterbloga puede tener sobre los polinucledtidos
alternativos (ARNm). Las variantes de las 5'-UTR se pueden utilizar donde uno o0 més nucledtidos se afiaden
o eliminan de los extremos, incluyendo A, T, C o G. Las 5'-UTR también se pueden optimizar con codones, o
alterar de cualquier manera descrita en esta invencién.

5-UTR, 3-UTR y elementos de mejora de la traduccién (TEE)
La 5'-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) puede incluir al menos un elemento de mejora de la
traduccién. La expresién "elemento de mejora de la traduccién" se refiere a secuencias que aumentan la

cantidadde polipéptido o proteina producida a partir de un polinucleétido. Como un ejemplo no limitativo, el
TEE puede estar ubicado entre el promotor de transcripciéon y el codén de inicio. Los polinucleétidos (por
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ejemplo, ARNm) con al menos un TEE en la 5'-UTR pueden incluir una cap en la 5-UTR. Ademas, al menos
un TEE puede estar ubicado en la 5'-UTR de polinucleétidos (por ejemplo, ARNmM) que experimentan traduccion
dependiente de cap o independiente de cap.

En un aspecto, los TEE son elementos conservados en la UTR que pueden promover la actividad de traduccién
de un polinucleétido tal como, pero sin limitarse a, traducciéon dependiente de cap o independiente de cap. La
conservacion de estas secuencias ha sido demostrada previamente por Panek y col. (Nucleic Acids Research,
2013, 1-10) en 14 especies, incluidos los seres humanos.

En un ejemplo no limitativo, los TEE conocidos pueden estar en el lider 5' de la proteina de homeodominio Gtx
(Chappell y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:9590-9594, 2004).

En otro ejemplo no limitativo, los TEE se describen en las Publicaciones de Patentes Estadounidenses n.°
2009/0226470 y 2013/0177581, lasPublicaciones de Patentes Internacionales n.° WO2009/075886,
WO2012/009644 y WO1999/024595, las Patentes Estadounidenses n.° 6.310.197 y 6.849.405.

En otro ejemplo no limitativo mas, el TEE puede ser un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), HCV-IRES
o un elemento IRES tal como, pero sin limitarse a, los descritos en las Patentes Estadounidenses n.® 7.468.275,
las Publicaciones de Patentes Estadounidenses n.° 2007/0048776 y 2011/0124100 y las Publicaciones de
Patentes Internacionales n.° WO2007/025008 y WO2001/055369. Los elementos IRES pueden incluir, pero
sin limitarse a, las secuencias Gtx (por ejemplo, Gtx9-nt, Gtx8-nt, Gtx7-nt) descritas por Chappell y col. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101:9590-9594, 2004) y Zhou y col. (PNAS 102:6273-6278, 2005) y en las Publicaciones
de Patentes Estadounidenses n.° 2007/0048776 y 2011/0124100 y laPublicacién de Patente Internacional n.°
WO2007/025008.

"Los "polinucleétidos potenciadores de la traduccién” son polinucleétidos que incluyen uno o mas de los TEE
especificos ejemplificados en esta invencidén y/o descritos en la técnica (véase, por ejemplo, las Patentes
Estadounidenses n.° 6.310.197, 6.849.405, 7.456.273, 7.183.395, las Publicaciones de Patentes
Estadounidenses n.° 20090/226470, 2007/0048776, 2011/0124100, 2009/0093049, 2013/0177581, las
Publicaciones de Patentes Internacionales n.° WO02009/075886,W02007/025008, WO2012/009644,
WO2001/055371, WO1999/024595 y las Patentes Europeas n.° 2610341 y 2610340) o sus variantes,
homdélogos o derivados funcionales. Una o multiples copias de un TEE especifico pueden estar presentes en
un polinucleétido (por ejemplo, ARNm). Los TEE en los polinucleétidos potenciadores de la traduccién pueden
organizarse en uno o mas segmentos de secuencia. Un segmento de secuencia puede albergar uno o més de
los TEE especificos ejemplificados en esta invencién, con cada TEE presente en una o mas copias. Cuando
multiples segmentos de secuencia estan presentes en un polinucleétido potenciador de la traduccién, pueden
ser homogéneos o heterogéneos. Por lo tanto, los multiples segmentos de secuencia en un polinucleétido
potenciador de la traduccién pueden albergar tipos idénticos o diferentes de los TEE especificos ejemplificados
en esta invencidén, nimero idéntico o diferente de copias de cada uno de los TEE especificos y/u organizacién
idéntica o diferente de los TEE dentro de cada segmento de secuencia.

Un polinucledtido (por ejemplo, ARNm) puede incluir al menos un TEE que se describe en las Publicaciones
de Patentes Internacionales N.° WO01999/024595, W02012/009644, WO2009/075886, WO2007/025008,
WO1999/024595, las Publicaciones de Patentes Europeas N.° 2610341 y 2610340, las Patentes
Estadounidenses N.° 6.310.197, 6.849.405, 7.456.273, 7.183.395 y las Publicaciones de Patentes
Estadounidenses N.° 2009/0226470, 2011/0124100, 2007/0048776, 2009/0093049 y 2013/0177581. EI TEE
puede estar ubicado en la 5'-UTR de los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm).

Un polinucledtido (por ejemplo, ARNm) puede incluir al menos un TEE que tiene al menos el 50 %, al menos
el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos
el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al menos el 99 % de identidad con los TEE descritos en las
Publicaciones de Patentes Estadounidenses N.° 2009/0226470, 2007/0048776, 2013/0177581 vy
2011/0124100, las Publicaciones de Patentes Internacionales N.°© WO01999/024595, WO02012/009644,
WO2009/075886 y WO2007/025008, las Publicaciones de Patentes Europeas N.° 2610341 y 2610340, las
Patentes Estadounidenses N.© 6.310.197, 6.849.405, 7.456.273, 7.183.395.

La 5'-UTR de un polinucledtido (por ejemplo, ARNm) puede incluir al menos 1, al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos
12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18 al menos 19, al menos 20,
al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al
menos 45, al menos 50, al menos 55 o0 mas de 60 secuencias TEE. Las secuencias TEE en la 5'-UTR de un
polinucleétido (por ejemplo, ARNm) pueden ser las mismas o diferentes secuencias TEE. Las secuencias TEE
pueden estar en un patrén tal como ABABAB, AABBAABBAABB o ABCABCABC, o variantes de las mismas,
repetidas una, dos o mas de tres veces. En estos patrones, cada letra, A, B o C representa una secuencia TEE
diferente a nivel de nucleétido.
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En algunos casos, la 5'-UTR puede incluir un espaciador para separar dos secuencias TEE. Como un ejemplo
no limitativo, el espaciador puede ser un espaciador de 15 nucleétidos y/u otros espaciadores conocidos en la
técnica. Como otro ejemplo no limitativo, la 5'-UTR puede incluir un médulo espaciador de secuencia TEE
repetido al menos una vez, al menos dos veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al
menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces 0 mas de 9 veces en la 5-UTR.

En otros aspectos, el espaciador que separa dos secuencias TEE puede incluir otras secuencias conocidas en
la técnica que pueden regular la traduccién de los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) de la presente
descripcién tal como, pero sin limitarse a, secuencias miR (por ejemplo, sitios de unién miR y semillas miR).
Como un ejemplo no limitativo, cada espaciador utilizado para separar dos secuencias TEE puede incluir una
secuencia miR o un componente de una secuencia miR diferente (por ejemplo, secuencia semilla de miR).

En algunos aspectos, el TEE en la 5'-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) puede incluir al menos el
5 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el
35 %, al menos el 40 %, al menos el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos
el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos
el 95 %, al menos el 99 % o mas del 99 % de las secuencias TEE descritas en las Publicaciones de Patentes
Estadounidenses n.° 2009/0226470, 2007/0048776, 2013/0177581 y 2011/0124100, las Publicaciones de
Patentes Internacionales n.° W01999/024595, W(02012/009644, W02009/075886 y WO2007/025008, las
Publicaciones de Patentes Europeas n.° 2610341 y 2610340, y las Patentes Estadounidenses n.° 6.310.197,
6.849.405, 7.456.273 y 7.183.395. En otra realizacién, el TEE en la 5'-UTR de los polinucleétidos (por ejemplo,
ARNm) de la presente descripcién puede incluir un fragmento de 5-30 nucledtidos, un fragmento de 5-25
nucleétidos, un fragmento de 5-20 nucleétidos, un fragmento de 5-15 nucledtidos, un fragmento de 5-10
nucleétidos de las secuencias TEE descritas en las

Publicaciones de Patentes Estadounidenses n.° 2009/0226470, 2007/0048776, 2013/0177581 vy
2011/0124100, las Publicaciones de Patentes Internacionales n.© WO01999/024595, WQO2012/009644,
WO2009/075886 y WO2007/025008, las Publicaciones de Patentes Europeas n.° 2610341 y 2610340, y las
Patentes Estadounidenses n.° 6.310.197, 6.849.405, 7.456.273 y 7.183.395.

En determinados casos, el TEE en la 5-UTR de los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) de la presente
descripcién puede incluir al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el
25 %, al menos el 30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos el 45 %, al menos el 50 %, al menos
el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos
el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 % o mas del 99 % de las secuencias de TEE
descritas en Chappell y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:9590-9594, 2004) y Zhou y col. (PNAS 102:6273-
6278, 20035), en la Tabla complementaria 1 y en la Tabla complementaria 2 descrita por Wellensiek y col
(Genome-wide profiling of human cap-independent translation-enhancing elements, Nature Methods, 2013;
DOI10.1038/NMETH.2522). En otra realizacién, el TEE en la 5-UTR de los polinucledtidos (por ejemplo,
ARNm) de la presente descripcién puede incluir un fragmento de 5-30 nucledtidos, un fragmento de 5-25
nucleétidos, un fragmento de 5-20 nucleétidos, un fragmento de 5-15 nucledtidos, un fragmento de 5-10
nucleétidos de las secuencias TEE descritas en Chappell y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:9590-9594,
2004) y Zhou y col. (PNAS 102:6273-6278, 2005), en la Tabla complementaria 1 y en la Tabla complementaria
2 descrita por Wellensiek y col (Genome-wide profiling of human cap-independent translation-enhancing
elements, Nature Methods, 2013; DOI: 10.103 8/NMETH.2522).

En algunos casos, el TEE utilizado en la 5'-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) es una secuencia
IRES tal como, pero sin limitarse a, las descritas en la Patente Estadounidense n.° 7.468.275 y la Publicacién
de Patente Internacional n.” WO2001/055369.

En algunos aspectos, los TEE utilizados en la 5-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) se pueden
identificar mediante los procedimientos descritos en las Publicaciones de Patentes Estadounidenses n.°
2007/0048776 y 2011/0124100 y en las Publicaciones de Patentes Internacionales n.° WO02007/025008 y
W0O2012/009644.

En algunos casos, los TEE utilizados en la 5'-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) de la presente
descripcién pueden ser un elemento regulador de la transcripcién descrito en las Patentes Estadounidenses
n.° 7.456.273 y 7.183.395, la Publicacion de Patente Estadounidense n.° 2009/0093049 y la Publicacion
Internacional n.° WO02001/055371. Los elementos reguladores de la transcripcién se pueden identificar
mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como, pero sin limitarse a, los procedimientos descritos
en las Patentes Estadounidenses n.° 7.456.273 y 7.183.395, la Publicacién de Patente Estadounidense n.°
2009/0093049 y la Publicacién de Patente Internacional n.° WO2001/055371.

En otros aspectos mas, los TEE utilizados en la 5-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) es un

polinucleétido o una porcién del mismo como se describe en las Patentes Estadounidenses n.° 7.456.273 y
7.183.395, la Publicacién de Patente Estadounidense n.° 2009/0093049 y la Publicacién Internacional n.°
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WO2001/055371.

La 5-UTR que incluye al menos un TEE descrito en esta invencién puede incorporarse en una secuencia
monocistrénica tal como, pero sin limitarse a, un sistema de vectores o un vector de polinucleétidos. Como un
ejemplo no limitativo, los sistemas de vectores y vectores de polinucledtidos pueden incluir los descritos en
lasPatentes Estadounidenses n.° 7.456.273 y 7.183.395, las Publicaciones de Patentes Estadounidenses n.°
2007/0048776, 2009/0093049 y 2011/0124100, y las Publicaciones de Patentes Internacionales n.°
W0O2007/025008 y WO2001/055371.

Los TEE descritos en esta invencién pueden estar ubicados en la 5'-UTR y/o la 3'-UTR de los polinucleétidos
(por ejemplo, ARNm). Los TEE ubicados en la 3'-UTR pueden ser iguales y/o diferentes a los TEE ubicados
en y/o descritos para su incorporacién en la 5-UTR.

En algunos casos, la 3'-UTR de un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) puede incluir al menos 1, al menos 2,
al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos
11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18 al menos 19,
al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al
menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55 0 mas de 60 secuencias TEE. Las secuencias TEE en la 3'-
UTR de los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) de la presente descripcién pueden serlas mismas o diferentes
secuencias TEE. Las secuencias TEE pueden estar en un patrén tal como ABABAB, AABBAABBAABB o
ABCABCABC, o variantes de las mismas, repetidas una, dos o mas de tres veces. En estos patrones, cada
letra, A, B o C representa una secuencia TEE diferente a nivel de nucleétido.

En un aspecto, la 3'-UTR puede incluir un espaciador para separar dos secuencias TEE. Como un ejemplo no
limitativo, el espaciador puede ser un espaciador de 15 nucleétidos y/u otros espaciadores conocidos en la
técnica. Como otro ejemplo no limitativo, la 3'-UTR puede incluir un médulo espaciador de secuencia TEE
repetido al menos una vez, al menos dos veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al
menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces 0 mas de 9 veces en la 3'-UTR.

En otros casos, el espaciador que separa dos secuencias TEE puede incluir otras secuencias conocidas en la
técnica que pueden regular la traduccién de los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) de la presente descripcion
tal como, pero sin limitarse a, secuencias miR descritas en esta invencién (por ejemplo, sitios de unién miR y
semillas miR). Como un ejemplo no limitativo, cada espaciador utilizado para separar dos secuencias TEE
puede incluir una secuencia miR o un componente de una secuencia miR diferente (por ejemplo, secuencia
semilla de miR).

En otros casos mas, la incorporacién de una secuencia miR y/o una secuencia TEE cambia la forma de la
regién de bucle en horquilla que puede aumentar y/o disminuir la traduccién. (véase, por ejemplo, Kedde y col.
A Pumilio-induced RNA structure switch in p27-3'UTR controls miR-221 and miR-22 accessibility (Un interruptor
de estructura de ARN inducido por Pumilio enp27-3'UTR controla la accesibilidad de miR-221 y miR-22). Nature
Cell Biology. 2010).

Bucles en horquilla

Los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) pueden incluir un bucle en horquilla tal como, pero sin limitarse a, un
bucle en horquilla de histona. El bucle en horquilla puede ser una secuencia de nucleétidos que tiene alrededor
de 25 o alrededor de 26 nucledtidos de longitud tal como, pero sin limitarse a, las que se describen en la
Publicacién de Patente Internacional n.> WO2013/103659. El bucle en horquilla de histona puede estar ubicado
3' en relacién con la regién codificante (por ejemplo, en el extremo 3' de la regién codificante). Como un ejemplo
no limitativo, el bucle en horquilla puede estar ubicado en el extremo 3' de un polinucleétido descrito en esta
invencién. En algunos casos, un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) incluye mas de un bucle en horquilla (por
ejemplo, dos bucles en horquilla). Los ejemplos de secuencias de bucle en horquilla se describen en las
Publicaciones de Patentes Internacionales n.° W02012/019780 y WO201502667. En algunos aspectos, un
polinucleétido incluye la secuencia de bucle en horquilla CAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCA (SEQ ID NO:
1). En otros, un polinucledtido incluye la secuencia de bucle en horquilla CAAAGGCUCUUUUCAGAGCCACCA
(SEQ ID NO: 2).

Un bucle en horquilla puede estar ubicado en una segunda regién terminal de un polinucleétido. Como un
ejemplo no limitativo, el bucle en horquilla puede estar ubicado dentro de una regién no traducida (por ejemplo,
3'-UTR) en una segunda regién terminal.

En algunos casos, un polinucleétido tal como, pero sin limitarse a ARNm, que incluye el bucle en horquilla de
histona se puede estabilizar mediante la adicién de una regién estabilizadora en 3' (por ejemplo, una regién
estabilizadora en 3' que incluye al menos un nucleésido de terminacién de cadena). Sin desear limitarse a la
teoria, la adiciéon de al menos un nucleésido de terminacién de cadena puede retrasar la degradacién de un
polinucleétido y, por lo tanto, puede aumentar la semivida del polinucleétido.
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En otros casos, un polinucleétido tal como, pero sin limitarse a ARNm, que incluye el bucle en horquilla de
histona se puede estabilizar mediante una alteracién en la regién 3' del polinucleétido que puede evitar y/o
inhibir la adicidén de oligio (U) (véase, por ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional n.® W02013/103659).

En otros casos mas, un polinucleétido tal como, pero sin limitarse a, ARNm, que incluye el bucle en horquilla
de histona puede estabilizarse mediante la adicidn de un oligonucleétido que termina en un 3'-
desoxinucleésido, 2',3'-didesoxinucledsido 3'-O-metilnucleédsidos, 3'-O-etilnucledsidos, 3'-arabinésidos y otros
nucleésidos alternativos conocidos en la técnica y/o descritos en esta invencion.

En algunos aspectos, los polinucleétidos de la presente descripcién pueden incluir un bucle en horquilla de
histona, una regién poli-A y/o una estructura 5'-cap. El bucle en horquilla de histona puede estar antes y/o
después de la regidn poli-A. Los polinucleétidos que incluyen el bucle en horquilla de histona y una secuencia
de regién poli-A pueden incluir un nucleésido de terminacién de cadena descrito en esta invencién.

En otros aspectos, los polinucleétidos de la presente descripcién pueden incluir un bucle en horquilla de histona
y una estructura 5'-cap. La estructura 5'-cap puede incluir, pero sin limitarse a, las descritas en esta invencién
y/o conocidas en la técnica.

En algunos casos, la regién de bucle en horquilla conservada puede incluir una secuencia miR descrita en esta
invencién. Como un ejemplo no limitativo, la regién de bucle en horquilla puede incluir la secuencia semilla de
una secuencia miR descrita en esta invencién. En otro ejemplo no limitativo, la regién de bucle en horquilla
puede incluir una secuencia semilla de miR-122.

En determinados aspectos, la regién de bucle en horquilla conservada puede incluir una secuencia miR descrita
en esta invencién y también puede incluir una secuencia TEE.

En algunos casos, la incorporacién de una secuencia miR y/o una secuencia TEE cambia la forma de la region
de bucle en horquilla que puede aumentar y/o disminuir la traduccién. (véase, por ejemplo, Kedde y col. A
Pumilio-induced RNA structure switch in p27-3'UTR controls miR-221 and miR-22 accessibility (Un interruptor
de estructura de ARN inducido por Pumilio enp27-3'UTR controla la accesibilidad de miR-221 y miR-22). Nature
Cell Biology. 2010).

Los polinucledtidos pueden incluir al menos un bucle en horquilla de histona y una regién poli-A o sefial de
poliadenilacién. Los ejemplos no limitativos de secuencias de polinucleétidos que codifican para al menos un
bucle en horquilla de histona y una regién poli-A o una sefial de poliadenilacién se describen en la Publicacién
de Patente Internacional n.° WO02013/120497, WO2013/120629, WO02013/120500, WO2013/120627,
WO02013/120498, WO2013/120626, WO02013/120499 y WO2013/120628. En determinados casos, el
polinucleétido que codifica para un bucle en horquilla de histona y una regién poli-A o una sefial de
poliadenilacién puede codificar para un antigeno patégeno o fragmento del mismo, tal como las secuencias de
polinucleétidos descritas en la Publicacién de Patente Internacional n.° W02013/120499 y el documento
WO2013/120628. En otros casos, el polinucleétido que codifica para un bucle en horquilla de histona y una
regién poli-A o una sefial de poliadenilacién puede codificar para una proteina terapéutica tal como las
secuencias de polinucledtidos descritas en la Publicacién de Patente Internacional n.° W02013/120497 y el
documento W0O2013/120629. En algunos casos, el polinucleétido que codifica para un bucle en horquilla de
histona y una regién poli-A o una sefial de poliadenilacién puede codificar para un antigeno tumoral o fragmento
del mismo, tal como las secuencias de polinucleétidos descritas en la Publicacién de Patente Internacional n.°
W0O2013/120500 y el documento WO02013/120627. En otros casos, el polinucleétido que codifica para un bucle
en horquilla de histona y una regién poli-A o una sefial de poliadenilacion puede codificar para un antigeno
alergénico o un autoantigeno autoinmunitario tal como las secuencias de polinucleétidos descritas en la
Publicacién de Patente Internacional n.” W02013/120498 y el documento W02013/120626.

Regiones poli-A

Un polinucleétido o acido nucleico (por ejemplo, un ARNm) puede incluir una secuencia de poliA y/o sefial de
poliadenilacién. Una secuencia de poliA puede comprender en su totalidad o en su mayoria nucleétidos de
adenina o analogos o derivados de los mismos. Una secuencia de poliA puede ser una cola ubicada adyacente
a una regién no traducida 3' de un 4cido nucleico.

Durante el procesamiento de ARN, normalmente se afiade una cadena larga de nucleétidos de adenosina
(regién poli-A) a las moléculas de ARN mensajero (ARNm) para aumentar la estabilidad de la molécula.
Inmediatamente después de la transcripcién, el extremo 3' del transcrito se escinde para liberar un hidroxi 3'.
A continuacién, la poli-A polimerasa afiade una cadena de nucleétidos de adenosina al ARN. El procedimiento,
llamado poliadenilacién, afiade una regién poli-A que tiene entre 100 y 250 residuos de largo.

Las longitudes de regién poli-A Unicas pueden proporcionar determinadas ventajas a los polinucledtidos
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alternativos de la presente descripcién.

Generalmente, la longitud de una regién poli-A de la presente descripcidn tiene al menos 30 nucleébtidos de
longitud. En otra realizacién, la regién poli-A tiene al menos 35 nucleétidos de longitud. En otra realizacion, la
longitud es de al menos 40 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 45 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 55 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 60
nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 70 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 80 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 90 nucleétidos. En otra realizacién,
la longitud es de al menos 100 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 120 nucleétidos. En
otra realizacién, la longitud es de al menos 140 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 160
nucleétidos. En otra realizaciédn, la longitud es de al menos 180 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 200 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 250 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 300 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 350
nucleétidos. En otra realizaciédn, la longitud es de al menos 400 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 450 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 500 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 600 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 700
nucleétidos. En otra realizaciédn, la longitud es de al menos 800 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es
de al menos 900 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1000 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 1100 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1200
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1300 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 1400 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 1500 nucleétidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 1600 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1700
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1800 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 1900 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 2000 nucledtidos. En otra
realizacién, la longitud es de al menos 2500 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 3000
nucleétidos.

En algunos aspectos, la regién poli-A puede tener 80 nucleétidos, 120 nucleétidos, 160 nucleétidos de longitud
en una molécula de polinucledtida alternativa descrita en esta invencion.

En otros aspectos, la regién poli-A puede tener 20, 40, 80, 100, 120, 140 o 160 nucleétidos de longitud en una
molécula de polinucleétida alternativa descrita en esta invencién.

En algunos casos, la regién poli-A se disefia con respecto a la longitud del polinucledtido alternativo total. Este
disefio puede basarse en la longitud de la regién codificante del polinucleétido alternativo, la longitud de una
caracteristica o regién particular del polinucleétido alternativo (tal como ARNm), o en la longitud del producto
final expresado a partir del polinucleétido alternativo. Cuando se relaciona con cualquier caracteristica del
polinucleétido alternativo (por ejemplo, que no sea la porcién de ARNm que incluye la regién poli-A) la regién
poli-A puede tener el 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el 60, el 70, el 80, el 90 o el 100 % més de longitud que la
caracteristica adicional. La regién poli-A también se puede disefiar como una fraccién del polinucleétido
alternativo al que pertenece. En este contexto, la regidén poli-A puede tener el 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el
60, el 70, el 80 o0 el 90 % o mas de la longitud total de la construccidén o la longitud total de la construccidn
menos la regidn poli-A.

En determinados casos, los sitios de unién modificados por ingenieria genética y/o la conjugacién de
polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) para la proteina de unién a poli-A se pueden utilizar para mejorar la
expresion. Los sitios de unién modificados por ingenieria genética pueden ser secuencias de sensores que
pueden funcionar como sitios de unién para ligandos del microambiente local de los polinucleétidos (por
ejemplo, ARNm). Como un ejemplo no limitativo, los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) pueden incluir al
menos un sitio de unién modificado por ingenieria genética para alterar la afinidad de unién de la proteina de
union a poli-A (PABP) y analogos de la misma. La incorporacién de al menos un sitio de unién modificado por
ingenieria genética puede aumentar la afinidad de unién del PABP y anélogos de la misma.

De manera adicional, multiples polinucleétidos distintos (por ejemplo, ARNm) se pueden unir juntos a la PABP
(proteina de unién a poli-A) a través del extremo 3' usando nucleétidos alternativos en el extremo 3' de la regién
poli-A. Los experimentos de transfeccién se pueden llevar a cabo en lineas celulares relevantes y la produccion
de proteinas se puede evaluar mediante ELISA a las 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas y el dia 7 después
de la transfeccion. Como un ejemplo no limitativo, los experimentos de transfeccién pueden usarse para evaluar
el efecto de esta afinidad de unién sobre la PABP o analogos de la misma como resultado de la adicién de al
menos un sitio de unién modificado por ingenieria genética.

En determinados casos, se puede usar una regién poli-A para modular la iniciacién de la traducciéon. Sin desear
limitarse a la teoria, la regién poli-A recluta PABP que, a su vez, puede interactuar con el complejo de iniciacién
de la traduccién y, por lo tanto, puede ser esencial para la sintesis de proteinas.

En algunos casos, también se puede usar una region poli-A en la presente descripcién para proteger contra la
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digestién con 3'-5'-exonucleasa.

En algunos aspectos, un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) puede incluir un cuarteto poliA-G. El cuarteto G
es una matriz ciclica de cuatro nucledtidos de guanosina con enlaces de hidrégeno que pueden formarse por
secuencias ricas en Gtanto en ADN como en ARN. En esta realizacién, el cuarteto G se incorpora en el extremo
de la region poli-A. Los polinucledtidos resultantes (por ejemplo, ARNm) se pueden evaluar para determinar la
estabilidad, la produccién de proteinas y otros parametros que incluyen la semivida en diversos puntos de
tiempo. Se ha descubierto que el cuarteto poliA-G da como resultado una produccién de proteinas equivalente
a al menos el 75 % de la observada usando una regién poli-A de 120 nucleétidos sola.

En algunos casos, un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) puede incluir una regién poli-A y puede estabilizarse
mediante la adicién de una regién estabilizadora en 3'. Los polinucleétidos (por ejemplo, ARNm) con una regién
poli-A pueden incluir ademés una estructura 5'-cap.

En otros casos, un polinucleétido (por ejemplo, ARNm) puede incluir un cuarteto poli-A-G. Los polinucleétidos
(por ejemplo, ARNm) con un cuarteto poli-A-G pueden incluir ademas una estructura 5'-cap.

En algunos casos, la regidn estabilizadora en 3' que se puede utilizar para estabilizar un polinucledtido (por
ejemplo, ARNm) que incluye una regidén poli-A o un cuarteto poli-A-G puede ser, pero sin limitarse a, las
descritas en la Publicacion de Patente Internacional n.° WO02013/103659. En otros casos, la regién
estabilizadora en 3' que se puede utilizar con los polinucleétidos de la presente descripcién incluyen un
nucleésido de terminacién de cadena tal como 3'-desoxiadenosina (cordicepina), 3'-desoxiuridina, 3'-
desoxicitosina,  3'-desoxiguanosina, 3'-desoxitimina, 2'3'-didesoxinucledsidos, tal como 2'3-
didesoxiadenosina, 2',3'-didesoxiuridina, 2',3'-didesoxicitosina, 2',3'-didesoxiguanosina, 2',3'-didesoxitimina, un
2'-desoxinucledsido o un O-metilnucledsido.

En otros casos, un polinucleétido tal como, pero sin limitarse a ARNm, que incluye una regién poliA o un
cuarteto poli-A-G se puede estabilizar mediante una alteracién en la regién 3' del polinucleétido que puede
evitar y/o inhibir la adiciéon de oligio (U) (véase, por ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional n.°
W0O2013/103659).

En otros aspectos mas, un polinucleétido tal como, pero sin limitarse a, ARNm, que incluye una regién poli-A
o un cuarteto poli-A-G puede estabilizarse mediante la adicién de un oligonucleétido que termina en un 3'-
desoxinucleésido, 2',3'-didesoxinucleésido 3-O-metilnucledsidos, 3'-O-etilnucledsidos, 3'-arabindsidos y otros
nucleésidos alternativos conocidos en la técnica y/o descritos en esta invencion.

Nucledsidos de terminacién de cadena

Un acido nucleico puede incluir un nucleésido de terminacién de cadena. Por ejemplo, un nucleésido de
terminaciéon de cadena puede incluir aquellos nucle6sidos desoxigenados en las posiciones 2' y/o 3' de su
grupo de azucar. Dichas especies pueden incluir 3'-desoxiadenosina (cordicepina), 3'-desoxiuridina, 3'-
desoxicitosina, 3'-desoxiguanosina, 3'-desoxitimina y 2'3'-didesoxinucleésidos, tales como 2'3'-
didesoxiadenosina, 2',3'-didesoxiuridina, 2',3'-didesoxicitosina, 2',3"-didesoxiguanosina y 2',3'-didesoxitimina.

Otros componentes

Una composicién de nanoparticulas puede incluir uno o mas componentes ademés de los descritos en las
secciones anteriores. Por ejemplo, una composicién de nanoparticulas puede incluir una o mas moléculas
hidrofébicas pequefias tales como una vitamina (por ejemplo, vitamina A o vitamina E) o un esterol.

Las composiciones de nanoparticulas también pueden incluir una o mas moléculas potenciadoras de la
permeabilidad, carbohidratos, polimeros, agentes que alteran la superficie u otros componentes. Una molécula
potenciadora de la permeabilidad puede ser una molécula descrita por la Publicacién de Solicitud de Patente
Estadounidense n.° 2005/0222064, por ejemplo. Los carbohidratos pueden incluir azlcares simples (por
ejemplo, glucosa) y polisacaridos (por ejemplo, glucdgeno y derivados y analogos de los mismos).

Un polimero se puede incluir en y/o utilizar para encapsular o encapsular parcialmente una composicién de
nanoparticulas. Un polimero puede ser biodegradable y/o biocompatible. Un polimero se puede seleccionar de
entre, pero sin limitarse a, poliaminas, poli éteres, poliamidas, poliésteres, policarbamatos, poliureas,
policarbonatos, poliestirenos, poliimidas, polisulfonas, poliuretanos, poliacetilenos, polietilenos,
polietileniminas, poliisocianatos, poliacrilatos, polimetacrilatos, poliacrilonitrilos y poliarilatos. Por ejemplo, un
polimero puede incluir poli(caprolactona) (PCL), polimero de acetato de etileno y vinilo (EVA), poli(acido lactico)
(PLA), poli(acido L-actico) (PLLA), poli(acido glicdlico) (PGA), poli(acido lactico-co-4cido glicdlico) (PLGA),
poli(dcido L-lactico-co-acido glicdlico) (PLLGA), poli(D,L-lactida) (PDLA), poli(L-lactida) (PLLA), poli(D,L-
lactida-co-caprolactona), poli(D,L-lactida-co-caprolactona-co-glicélido), poli(D,L-lactida-co-PEO-co-D,L-
lactida), poli(D,L-lactida-co-PPO-co-D,L-lactida), poli(cianoacrilato de alquilo), poliuretano, poli-L-lisina (PLL),
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hidroxipropil metacrilato (HPMA), polietilenglicol, &cido poli-L-glutamico, poli(hidroxiacidos), polianhidridos,
poliortoésteres, poli(ésteramidas), poliamidas, poli(éster éteres), policarbonatos, polialquilenos tales como
polietileno y propileno, polialquilen glicoles tales como poli(etilenglicol) (PEG), éxidos de polialquileno (PEO),
tereftalatos de polialquileno tales como poli(tereftalato de etileno), polivinil alcoholes (PVA), polivinil éteres,
polivinil ésteres tales como poli(acetato de vinilo), polivinil haluros tales como poli(cloruro de vinilo) (PVC),
polivinilpirrolidona (PVP), polisiloxanos, poliestireno (PS), poliuretanos, celulosas derivadas tales como alquil
celulosas, hidroxialquil celulosas, éteres de celulosa, ésteres de celulosa, nitrocelulosas, hidroxipropilcelulosa,
carboximetilcelulosa, polimeros de acidos acrilicos, tales como poli(metil(met)acrilato) (PMMA),
poli(etil(met)acrilato), poli(butil(met)acrilato), poli(isobutil(met)acrilato), poli(hexil(met)acrilato),
poli(isodecil(met)acrilato), poli(lauril(met)acrilato), poli(fenil(met)acrilato), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de
isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), poli(acrilato de octadecilo) y copolimeros y mezclas de los mismos,
polidioxanona y sus copolimeros, polihidroxialcanoatos, fumarato de polipropileno, polioximetileno,
poloxdameros, polioxaminas, poli(orto)ésteres, poli(acido butirico), poli(acido valérico), poli(lactida-co-
caprolactona), carbonato de trimetileno, poli(N-acriloilmorfolina) (PAcM), poli(2-metil-2-oxazolina) (PMOX),
poli(2-etil-2-oxazolina) (PEOZ) y poliglicerol.

Los agentes que alteran la superficie pueden incluir, pero sin limitarse a, proteinas aniénicas (por ejemplo,
albumina de suero bovino), tensioactivos (por ejemplo, tensioactivos catidnicos tales como bromuro de
dimetildioctadecil-amonio), azlcares o derivados de azucar (por ejemplo, ciclodextrina), acidos nucleicos,
polimeros (por ejemplo, heparina, polietilenglicol y poloxdmero), agentes mucoliticos (por ejemplo,
acetilcisteina, artemisa, bromelaina, papaina, clerodendro, bromhexina, carbocisteina, eprazinona, mesna,
ambroxol, sobrerol, domiodol, letosteina, estepronina, tiopronina, gelsolina, timosina P4, domasa alfa,
neltenexina y erdosteina) y DNasas (por ejemplo, rhDNasa). Un agente de alteracién de la superficie puede
disponerse dentro de una nanoparticula y/o en la superficie de una composicién de nanoparticulas (por
ejemplo, mediante recubrimiento, adsorcién, enlace covalente u otro procedimiento).

Una composicion de nanoparticulas también puede comprender uno o més lipidos funcionalizados. Por
ejemplo, un lipido puede funcionalizarse con un grupo alquino que, cuando se expone a una azida en
condiciones de reaccién adecuadas, puede experimentar una reaccién de cicloadicién. En particular, una
bicapa lipidica puede funcionalizarse de esta manera con uno o0 més grupos Utiles para facilitar la permeacion
de la membrana, el reconocimiento celular o la formacién de imagenes. La superficie de una composicién de
nanoparticulas también se puede conjugar con uno o mas anticuerpos Utiles. Los grupos funcionales y
conjugados Utiles en la administracion celular dirigida, formacién de imagenes y permeacién de membrana son
bien conocidos en la técnica.

Ademas de estos componentes, las composiciones de nanoparticulas pueden incluir cualquier sustancia util
en composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, la composicién de nanoparticulas puede incluir uno o mas
excipientes o ingredientes accesorios famacéuticamente aceptables tales como, pero sin limitarse a, uno o
mas disolventes, medios de dispersion, diluyentes, auxiliares de dispersién, auxiliares de suspensidn, auxiliares
de granulacién, desintegrantes, cargas, deslizantes, vehiculos liquidos, aglutinantes, agentes tensioactivos,
agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes, agentes tamponadores, agentes lubricantes, aceites,
conservantes y otras especies. También se pueden incluir excipientes tales como ceras, mantecas, agentes
colorantes, agentes de recubrimiento, saborizantes y agentes perfumantes. Los excipientes farmacéuticamente
aceptables son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington 's The Science and Practice of
Pharmacy, 212 edicién, A. R. Gennaro; Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 20086).

Los ejemplos de diluyentes pueden incluir, pero sin limitarse a, carbonato de calcio, carbonato de sodio, fosfato
de calcio, fosfato dicalcico, sulfato de calcio, hidrégeno fosfato de calcio, fosfato de sodio lactosa, sacarosa,
celulosa, celulosa microcristalina, caolin, manitol, sorbitol, inositol, cloruro de sodio, almidén seco, almidén de
maiz, azlcar en polvo y/o combinaciones de los mismos. Los agentes de granulacién y dispersién se pueden
seleccionar de entre la lista no limitativa que consiste en almidén de patata, almidén de maiz, almidén de
tapioca, glicolato almidén de sodio, arcillas, acido alginico, goma guar, pulpa de citricos, agar, bentonita,
celulosa y productos de madera, esponja natural, resinas de intercambio catidnico, carbonato de calcio,
silicatos, carbonato de sodio, poli(vinil-pirrolidona) reticulada (crospovidona), carboximetil almidén de sodio
(glicolato almidén de sodio), carboximetil celulosa, carboximetil celulosa de sodio reticulada (croscarmelosa),
metilcelulosa, almidén pregelatinizado (almidén 1500), almidén microcristalino, almidén insoluble en agua,
carboximetil celulosa de calcio, silicato de aluminio y magnesio (VEEGUM®), lauril sulfato de sodio, compuestos
de amonio cuaternario y/o combinaciones de los mismos.

Los agentes tensioactivos y/o emulsionantes pueden incluir, pero sin limitarse a, emulsionantes naturales (por
ejemplo, acacia, agar, acido alginico, alginato de sodio, tragacanto, condrux, colesterol, xantano, pectina,
gelatina, yema de huevo, caseina, grasa de lana, colesterol, cera y lecitina), arcillas coloidales (por ejemplo,
bentonita [silicato de aluminio] y VEEGUM® [silicato de aluminio y magnesio]), derivados de aminoéacidos de
cadena larga, alcoholes de alto peso molecular (por ejemplo, alcohol estearilico, alcohol cetilico, alcohol
oleilico, monoestearato de triacetina, diestearato de etilenglicol, monoestearato de glicerilo y monoestearato
de propilenglicol, alcohol polivinilico), carbémeros (por ejemplo, carboxipolimetileno, &cido poliacrilico, polimero
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de acido acrilico y polimero de carboxivinilo), carragenano, derivados celulésicos (por ejemplo,
carboximetilcelulosa de sodio, celulosa en polvo, hidroximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil
metilcelulosa, metilcelulosa), ésteres de éacidos grasos de sorbitan (por ejemplo, monolaurato de sorbitan
polioxietileno [TWEEN®20], sorbitan polioxietieno [TWEEN® 60], monooleato de sorbitan polioxietileno
[TWEEN®80], monopalmitato de sorbitan [SPAN®40], monoestearato de sorbitan [SPAN®60], triestearato de
sorbitan [SPAN®65], monooleato de glicerilo, monooleato de sorbitan [SPAN®8Q]), ésteres de polioxietileno (por
ejemplo, monoestearato de polioxietileno [MYRJ® 45], aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno, aceite
de ricino polietoxilado, estearato de polioximetileno y SOLUTOL®), ésteres de acidos grasos de sacarosa,
ésteres de acidos grasos de polietilenglicol (por ejemplo, CREMOPHOR®), éteres de polioxietileno (por
ejemplo, éter laurilico de polioxietileno [BRIJ® 30]), poli(vinil-pirrolidona), monolaurato de dietilenglicol, oleato
de trietanolamina, oleato de sodio, oleato de potasio, oleato de etilo, 4cido oleico, laurato de etilo, lauril sulfato
de sodio, PLURONIC®F 68, POLOXAMER® 188, bromuro de cetrimonio, cloruro de cetilpiridinio, cloruro de
benzalconio, docusato de sodio y/o combinaciones de los mismos.

Un agente aglutinante puede ser almidén (por ejemplo, almidén de maiz y pasta de almidén); gelatina; azlcares
(por ejemplo, sacarosa, glucosa, dextrosa, dextrina, melaza, lactosa, lactitol, manitol); gomas naturales y
sintéticas (por ejemplo, acacia, alginato de sodio, extracto de musgo irlandés, goma panwar, goma ghatti,
mucilago de cascaras de isapol, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, celulosa microcristalina, acetato de celulosa, poli(vinil-
pirrolidona), silicato de aluminio y magnesio (VEEGUM®) y arabogalactano de alerce); alginatos; 6xido de
polietileno; polietilenglicol; sales inorganicas de calcio; acido silicico; polimetacrilatos; ceras; agua; alcohol y
combinaciones de los mismos, o cualquier otro agente aglutinante adecuado.

Los ejemplos de conservantes pueden incluir, pero sin limitarse a, antioxidantes, agentes quelantes,
conservantes antimicrobianos, conservantes antifingicos, conservantes de alcohol, conservantes acidos y/u
otros conservantes. Los ejemplos de antioxidantes incluyen, pero sin limitarse a, alfa tocoferol, 4cido ascérbico,
palmitato de acorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, monotioglicerol, metabisulfito de potasio,
acido propiénico, galato de propilo, ascorbato de sodio, bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio y/o sulfito de
sodio. Los ejemplos de agentes quelantes incluyen acido etilendiaminotetraacético (EDTA), &cido citrico
monohidrato, edetato disddico, edetato dipotasico, &cido edético, cido fumérico, acido mélico, acido fosférico,
edetato de sodio, 4cido tartarico y/o edetato trisédico. Los ejemplos de conservantes antimicrobianos incluyen,
pero sin limitarse a, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, bronopol, cetrimida,
cloruro de cetilpiridinio, clorhexidina, clorobutanol, clorocresol, cloroxilenol, cresol, alcohol etilico, glicerina,
hexetidina, imidurea, fenol, fenoxietanol, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercdrico, propilenglicol y/o timerosal.
Los ejemplos de conservantes antifungicos incluyen, pero sin limitarse a, butil parabeno, metil parabeno, etil
parabeno, propil parabeno, acido benzoico, acido hidroxibenzoico, benzoato de potasio, sorbato de potasio,
benzoato de sodio, propionato de sodio y/o acido sérbico. Los ejemplos de conservantes de alcohol incluyen,
pero sin limitarse a, etanol, polietilenglicol, alcohol bencilico, fenol, compuestos fenélicos, bisfenol,
clorobutanol, hidroxibenzoato y/o alcohol feniletilico. Los ejemplos de conservantes acidos incluyen, pero sin
limitarse a, vitamina A, vitamina C, vitamina E, beta-caroteno, acido citrico, acido acético, acido
deshidroascérbico, acido ascérbico, acido sérbico y/o acido fitico. Otros conservantes incluyen, pero sin
limitarse a, tocoferol, acetato de tocoferol, mesilato de deteroxima, cetrimida, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), etilendiamina, lauril sulfato de sodio (SLS), lauril éter sulfato de sodio (SLES),
bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de potasio, metabisulfito de potasio, GLYDANT PLUS®,
PHENONIP®, metilparabeno, GERMALL® 115, GERMABEN®II, NEOLONE™, KATHON™ y/o EUXYL®.

Los ejemplos de agentes tamponadores incluyen, pero sin limitarse a, soluciones tamponadoras de citrato,
soluciones tamponadoras de acetato, soluciones tamponadoras de fosfato, cloruro de amonio, carbonato de
calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio, glubionato de calcio, gluceptato de calcio, gluconato de calcio, acido
d-glucdnico, glicerofosfato de calcio, lactato de calcio, lactobionato de calcio, acido propanoico, levulinato de
calcio, 4cido pentanoico, fosfato de calcio dibéasico, acido fosférico, fosfato de calcio tribasico, fosfato de
hidréxido de calcio, acetato de potasio, cloruro de potasio, gluconato de potasio, mezclas de potasio, fosfato
de potasio dibésico, fosfato de potasio monobasico, mezclas de fosfato de potasio, acetato de sodio,
bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, citrato de sodio, lactato de sodio, fosfato de sodio dibéasico, fosfato de
sodio monobasico, mezclas de fosfato de sodio, trometamina, amortiguadores de amino-sulfonato (por ejemplo,
HEPES), hidréxido de magnesio, hidréxido de aluminio, acido alginico, agua libre de pirégenos, solucién salina
isoténica, solucién de Ringer, alcohol etilico y/o combinaciones de los mismos. Los agentes lubricantes pueden
seleccionarse de entre el grupo no limitativo que consiste en estearato de magnesio, estearato de calcio, acido
esteadrico, silice, talco, malta, behenato de glicerilo, aceites vegetales hidrogenados, polietilenglicol, benzoato
de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio, leucina, lauril sulfato de magnesio, lauril sulfato de sodio y
combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de aceites incluyen, pero sin limitarse a, aceites de almendra, pepita de albaricoque, aguacate,
babasu, bergamota, semilla de corriente negra, borraja, cade, manzanilla, canola, alcaravea, carnauba, ricino,
canela, manteca de cacao, coco, higado de bacalao, café, maiz, semilla de algodén, emu, eucalipto, onagra,
pescado, linaza, geraniol, calabaza, semilla de uva, avellana, hisopo, miristato de isopropilo, jojoba, nuez de
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kukui, lavandin, lavanda, limén, litsea cubeba, nuez de macademia, malva, semilla de mango, semilla de
espuma de prado, visdn, nuez moscada, oliva, naranja, reloj anaranjado, palma, pepita de palma, pepita de
melocotén, cacahuete, semilla de amapola, semilla de calabaza, colza, salvado de arroz, romero, cartamo,
sandalo, sasanqua, ajedrea, espino amarillo, sésamo, manteca de karité, silicona, soja, girasol, arbol de té,
cardo, tsubaki, vetiver, nuez y germen de trigo, asi como estearato de butilo, triglicérido caprilico, triglicérido
caprico, ciclometicona, sebacato de dietilo, dimeticona 360, simeticona, miristato de isopropilo, aceite mineral,
octildodecanol, alcohol oleilico, aceite de silicona y/o combinaciones de los mismos.

Formulaciones

Las composiciones de nanoparticulas pueden incluir un componente lipidico y uno o mas componentes
adicionales, tal como un agente terapéutico y/o profilactico. Una composicién de nanoparticulas se puede
disefiar para una o més aplicaciones u objetivos especificos. Los elementos de una composicién de
nanoparticulas se pueden seleccionar en funcién de una aplicacién u objetivo particular, y/o en funcién de la
eficacia, toxicidad, coste, facilidad de uso, disponibilidad u otra caracteristica de uno o mas elementos. De
manera similar, la formulacién particular de una composicién de nanoparticulas se puede seleccionar para una
aplicacion u objetivo particular segun, por ejemplo, la eficacia y toxicidad de combinaciones particulares de
elementos.

El componente lipidico de una composiciéon de nanoparticulas puede incluir, por ejemplo, un lipido segln una
de las féormulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (I1a), (11, (Illa), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1), un fosfolipido
(tal como un lipido insaturado, por ejemplo, DOPE o DSPC), un lipido PEG y un lipido estructural. Los
elementos del componente lipidico se pueden proporcionar en fracciones especificas.

En algunas realizaciones, el componente lipidico de una composicién de nanoparticulas incluye un lipido segun
una de las férmulas (1), (la1)-(la6), (Ib), (), (lla), (1), (la), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1), un
fosfolipido, un lipido PEG y un lipido estructural. En determinadas realizaciones, el componente lipidico de la
composicién de nanoparticulas incluye de alrededor del 30 % en moles a alrededor del 60 % en moles de un
compuesto segun una de las formulas (1), (la1)-(1aB), (Ib), (1), (lla), (11N, (Il1a), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-
1)y (21-1), de alrededor del 0 % en moles a alrededor del 30 % en moles de fosfolipido, de alrededor del 18,5
% en moles a alrededor del 48,5 % en moles de lipido estructural, y de alrededor del 0 % en moles a alrededor
del 10 % en moles de lipido PEG, siempre que el % en moles total no exceda del 100 %. En algunas
realizaciones, el componente lipidico de la composiciéon de nanoparticulas incluye de alrededor del 35 % en
moles a alrededor del 55 % en moles de un compuesto segun una de las formulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I, (/la),
(1), (ha), (Iv), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1), de alrededor del 5 % en moles a alrededor del 25 % en
moles de fosfolipido, de alrededor del 30 % en moles a alrededor del 40 % en moles de lipido estructural, y de
alrededor del 0 % en moles a alrededor del 10 % en moles de lipido PEG. En determinadas realizaciones, el
componente lipidico incluye alrededor del 50 % en moles de dicho compuesto, alrededor del 10 % en moles
de fosfolipido, alrededor del 38,5 % en moles de lipido estructural y alrededor del 1,5 % en moles de lipido
PEG. En otras realizaciones, el componente lipidico incluye alrededor del 40 % en moles de dicho compuesto,
alrededor del 20 % en moles de fosfolipido, alrededor del 38,5 % en moles de lipido estructural y alrededor del
1,5 % en moles de lipido PEG. En algunas realizaciones, el fosfolipido puede ser DOPE o DSPC. En otras
realizaciones, el lipido PEG puede ser PEG-DMG y/o el lipido estructural puede ser colesterol.

Las composiciones de nanoparticulas se pueden disefiar para una o més aplicaciones u objetivos especificos.
Por ejemplo, una composicién de nanoparticulas puede disefiarse para administrar un agente terapéutico y/o
profilactico tal como un ARN a una célula, tejido, érgano o sistema particular o grupo de los mismos en un
cuerpo de mamifero. Las propiedades fisicoquimicas de las composiciones de nanoparticulas pueden alterarse
para aumentar la selectividad para objetivos corporales particulares. Por ejemplo, los tamafios de particula se
pueden ajustar en funcién de los tamafios de fenestracién de diferentes 6rganos. El agente terapéutico y/o
profilactico incluido en una composicién de nanoparticulas también se puede seleccionar en funcién del objetivo
o los objetivos de administracién deseados. Por ejemplo, se puede seleccionar un agente terapéutico y/o
profilactico para una indicacion, afeccién, enfermedad o trastorno particular y/o para la administracién a una
célula, tejido, dérgano o sistema particular o grupo de los mismos (por ejemplo, administracién localizada o
especifica). En determinadas realizaciones, una composiciéon de nanoparticulas puede incluir un ARNm que
codifica un polipéptido de interés capaz de traducirse dentro de una célula para producir el polipéptido de
interés. Dicha composicién se puede disefiar para administrarse especificamente a un 6rgano particular. En
determinadas realizaciones, una composicién puede disefiarse para administrarse especificamente a un
higado de mamifero.

La cantidad de un agente terapéutico y/o profilactico en una composiciéon de nanoparticulas puede depender
del tamafio, composicién, objetivo y/o aplicacion deseados, u otras propiedades de la composicion de
nanoparticulas, asi como de las propiedades del agente terapéutico y/o profilactico. Por ejemplo, la cantidad
de un ARN dutil en una composicién de nanoparticulas puede depender del tamafio, la secuencia y otras
caracteristicas del ARN. Las cantidades relativas de un agente terapéutico y/o profilactico y otros elementos
(por ejemplo, lipidos) en una composicién de nanoparticulas también pueden variar. En algunas realizaciones,

85



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2913 626 T5

la relacién p/p del componente lipidico con respecto a un agente terapéutico y/o profilactico en una composicion
de nanoparticulas puede ser de alrededor de 5:1 a alrededor de 60:1, tal como 5:1, 6:1, 7:1, 81, 9:1, 10:1,
11:1,12:1, 131, 14:1, 15:1, 16:1,17:1, 18:1, 19:1, 20:1, 25:1, 30:1, 35:1, 40:1, 45:1, 50:1 y 60:1. Por ejemplo,
la relacién p/p del componente lipidico con respecto a un agente terapéutico y/o profilactico puede ser de
alrededor de 10:1 a alrededor de 40:1. En determinadas realizaciones, la relacién p/p es de alrededor de 20:1.
La cantidad de un agente terapéutico y/o profilactico en una composicién de nanoparticulas se puede medir,
por ejemplo, usando espectroscopia de absorcién (por ejemplo, espectroscopia visible por ultravioleta).

En algunas realizaciones, una composicién de nanoparticulas incluye uno o mas ARN, y el uno o mas ARN,
lipidos y cantidades de los mismos se pueden seleccionar para proporcionar una relaciéon N:P especifica. La
relacion N:P de la composicién se refiere a la relacién molar de atomos de nitrégeno en uno o més lipidos con
respecto a la cantidad de grupos fosfato en un ARN. En general, se prefiere una relacién N:P mas baja. El uno
o méas ARN, lipidos y cantidades de los mismos se pueden seleccionar para proporcionar una relacién N:P de
alrededor de 2:1 a alrededor de 30:1, tal como 2:1, 3:1, 4.1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 12:1, 14:1, 16:1, 18:1,
20:1, 22:1, 24:1, 26:1, 28:1 0 30:1. En determinadas realizaciones, la relacién N:P puede ser de alrededor de
2:1 a alrededor de 8:1. En otras realizaciones, la relacién N:P es de alrededor de 5:1 a alrededor de 8:1. Por
ejemplo, la relacién N:P puede ser de alrededor de 5,0:1, alrededor de 5,5:1, alrededor de 5,67:1, alrededor de
6,0:1, alrededor de 6,5:1 o alrededor de 7,0:1. Por ejemplo, la relacién N:P puede ser de alrededor de 5,67:1.

Propiedades fisicas

Las caracteristicas de una composicién de nanoparticulas pueden depender de los componentes de la misma.
Por ejemplo, una composicién de nanoparticulas que incluye colesterol como lipido estructural puede tener
caracteristicas diferentes que una composicién de nanoparticulas que incluye un lipido estructural diferente.
De manera similar, las caracteristicas de una composicién de nanoparticulas pueden depender de las
cantidades absolutas o relativas de sus componentes. Por ejemplo, una composiciéon de nanoparticulas que
incluye una fraccién molar més alta de un fosfolipido puede tener caracteristicas diferentes que una
composicién de nanoparticulas que incluye una fraccién molar mas baja de un fosfolipido. Las caracteristicas
también pueden variar en funcidén del procedimiento y las condiciones de preparacién de la composicién de
nanoparticulas.

Las composiciones de nanoparticulas pueden caracterizarse por una variedad de procedimientos. Por ejemplo,
se puede usar microscopia (por ejemplo, microscopia electrdnica de transmision o microscopia electrénica de
barrido) para examinar la morfologia y distribuciéon de tamafio de una composicién de nanoparticulas. Se puede
usar potenciometria o dispersién dinamica de luz (por ejemplo, titulaciones potenciométricas) para medir los
potenciales zeta. También se puede utilizar la dispersién dindmica de luz para determinar los tamafios de
particula. También se pueden usar instrumentos tales como el Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,
Malvern, Worcestershire, RU) para medir multiples caracteristicas de una composicién de nanoparticulas, tales
como tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta.

El tamafio medio de una composicién de nanoparticulas puede estar entre decenas de nmy centenas de nm.
Por ejemplo, el tamafio medio puede ser de alrededor de 40 nm a alrededor de 150 nm, tal como alrededor de
40 nm, 45 nm, 50 nm, 55 nm, 60 nm, 65 nm, 70 nm, 75 nm, 80 nm, 85 nm, 90 nm, 95 nm, 100 nm, 105 nm,
110 nm, 115 nm, 120 nm, 125 nm, 130 nm, 135 nm, 140 nm, 145 nm o 150 nm. En algunas realizaciones, el
tamafio medio de una composicién de nanoparticulas puede ser de alrededor de 50 nm a alrededor de 100
nm, de alrededor de 50 nm a alrededor de 90 nm, de alrededor de 50 nm a alrededor de 80 nm, de alrededor
de 50 nm a alrededor de 70 nm, de alrededor de 50 nm a alrededor de 60 nm, de alrededor de 60 nm a
alrededor de 100 nm, de alrededor de 60 nm a alrededor de 90 nm, de alrededor de 60 nm a alrededor de 80
nm, de alrededor de 60 nm a alrededor de 70 nm, de alrededor de 70 nm a alrededor de 100 nm, de alrededor
de 70 nm a alrededor de 90 nm, de alrededor de 70 nm a alrededor de 80 nm, de alrededor de 80 nm a
alrededor de 100 nm, de alrededor de 80 nm a alrededor de 90 nm o de alrededor de 90 nm a alrededor de
100 nm. En determinadas realizaciones, el tamafio medio de una composicién de nanoparticulas puede ser de
alrededor de 70 nm a alrededor de 100 nm. En algunas realizaciones, el tamafio medio puede ser de alrededor
de 80 nm. En otras realizaciones, el tamafio medio puede ser de alrededor de 100 nm.

Una composicién de nanoparticulas puede ser relativamente homogénea. Se puede usar un indice de
polidispersidad para indicar la homogeneidad de una composicidén de nanoparticulas, por ejemplo, la
distribucién del tamafio de particula de las composiciones de nanoparticulas. Un indice de polidispersidad
pequefio (por ejemplo, inferior a 0,3) generalmente indica una distribucién de tamafio de particula estrecha.
Una composicién de nanoparticulas puede tener un indice de polidispersidad de alrededor de 0 a alrededor de
0,25, tal como 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,10, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17,
0,18, 0,19, 0,20, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24 o 0,25. En algunas realizaciones, el indice de polidispersidad de una
composicién de nanoparticulas puede ser de alrededor de 0,10 a alrededor de 0,20.

El potencial zeta de una composicién de nanoparticulas se puede utilizar para indicar el potencial
electrocinético de la composicién. Por ejemplo, el potencial zeta puede describir la carga superficial de una
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composiciébn de nanoparticulas. Las composiciones de nanoparticulas con cargas relativamente bajas,
positivas o negativas, son generalmente deseables, ya que las especies méas altamente cargadas pueden
interactuar de forma no deseada con células, tejidos y otros elementos del cuerpo. En algunas realizaciones,
el potencial zeta de una composicién de nanoparticulas puede ser de alrededor de -10 mV a alrededor de +20
mV, de alrededor de -10 mV a alrededor de +15 mV, de alrededor de -10 mV a alrededor de +10 mV, de
alrededor de -10 mV a alrededor de +5 mV, de alrededor de -10 mV a alrededor de 0 mV, de alrededor de -10
mV a alrededor de -5 mV, de alrededor de -5 mV, a alrededor de +20 mV, de alrededor de -5 mV a alrededor
de +15 mV, de alrededor de -5 mV a alrededor de +10 mV, de alrededor de-5 mV a alrededor de +5 mV, de
alrededor de -5 mV a alrededor de 0 mV, de alrededor de 0 mV a alrededor de +20 mV, de alrededor de 0 mV
a alrededor de +15 mV, de alrededor de 0 mV a alrededor de +10 mV, de alrededor de 0 mV a alrededor de +5
mV, de alrededor de +5 mV a alrededor de +20 mV, de alrededor de +5 mV a alrededor de +15 mV o de
alrededor de +5 mV a alrededor de +10 mV.

La eficiencia de encapsulacién de un agente terapéutico y/o profilactico describe la cantidad de agente
terapéutico y/o profilactico que esta encapsulado o asociado de cualquier otra manera con una composicion
de nanoparticulas después de la preparacién, con respecto a la cantidad inicial proporcionada. La eficiencia
de encapsulacién es deseablemente alta (por ejemplo, cercana al 100 %). La eficiencia de encapsulacién se
puede medir, por ejemplo, comparando la cantidad de agente terapéutico y/o profilactico en una solucién que
contiene la composicién de nanoparticulas antes y después de fraccionar la composicién de nanoparticulas
con uno o mas disolventes o detergentes orgénicos. La fluorescencia se puede utilizar para medir la cantidad
de agente terapéutico y/o profilactico libre (por ejemplo, ARN) en una solucién. Para las composiciones de
nanoparticulas descritas en esta invencién, la eficiencia de encapsulacién de un agente terapéutico y/o
profilactico puede ser de al menos el 50 %, por ejemplo, el 50 %, el 55 %, el 60 %, el 65 %, el 70 %, el 75 %,
el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el
100 %. En algunas realizaciones, la eficiencia de encapsulacién puede ser de al menos el 80 %. En
determinadas realizaciones, la eficiencia de encapsulacién puede ser de al menos el 90 %.

Una composicién de nanoparticulas puede comprender opcionalmente uno o mas recubrimientos. Por ejemplo,
una composiciéon de nanoparticulas puede formularse en una cépsula, pelicula o comprimido que tenga un
recubrimiento. Una cépsula, pelicula o comprimido que incluye una composiciéon descrita en esta invencion
puede tener cualquier tamafio Util, resistencia a la traccién, dureza o densidad.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones de nanoparticulas se pueden formular en su totalidad o en parte como composiciones
farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir una o mas composiciones de nanoparticulas.
Por ejemplo, una composicién farmacéutica puede incluir una o méas composiciones de nanoparticulas que
incluyen uno o méas agentes terapéuticos y/o profilacticos diferentes. Las composiciones farmacéuticas pueden
incluir ademas uno o0 més excipientes farmacéuticamente aceptables o ingredientes accesorios tales como los
descritos en esta invenciéon. Las pautas generales para la formulacion y fabricacién de agentes y
composiciones farmacéuticas estan disponibles, por ejemplo, en Remington's The Science and Practice of
Pharmacy, 212 edicién, A. R. Gennaro; Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore, MD,20086. Los excipientes e
ingredientes accesorios convencionales se pueden usar en cualquier composicion farmacéutica, excepto en la
medida en que cualquier excipiente o ingrediente accesorio convencional pueda ser incompatible con uno o
mas componentes de una composicién de nanoparticulas. Un excipiente o ingrediente accesorio puede ser
incompatible con un componente de una composicién de nanoparticulas si su combinacién con el componente
puede dar como resultado cualquier efecto biolégico indeseable o efecto perjudicial de cualquier otra manera.

En algunas realizaciones, uno o méas excipientes o ingredientes accesorios pueden constituir méas del 50 % de
la masa o volumen total de una composicién farmacéutica que incluye una composicién de nanoparticulas. Por
ejemplo, el uno o més excipientes o ingredientes accesorios pueden constituir el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80
%, el 90 % o més de una convencioén farmacéutica. En algunas realizaciones, un excipiente farmacéuticamente
aceptable es al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el
100 % puro. En algunas realizaciones, un excipiente esta aprobado para su uso en seres humanos y para uso
veterinario. En algunas realizaciones, un excipiente estd aprobado por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos. En algunas realizaciones, un excipiente
es de grado farmacéutico. En algunas realizaciones, un excipiente cumple con los estdndares de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP), la Farmacopea Europea (EP), la Farmacopea Britanica y/o la
Farmacopea Internacional.

Las cantidades relativas de la una o méas composiciones de nanoparticulas, el uno o méas excipientes
farmacéuticamente aceptables y/o cualquier ingrediente adicional en una composicién farmacéutica conforme
a la presente descripcién variaran, dependiendo de la identidad, tamafio y/o condicién del sujeto tratado y
ademas de la via por la cual se administra la composiciéon. A modo de ejemplo, una composicién farmacéutica
puede comprender entre el 0,1 % y el 100 % (p/p) de una o mas composiciones de nanoparticulas.
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En determinadas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas y/o composiciones farmacéuticas de la
descripcién se refrigeran o congelan para su almacenamiento y/o envio (por ejemplo se almacenan a una
temperatura de 4 °C o0 menos, tal como una temperatura entre alrededor de -150 °C y alrededor de 0 °C o entre
alrededor de -80 °C y alrededor de -20 °C (por ejemplo, alrededor de -5 °C, -10 °C, -15 °C, -20 °C, -25 °C, -30
°C,-40°C, -50°C, 60 °C, -70 °C, -80 °C, -90 °C, -130 °C 0 -150 °C). Por ejemplo, la composicidén farmacéutica
que comprende un compuesto de cualquiera de las Férmulas (1)-(1V) es una solucién que se refrigera para su
almacenamiento y/o envio a, por ejemplo, alrededor de -20 °C, -30 °C, -40 °C, -50 °C, -60 °C, -70 °C 0 -80 °C.
En determinadas realizaciones, la descripcién también se refiere a un procedimiento para aumentar la
estabilidad de las composiciones de nanoparticulas y/o composiciones farmacéuticas que comprenden un
compuesto de cualquiera de las férmulas (1), (lla1)-(1a6), (Ib), (1), (Ila), (1), (Illa), (1V), (17-1), (19-1), (19-I1), (20-
) y (21-1) almacenando las composiciones de nanoparticulas y/o composiciones farmacéuticas a una
temperatura de 4 °C o menos, tal como una temperatura de entre alrededor de -150 °C y alrededor de 0 °C o
de entre alrededor de -80 °C y alrededor de -20 °C, por ejemplo, alrededor de -5 °C, -10 °C, -15 °C, -20 °C, -
25°C,-30°C, 40°C,-50°C, -60°C, -70 °C, -80 °C, -90 °C, -130 °C 0 -150 °C). Por ejemplo, las composiciones
de nanoparticulas y/o composiciones farmacéuticas descritas en esta invencién son estables durante alrededor
de al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al menos 3 semanas, al menos 4 semanas, al menos 5 semanas,
al menos 6 semanas, al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 4 meses, al menos 6 meses, al menos 8
meses, al menos 10 meses, al menos 12 meses, al menos 14 meses, al menos 16 meses, al menos 18 meses,
al menos 20 meses, al menos 22 meses o al menos 24 meses, por ejemplo, a una temperatura de 4 °C o menor
(por ejemplo, entre alrededor de 4 °C y -20 °C). En una realizacién, la formulacién se estabiliza durante al
menos 4 semanas a alrededor de 4 °C. En determinadas realizaciones, la composiciéon farmacéutica de la
descripcién comprende una composicién de nanoparticulas descrita en esta invencién y un portador
farmacéuticamente aceptable seleccionado de entre uno 0 méas de Tris, un acetato (por ejemplo, acetato de
sodio), un citrato (por ejemplo, citrato de sodio), solucién salina, PBS y sacarosa. En determinadas
realizaciones, la composicién farmacéutica de la descripcién tiene un valor de pH de entre alrededorde 7y 8
(por ejemplo, 6,8,6,9,70,71,72,7,3,7,4,75,76,7,7,7,8 79u80, oentre 7,5y 8 oentre 7y 7,8). Por
ejemplo, una composicién farmacéutica de la descripcidn comprende una composicién de nanoparticulas
descrita en esta invencién, Tris, solucién salina y sacarosa, y tiene un pH de alrededor de 7,5-8, que es
adecuado para su almacenamiento y/o envio a, por ejemplo, alrededor de -20 °C. Por ejemplo, una
composicién farmacéutica de la descripcidn comprende una composicién de nanoparticulas descrita en esta
invencién y PBS y tiene un pH de alrededor de 7-7,8, adecuado para su almacenamiento y/o envio a, por
ejemplo, alrededor de 4 °C o menos. "Estabilidad”, "estabilizado" y "estable" en el contexto de la presente
descripcién se refiere a la resistencia de las composiciones de nanoparticulas y/o composiciones farmacéuticas
descritas en esta invencién a cambios quimicos o fisicos (por ejemplo, degradacidén, cambio de tamafio de
particula, agregacién, cambio en la encapsulacién, etc.) en condiciones de fabricacién, preparacién, transporte,
almacenamiento y/o en uso dadas, por ejemplo, cuando se aplica tensién tal como fuerza de cizallamiento,
tensién de congelaciéon/descongelacion, etc.

Las composiciones de nanoparticulas y/o las composiciones farmacéuticas que incluyen una o més
composiciones de nanoparticulas se pueden administrar a cualquier paciente o sujeto, incluyendo aquellos
pacientes o sujetos que se pueden beneficiar de un efecto terapéutico proporcionado por la administracién de
un agente terapéutico y/o profilactico a una o mas células, tejidos, érganos o sistemas particulares o grupos
de los mismos, tal como el sistema renal. Aunque las descripciones proporcionadas en esta invencién de
composiciones de nanoparticulas y composiciones farmacéuticas que incluyen composiciones de
nanoparticulas se dirigen principalmente a composiciones que son adecuadas para su administracién a seres
humanos, el experto en la materia entendera que dichas composiciones son generalmente adecuadas para su
administracién a cualquier otro mamifero. La modificacion de las composiciones adecuadas para su
administracién a seres humanos con el fin de hacer las composiciones adecuadas para su administracién a
diversos animales se entiende bien y el farmacélogo veterinario experto en la materia puede disefiar y/o realizar
dicha modificacién con simple experimentacion habitual, si es que la hay. Los sujetos a los que se contempla
la administracién de las composiciones incluyen, pero sin limitarse a, seres humanos, otros primates y otros
mamiferos, que incluyen mamiferos comercialmente relevantes tales como ganado bovino, cerdos, caballos,
ovejas, gatos, perros, ratones y/o ratas.

Una composicién farmacéutica que incluye una o mas composiciones de nanoparticulas se puede preparar
mediante cualquier procedimiento conocido o desarrollado en lo sucesivo en la técnica de la farmacologia. En
general, dichos procedimientos preparatorios incluyen asociar el ingrediente activo con un excipiente y/o uno
0 més ingredientes accesorios adicionales, y a continuacion, si es deseable o necesario, dividir, dar forma y/o
envasar el producto en una unidad de dosis Unica o multiples deseada.

Una composicién farmacéutica conforme a la presente descripcidn se puede preparar, empaquetar y/o vender
a granel, como una dosis unitaria Unica y/o como una pluralidad de dosis unitarias Unicas. Como se usa en
esta invencién, una “dosis unitaria’ es una cantidad discreta de la composicién farmacéutica que comprende
una cantidad predeterminada del ingrediente activo (por ejemplo, composicién de nanoparticulas). La cantidad
del ingrediente activo es generalmente igual a la dosificacion del ingrediente activo que se administraria a un
sujeto y/o una fraccién conveniente de dicha dosificacién tal como, por ejemplo, la mitad o un tercio de dicha
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dosificacién.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar en una variedad de formas adecuadas para una
variedad de vias y procedimientos de administracién. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas se pueden
preparar en formas de dosificacién liquidas (por ejemplo, emulsiones, microemulsiones, nanoemulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires), formas inyectables, formas de dosificacién sélidas (por ejemplo,
capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y grénulos), formas de dosificacién para administracién tépica y/o
transdérmica (por ejemplo, unglentos, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizadores,
inhalantes y parches), suspensiones, polvos y otras formas.

Las formas de dosificacién liquidas para la administracién por via oral y parenteral incluyen, pero sin limitarse
a, emulsiones, microemulsiones, nanoemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y/o elixires
farmacéuticamente aceptables. Ademas de los ingredientes activos, las formas de dosificacion liquidas pueden
comprender diluyentes inertes cominmente utilizados en la técnica, tal como, por ejemplo, agua u otros
disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilen glicol,
dimetilformamida, aceites (en particular, aceite de semilla de algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y
sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan y
mezclas de los mismos. Ademés de diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir agentes
terapéuticos y/o profilacticos adicionales, agentes adicionales tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes y de suspensién, agentes edulcorantes, saborizantes y/o perfumantes. En determinadas
realizaciones para administracién parenteral, las composiciones se mezclan con agentes solubilizantes tales
como Cremophor®, alcoholes, aceites, aceites modificados, glicoles, polisorbatos, ciclodextrinas, polimeros y/o
combinaciones de los mismos.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles se
pueden formular segun la técnica conocida usando agentes dispersantes, agentes humectantes y/o agentes
de suspensién adecuados. Las preparaciones inyectables estériles pueden ser soluciones, suspensiones y/o
emulsiones inyectables estériles en diluyentes y/o disolventes parenterales aceptables no téxicos, por ejemplo,
como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se
encuentran el agua, la solucién de Ringer, USP y la solucién isoténica de cloruro de sodio. Los aceites fijos
estériles se emplean convencionalmente como disolvente 0 medio de suspensién. Para este fin, se puede
emplear cualquier aceite fijo blando que incluya mono o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos tales como
el acido oleico pueden usarse en la preparacion de inyectables.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de
retencién bacteriana, y/o mediante la incorporacion de agentes esterilizantes en forma de composiciones
sélidas estériles que se pueden disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su
uso.

Para prolongar el efecto de un ingrediente activo, a menudo es deseable retardar la absorcién del ingrediente
activo de la inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto se puede llevar a cabo mediante el uso de una
suspensién liquida de material cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La velocidad de absorcién del
farmaco entonces depende de su velocidad de disolucién la cual, a su vez, puede depender del tamafio del
cristal y la forma cristalina. Como alternativa, la absorcién retardada de una forma de farmaco administrado
por via parenteral se lleva a cabo al disolver o suspender el farmaco en un vehiculo oleoso. Las formas de
depésito inyectables se realizan formando matrices microencapsuladas de los farmacos en polimeros
biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la relacién del farmaco con respecto al
polimero, y la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar la velocidad de liberacién del
farmaco. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las
formulaciones inyectables de depésito también se preparan atrapando el farmaco en liposomas o
microemulsiones que sean compatibles con los tejidos corporales.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal son tipicamente supositorios que se pueden preparar
mezclando composiciones con excipientes no irritantes adecuados tales como manteca de cacao,
polietilenglicol o una cera de supositorio que son sélidos a temperatura ambiente, pero liquidos a temperatura
corporal y, por lo tanto, se funden en el recto o cavidad vaginal y liberan el ingrediente activo.

Las formas de dosificacion sélidas para administracién por via oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras,
peliculas, polvos y granulos. En tales formas de dosificacién sélidas, un ingrediente activo se mezcla con al
menos un excipiente inerte farmacéuticamente aceptable tal como citrato de sodio o fosfato dicalcico y/o cargas
o extensores (por ejemplo, almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico), aglutinantes (por
ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa y acacia), humectantes (por
ejemplo, glicerol), agentes desintegrantes (por ejemplo, agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca,
acido alginico, ciertos silicatos y carbonato de sodio), agentes retardantes de solucién (por ejemplo, parafina),
aceleradores de absorcién (por ejemplo, compuestos de amonio cuaternario), agentes humectantes (por
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ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol), absorbentes (por ejemplo, arcilla de caolin y bentonita,
silicatos) y lubricantes (por ejemplo, talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos,
lauril sulfato de sodio) y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de
dosificacion puede comprender agentes tamponadores.

Se pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en cépsulas de gelatina rellenas
blandas y duras utilizando excipientes tales como lactosa o azucar de leche, asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular y similares. Las formas de dosificacién sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y
gréanulos se pueden preparar con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros
recubrimientos conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. Opcionalmente, pueden comprender
agentes opacificantes y pueden ser de una composiciéon que liberan el o los ingredientes activos solo, o
preferiblemente, en una determinada parte del tracto intestinal, opcionalmente, de forma retardada. Los
ejemplos de composiciones de incrustacién que se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras. Se
pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina rellenas blandas
y duras utilizando excipientes tales como lactosa o azlcar de leche, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares.

Las formas de dosificaciéon para la administracidn tépica y/o transdérmica de una composicién pueden incluir
unguentos, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizadores, inhalantes y/o parches.
Generalmente, un ingrediente activo se mezcla en condiciones estériles con un excipiente farmacéuticamente
aceptable y/o cualquier conservante y/o tamponador necesario seglin sea necesario. Ademés, la presente
descripcién contempla el uso de parches transdérmicos, que a menudo tienen la ventaja adicional de
proporcionar una administracién controlada de un compuesto al cuerpo. Dichas formas de dosificacién se
pueden preparar, por ejemplo, disolviendo y/o dispensando el compuesto en el medio adecuado. De manera
alternativa o adicional, la velocidad puede controlarse proporcionando una membrana de control de velocidad
y/o dispersando el compuesto en una matriz polimérica y/o gel.

Los dispositivos adecuados para su uso en la administracion de composiciones farmacéuticas intradérmicas
descritas en esta invencién incluyen dispositivos de aguja corta tales como los descritos en las Patentes
Estadounidenses 4.886.499; 5.190.521; 5.328.483; 5.527.288; 4.270.537; 5.015.235; 5.141.496; y 5.417.662.
Las composiciones intradérmicas se pueden administrar mediante dispositivos que limitan la longitud de
penetracién efectiva de una aguja en la piel, tal como los descritos en la publicacién PCT WO99/34850 y
equivalentes funcionales de los mismos. Los dispositivos de inyeccidén a chorro que administran composiciones
liquidas a la dermis a través de un inyector de chorro liquido y/o a través de una aguja que perfora el estrato
cérneo y produce un chorro que llega a la dermis son adecuados. Los dispositivos de inyeccién a chorro se
describen, por ejemplo, en las Patentes Estadounidenses 5.480.381; 5.599.302; 5.334.144; 5.993.412;
5.649.912; 5.569.189; 5.704.911; 5.383.851; 5.893.397; 5.466.220; 5.339.163; 5.312.335, 5.503.627,
5.064.413; 5.520.639; 4.596.556; 4.790.824; 4.941.880; 4.940.460; y las Publicaciones PCT WO 97/37705 y
WO 97/13537. Los dispositivos balisticos de administraciéon de polvo/particulas que utilizan gas comprimido
para acelerar la vacuna en forma de polvo a través de las capas externas de la piel hasta la dermis son
adecuados. De manera alternativa o adicional, se pueden usar jeringas convencionales en el procedimiento de
mantoux clasico de administracidn intradérmica.

Las formulaciones adecuadas para la administracion tdpica incluyen, pero sin limitarse a, preparaciones
liquidas y/o semiliquidas tales como linimentos, lociones, emulsiones de aceite en agua y/o agua en aceite
tales como cremas, unguentos y/o pastas, y/o soluciones y/o suspensiones. Las formulaciones que se pueden
administrar tépicamente, por ejemplo, pueden comprender de alrededor del 1 % a alrededor del 10 % (p/p) del
ingrediente activo, aunque la concentracién de ingrediente activo puede ser tan alta como el limite de
solubilidad del ingrediente activo en el disolvente. Las formulaciones para la administracidén tdpica pueden
comprender ademas uno o mas de los ingredientes adicionales descritos en esta invencién.

Una composicién farmacéutica se puede preparar, empaquetar y/o vender en una formulacién adecuada para
la administracién pulmonar a través de la cavidad bucal. Dicha formulacién puede comprender particulas secas
que comprenden el ingrediente activo. Dichas composiciones se encuentran convenientemente en forma de
polvos secos para su administracidn utilizando un dispositivo que comprende un depésito de polvo seco al que
se puede dirigir una corriente de propulsor para dispersar el polvo y/o un recipiente dispensador de
disolvente/polvo autopropulsado tal como un dispositivo que comprende el ingrediente activo disuelto y/o
suspendido en un propulsor de bajo punto de ebullicién en un recipiente sellado. Las composiciones de polvo
seco pueden incluir un diluyente de polvo sélido fino tal como azlcar y se proporcionan convenientemente en
una forma de dosis unitaria.

Los propulsores de bajo punto de ebullicién generalmente incluyen propulsores liquidos que tienen un punto
de ebullicién inferior a 65 °F a presidén atmosférica. Generalmente, el propulsor puede constituir del 50 % al
99,9 % (p/p) de la composicién, y el ingrediente activo puede constituir del 0,1 % al 20 % (p/p) de la
composicién. Un propulsor puede comprender ademas ingredientes adicionales tales como un tensioactivo
sélido anibnico y/o liquido no idnico y/o un diluyente sélido (que puede tener un tamafio de particula del mismo
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orden que las particulas que comprenden el ingrediente activo).

Las composiciones farmacéuticas formuladas para la administracién pulmonar pueden proporcionar un
ingrediente activo en forma de gotitas de una solucién y/o suspensién. Dichas formulaciones se pueden
preparar, empaquetar y/o vender como soluciones y/o suspensiones alcohdlicas acuosas y/o diluidas,
opcionalmente estériles, que comprenden el ingrediente activo, y se pueden administrar convenientemente
usando cualquier dispositivo de nebulizacién y/o atomizacién. Dichas formulaciones pueden comprender
ademas uno o mas ingredientes adicionales que incluyen, pero sin limitarse a, un agente saborizante tal como
sacarina de sodio, un aceite volatil, un agente tamponador, un agente tensioactivo y/o un conservante tal como
metilhidroxibenzoato. Las gotitas proporcionadas por esta via de administracién pueden tener un didmetro
promedio en el intervalo de alrededor de 1 nm a alrededor de 200 nm.

Las formulaciones descritas en esta invencién como Utiles para la administracién pulmonar son Utiles para la
administracién intranasal de una composicién farmacéutica. Otra formulacién adecuada para la administracién
intranasal es un polvo grueso que comprende el ingrediente activo y que tiene una particula promedio de
alrededor de 0,2 ym a 500 pym. Dicha formulacién se administra de la manera en que se toma el rapé, es decir,
mediante inhalacién rapida a través de las fosas nasales desde un recipiente del polvo que se mantiene cerca
de la nariz.

Las formulaciones adecuadas para la administracién nasal pueden comprender, por ejemplo, de tan sélo
alrededor de un 0,1 % (p/p) y hasta el 100 % (p/p) del ingrediente activo, y pueden comprender uno o mas de
los ingredientes adicionales descritos en esta invencién. Una composicién farmacéutica se puede preparar,
empagquetar y/o vender en una formulacién adecuada para la administraciéon bucal. Dichas formulaciones
pueden estar, por ejemplo, en forma de comprimidos y/o grageas elaboradas usando procedimientos
convencionales, y pueden, por ejemplo, del 0,1 % al 20 % (p/p) de ingrediente activo, comprendiendo el resto
una composicién soluble y/o degradable por via oral y, opcionalmente, uno o méas de los ingredientes
adicionales descritos en esta invencién. Alternativamente, las formulaciones adecuadas para la administracién
bucal pueden comprender un polvo y/o una solucién y/o suspensién aerosolizada y/o atomizada que
comprende el ingrediente activo. Dichas formulaciones en polvo, en aerosol y/o en aerosol, cuando se
dispersan, pueden tener un tamafio de particula y/o gotita promedio en el intervalo de alrededor de 0,1 nm a
alrededor de 200 nm, y pueden comprender ademés uno o mas de cualquiera de los ingredientes adicionales
descritos en esta invencion.

Una composicién farmacéutica se puede preparar, empaquetar y/o vender en una formulacién adecuada para
la administracion oftalmica. Dichas formulaciones pueden estar, por ejemplo, en forma de gotas para los ojos
que incluyen, por ejemplo, una solucién y/o suspension al 0,1/1,0 % (p/p) del ingrediente activo en un excipiente
liquido acuoso u oleoso. Dichas gotas pueden comprender ademas agentes tamponadores, sales y/o uno o
mas de cualquiera de los ingredientes adicionales descritos en esta invenciéon. Otras formulaciones
administrables oftalmicamente que son utiles incluyen aquellas que comprenden el ingrediente activo en forma
microcristalina y/o en una preparacion liposémica. Se contempla que las gotas para los oidos y/o gotas para
los ojos estan dentro del alcance de esta presente descripcién.

Procedimientos para producir polipéptidos en células

La presente descripcion proporciona procedimientos para producir un polipéptido de interés en una célula de
mamifero. Los procedimientos para producir polipéptidos implican poner en contacto una célula con una
composicién de nanoparticulas que incluye un ARNm que codifica el polipéptido de interés. Al poner en
contacto la célula con la composiciéon de nanoparticulas, el ARNm se puede incorporar y traducir en la célula
para producir el polipéptido de interés.

En general, la etapa de poner en contacto una célula de mamifero con una composicién de nanoparticulas que
incluye un ARNm que codifica un polipéptido de interés se puede realizar in vivo, ex vivo, en cultivo o in vitro.
La cantidad de composicién de nanoparticulas puesta en contacto con una célula, y/o la cantidad de ARNm en
la misma, puede depender del tipo de célula o tejido en contacto, los medios de administracién, las
caracteristicas fisicoquimicas de la composicion de nanoparticulas y el ARNm (por ejemplo, tamafio, carga y
composicién quimica) en la misma, y otros factores. En general, una cantidad efectiva de la composicién de
nanoparticulas permitira la produccion eficiente de polipéptidos en la célula. Las métricas para la eficiencia
pueden incluir traduccién de polipéptidos (indicada por la expresién de polipéptidos), nivel de degradacién de
ARNmMm e indicadores de respuesta inmunitaria.

La etapa de poner en contacto una composiciéon de nanoparticulas que incluye un ARNm con una célula puede
implicar o causar transfeccién. Un fosfolipido que se incluya en el componente lipidico de una composicién de
nanoparticulas puede facilitar la transfeccién y/o aumentar la eficiencia de transfeccién, por ejemplo, al
interactuar y/o fusionarse con una membrana celular o intracelular. La transfeccién puede permitir la traduccidn
del ARNm dentro de la célula.
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En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas descritas en esta invencién se pueden utilizar
terapéuticamente. Por ejemplo, un ARNm incluido en una composicién de nanoparticulas puede codificar un
polipéptido terapéutico (por ejemplo, en una regién traducible) y producir el polipéptido terapéutico al ponerse
en contacto y/o entrar (por ejemplo, transfeccidén) en una célula. En otras realizaciones, un ARNm incluido en
una composicién de nanoparticulas puede codificar un polipéptido que puede mejorar o aumentar la inmunidad
de un sujeto. Por ejemplo, un ARNm puede codificar un factor estimulante de colonias de granulocitos o
trastuzumab.

En determinadas realizaciones, un ARNm incluido en una composicién de nanoparticulas puede codificar un
polipéptido recombinante que puede reemplazar uno o mas polipéptidos que pueden estar sustancialmente
ausentes en una célula en contacto con la composicién de nanoparticulas. El uno o mas polipéptidos
sustancialmente ausentes pueden faltar debido a una mutacién genética del gen codificador o una via
reguladora del mismo. De manera alternativa, un polipéptido recombinante producido por traduccién del ARNm
puede antagonizar la actividad de una proteina endégena presente en, en la superficie de, o secretada por la
célula. Un polipéptido recombinante antagonista puede ser deseable para combatir los efectos perjudiciales
causados por las actividades de la proteina endégena, tales como actividades alteradas o localizacién causada
por mutacién. En otra alternativa, un polipéptido recombinante producido por traduccién del ARNm puede
antagonizar de forma indirecta o directa la actividad de un resto biolégico presente en, en la superficie de, o
secretado por la célula. Los restos biolégicos antagonizados pueden incluir, pero sin limitarse a, lipidos (por
ejemplo, colesterol), lipoproteinas (por ejemplo, lipoproteina de baja densidad), acidos nucleicos, carbohidratos
y toxinas de molécula pequefia. Los polipéptidos recombinantes producidos por traduccion del ARNm pueden
modificarse por ingenieria genética para la localizacién dentro de la célula, tal como dentro de un
compartimiento especifico tal como el nicleo, o pueden modificarse por ingenieria genética para la secrecién
de la célula o para la translocacién a la membrana plasmatica de la célula.

En algunas realizaciones, poner en contacto una célula con una composicién de nanoparticulas que incluye un
ARNm puede reducir la respuesta inmunitaria innata de una célula a un acido nucleico exdégeno. Se puede
poner una célula en contacto con una primera composicién de nanoparticulas que incluye una primera cantidad
de un primer ARNm exégeno que incluye una regién traducible y se puede determinar el nivel de la respuesta
inmunitaria innata de la célula al primer ARNm exdgeno. Posteriormente, la célula puede ponerse en contacto
con una segunda composicion que incluye una segunda cantidad del primer ARNm exégeno, siendo la segunda
cantidad una cantidad menor del primer ARNm exégeno en comparacién con la primera cantidad. De manera
alternativa, la segunda composiciéon puede incluir una primera cantidad de un segundo ARNm exégeno que es
diferente del primer ARNm exégeno. Las etapas de poner en contacto la célula con la primera y segunda
composiciones pueden repetirse una o mas veces. Ademas, la eficiencia de la produccidn de polipéptidos (por
ejemplo, traduccién) en la célula se puede determinar opcionalmente, y la célula se puede volver a poner en
contacto con la primera y/o segunda composicién repetidamente hasta que se logre una eficiencia de
produccién de proteina diana.

En algunas realizaciones, un procedimiento para producir un polipéptido de interés en una célula de mamifero
implica poner en contacto la célula con una composicién de nanoparticulas que incluye (i) un componente
lipidico que incluye un fosfolipido, un lipido estructural, un lipido PEG y un compuesto de una de las férmulas
(N, (la1)-(1a8), (Ib), (1), (Ha), (1, (la), (IV), (17-1), (19-1), (19 -II), (20-1) y (21-1), como se describe en esta
invencién; y (ii) un ARNm que codifica el polipéptido de interés, mediante lo cual el ARNm es capaz de
traducirse en la célula para producir el polipéptido de interés.

Procedimientos para administrar agentes terapéuticos a células y érganos

La presente descripcién proporciona procedimientos para administrar un agente terapéutico y/o profilactico a
una célula u 6rgano de mamifero. La administracién de un agente terapéutico y/o profilactico a una célula
implica administrar una composiciéon de nanoparticulas que incluye el agente terapéutico y/o profilactico a un
sujeto, donde la administracién de la composicién implica poner la célula en contacto con la composicion. Por
ejemplo, una proteina, un agente citotéxico, un ion radiactivo, un agente quimioterapéutico o un acido nucleico
(tal como un ARN, por ejemplo ARNm) se pueden administrar a una célula u érgano. En el caso de que un
agente terapéutico y/o profilactico sea un ARNm, al poner en contacto una célula con la composiciéon de
nanoparticulas, se puede traducir un ARNm traducible en la célula para producir un polipéptido de interés. Sin
embargo, los ARNm que no son sustancialmente traducibles también se pueden administrar a las células. Los
ARNm sustancialmente no traducibles pueden ser Utiles como vacunas y/o pueden secuestrar componentes
de traduccién de una célula para reducir la expresidén de otras especies en la célula.

En algunas realizaciones, una composicion de nanoparticulas puede dirigirse a un tipo o clase particular de
células (por ejemplo, células de un 6rgano o sistema particular del mismo). Por ejemplo, una composicién de
nanoparticulas que incluye un agente terapéutico yfo profilactico de interés puede administrarse
especificamente a un higado, riién, bazo, fémur o pulmén de mamifero. La administracion especifica a una
clase particular de células, un érgano o un sistema o grupo de los mismos implica que una mayor proporcién
de composiciones de nanoparticulas, incluido un agente terapéutico y/o profilactico, se administran al destino
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(por ejemplo, tejido) de interés con respecto a otros destinos, por ejemplo, tras la administracién de una
composicién de nanoparticulas a un mamifero. En algunas realizaciones, la administracion especifica puede
resultar en un aumento mayor que 2 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces 0 20 veces en la cantidad de agente
terapéutico y/o profilactico por 1 g de tejido del destino diana (por ejemplo, tejido de interés, tal como un higado)
en comparacién con otro destino (por ejemplo, el bazo). En algunas realizaciones, el tejido de interés se
selecciona de entre el grupo que consiste en un higado, rifién, un pulmén, un bazo, un fémur, endotelio vascular
en vasos (por ejemplo, intra-coronario o intra-femoral) o rifién, y tejido tumoral (por ejemplo, mediante inyeccién
intratumoral).

Como otro ejemplo de administracién dirigida o especifica, un ARNm que codifica un compafiero de unién a
proteina (por ejemplo, un anticuerpo o fragmento funcional del mismo, una proteina de matriz de sostén o un
péptido) o un receptor en una superficie celular puede incluirse en una composicién de nanoparticulas. Un
ARNmM puede usarse adicionalmente o en su lugar para dirigir la sintesis y localizaciéon extracelular de lipidos,
carbohidratos u otros restos biolégicos. De manera alternativa, se pueden seleccionar otros elementos o
agentes terapéuticos y/o profilacticos (por ejemplo, lipidos o ligandos) de una composicién de nanoparticulas
en funcién de su afinidad por receptores particulares (por ejemplo, receptores de lipoproteinas de baja
densidad) de modo que una composicién de nanoparticulas pueda interactuar mas facilmente con una
poblacion de células diana que incluye los receptores. Por ejemplo, los ligandos pueden incluir, pero sin
limitarse a, miembros de un par de unién especifica, anticuerpos, anticuerpos monoclonales, fragmentos Fv,
fragmentos Fv de cadena simple (scFv), fragmentos Fab', fragmentos F(ab')2, anticuerpos de dominio simple,
anticuerpos camelizados y fragmentos de los mismos, anticuerpos humanizados y fragmentos de los mismos,
y versiones multivalentes de los mismos; reactivos de unién multivalentes que incluyen anticuerpos mono o
biespecificos tales como fragmentos Fv estabilizados con disulfuro, tandems scFv, diacuerpos, tricuerpos o
tetracuerpos; y aptdmeros, receptores y proteinas de fusion.

En algunas realizaciones, un ligando puede ser un anticuerpo unido a la superficie, que puede permitir la
sintonizacién de la especificidad de direccionamiento celular. Esto es especialmente Util ya que se pueden
generar anticuerpos altamente especificos contra un epitopo de interés para el sitio de direccionamiento
deseado. En una realizacién, multiples anticuerpos se expresan en la superficie de una célula, y cada
anticuerpo puede tener una especificidad diferente para una diana deseada. Tales estrategias pueden
aumentar la avidez y especificidad de las interacciones de direccionamiento.

Por ejemplo, un experto en la materia de las técnicas biolégicas puede seleccionar un ligando basandose en
la localizacién o funcién deseada de la célula. Por ejemplo, un ligando de receptor de estrégeno, tal como
tamoxifeno, puede dirigirse a células de células de cancer de mama dependientes de estrégeno que tienen un
mayor numero de receptores de estrégeno en la superficie celular. Otros ejemplos no limitativos de
interacciones de ligando/receptor incluyen CCR1 (por ejemplo, para el tratamiento de tejidos articulares
inflamados o cerebro en artritis reumatoide y/o esclerosis multiple), CCR7, CCR8 (por ejemplo, dirigirse al tejido
de ganglios linfaticos), CCR6, CCR9, CCR10 (por ejemplo, para dirigirse al tejido intestinal), CCR4, CCR10
(por ejemplo, para dirigirse a la piel), CXCR4 (por ejemplo, para una transmigraciéon general mejorada), HCELL
(por ejemplo, para el tratamiento de inflamacién y trastornos inflamatorios, médula 6sea), Alfadbeta7 (por
ejemplo, para dirigirse a la mucosa intestinal) y VLA-4NCAM-1 (por ejemplo, dirigirse al endotelio). En general,
cualquier receptor implicado en el direccionamiento (por ejemplo, metéstasis de cancer) se puede aprovechar
para su uso en los procedimientos y composiciones descritos en esta invencién.

Las células diana pueden incluir, pero sin limitarse a, hepatocitos, células epiteliales, células hematopoyéticas,
células epiteliales, células endoteliales, células pulmonares, células o6seas, células madre, células
mesenquimales, células neurales, células cardiacas, adipocitos, células del musculo liso vascular,
cardiomiocitos, células del musculo esquelético, células beta, células pituitarias, células de revestimiento
sinovial, células ovéricas, células testiculares, fibroblastos, células B, células T, reticulocitos, leucocitos,
granulocitos y células tumorales.

En determinadas realizaciones, una composicién de nanoparticulas puede dirigirse a los hepatocitos. Se ha
demostrado que las apolipoproteinas tales como la apolipoproteina E (apoE) se asocian con composiciones
de nanoparticulas neutras o casi neutras que contienen lipidos en el cuerpo, y se sabe que se asocian con
receptores tales como receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) que se encuentran en la superficie
de los hepatocitos. Véase, por ejemplo, Akinc, A. y col., Mol. Ther. 2010, 18, 1357-1364 y Dong, Y. y col, PNAS
2014, 111, 3955-3960. Por lo tanto, una composicién de nanoparticulas que incluye un componente lipidico
conh una carga neutra o casi neutra que se administra a un sujeto puede adquirir apoE en el cuerpo de un sujeto
y posteriormente puede administrar un agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, un ARN) a hepatocitos
que incluyen LDLR de una manera especifica.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular de un compuesto de una de las féormulas (1), (la1)-(1a6),
(1b), (11, (lla), (1N, (Illa) y (IV) como se describe en esta invencién o una composicién de nanoparticulas que
comprende el compuesto puede depender de los niveles y/o actividades de LDLR, o la absorcién celular de la
composicidén de nanoparticulas depende de LDLR. Por ejemplo, si la célula es deficiente en LDLR (por ejemplo,
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tiene una actividad de LDLR aberrante y/o un nivel anormalmente bajo de LDLR), la absorcién celular del
compuesto o composicion de nanoparticulas puede disminuir en comparacién con la absorcién de una célula
normal.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular de un compuesto de una de las féormulas (1), (la1)-(1a6),
(1b), (11, (lla), (1N, (Illa) y (IV) como se describe en esta invencién o una composicién de nanoparticulas que
comprende el compuesto puede ser independiente de los niveles y/o actividades de LDLR, o la absorcién
celular de la composiciéon de nanoparticulas es independiente de LDLR. Por ejemplo, si la célula es deficiente
en LDLR (por ejemplo, tiene una actividad de LDLR aberrante y/o un nivel anormalmente bajo de LDLR), la
absorcidén celular del compuesto o composicién de nanoparticulas es sustancialmente la misma que la
absorcion de una célula normal.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular de un compuesto de una de las féormulas (1), (la1)-(1a6),
(1b), (1), (la), (111), (Ila) y (IV)= como se describe en esta invencién o una composicién de nanoparticulas que
comprende el compuesto puede depender de los niveles y/o actividades de apoE, o la absorcién celular de la
composicién de nanoparticulas depende de apoE. Por ejemplo, si la célula es deficiente en apoE (por ejemplo,
tiene una actividad apoE aberrante y/o un nivel anormalmente bajo de apoE), la absorciéon celular del
compuesto o composicion de nanoparticulas puede disminuir en comparacién con la absorcién de una célula
normal.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular de un compuesto de una de las féormulas (1), (la1)-(1a6),
(1b), (11, (lla), (1N, (Illa) y (IV) como se describe en esta invencién o una composicién de nanoparticulas que
comprende el compuesto puede serindependiente de los niveles y/o actividades de apoE, o la absorcién celular
de la composicidn de nanoparticulas es independiente de apoE. Por ejemplo, sila célula es deficiente en apoE
(por ejemplo, tiene una actividad apoE aberrante y/o un nivel anormalmente bajo de apoE), la absorcién celular
del compuesto o composiciéon de nanoparticulas es sustancialmente la misma que la absorcién de una célula
normal.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular del compuesto o composicién de nanoparticulas descrita
en esta invencidén puede depender tanto de LDLR como de apoE.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular del compuesto o composicién de nanoparticulas descrita
en esta invencidén puede depender de la interaccién de LDLR y apoE. Por ejemplo, si la interaccién de LDLR y
apoE es anormal (por ejemplo, conduce a un nivel anormalmente bajo de sefializacién aguas abajo), la
absorcidon celular del compuesto o composicién de nanoparticulas puede disminuir en comparacién con la
absorcion de una célula normal.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular del compuesto o composicién de nanoparticulas descrita
en esta invencidn puede ser tanto independiente de LDLR como de apoE.

En determinadas realizaciones, la absorcién celular del compuesto o composicién de nanoparticulas descrita
en esta invencién puede ser independiente de la interaccion de LDLR y apoE. Por ejemplo, si la interaccion de
LDLR y apoE es anormal (por ejemplo, conduce a un nivel anormalmente bajo de sefializacién aguas abajo),
la absorcién celular del compuesto o composicién de nanoparticulas es sustancialmente la misma que la
absorcion de una célula normal.

En determinadas realizaciones, la apoE es apoE3.

En algunas realizaciones, un procedimiento para administrar un agente terapéutico y/o profilactico a una célula
de mamifero implica administrar a un sujeto una composicién de nanoparticulas que incluye (i) un componente
lipidico que incluye un fosfolipido, un lipido estructural, un lipido PEG y un compuesto de una de las férmulas
(N, (la1)-(1a8), (Ib), (1), (Ha), (1, (la), (IV), (17-1), (19-) , (19-11), (20-1) y (21-1), como se describe en esta
invencién; y (ii) un agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, un ARNm), donde la administracién implica
poner en contacto la célula con la composicién de nanoparticulas, mediante lo cual el agente terapéutico y/o
profilactico se administra a la célula.

En realizaciones adicionales, un procedimiento para administrar especificamente un agente terapéutico y/o
profilactico a un érgano de mamifero implica administrar a un mamifero una composicién de nanoparticulas
que incluye (i) un componente lipidico que incluye un fosfolipido, un lipido estructural, un lipido PEG y un
compuesto de una de las férmulas (1), (la1)-(la8), (Ib), (1), (lla), (1), (&), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y
(21-1), como se describe en esta invencidn; y (ii) un agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, un ARNm),
donde la administracién implica poner en contacto el érgano de mamifero con la composicién de
nanoparticulas, mediante lo cual el agente terapéutico y/o profilactico se administra al érgano.

En determinadas realizaciones, la eficiencia de administracién del agente terapéutico y/o profilactico es
independiente de LDLR o independiente de apoE, o de ambos. En determinadas realizaciones, la eficiencia de
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administracién del agente terapéutico y/o profilactico depende de LDLR o depende de apoE, o de ambos. En
determinadas realizaciones, la eficiencia de administracién del agente terapéutico y/o profilactico es
independiente de la interaccién de LDLR-apoE. En determinadas realizaciones, la eficiencia de administracién
del agente terapéutico y/o profilactico depende de la interaccién de LDLR-apoE.

Procedimientos para tratar enfermedades y trastornos

Las composiciones de nanoparticulas pueden ser Utiles para tratar una enfermedad, trastorno o afeccién. En
particular, dichas composiciones pueden ser Utiles en el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccién
caracterizada por una actividad de polipéptido o proteina aberrante o faltante. Por ejemplo, una composicién
de nanoparticulas que comprende un ARNmM que codifica un polipéptido faltante o aberrante puede
administrarse o suministrarse a una célula. La traduccién posterior del ARNm puede producir el polipéptido,
reduciendo o eliminando asi un problema causado por la ausencia o actividad aberrante causada por el
polipéptido. Debido a que la traduccién puede producirse rapidamente, los procedimientos y las composiciones
pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades agudas, trastornos o afecciones tales como sepsis,
accidente cerebrovascular e infarto de miocardio. Un agente terapéutico y/o profilactico incluido en una
composiciébn de nanoparticulas también puede ser capaz de alterar la velocidad de transcripcién de una
especie dada, afectando asi la expresién génica.

Las enfermedades, trastornos y/o afecciones caracterizadas por actividad proteica o polipéptida disfuncional o
aberrante para la cual se puede administrar una composicidén incluyen, pero sin limitarse a, enfermedades
raras, enfermedades infecciosas (tanto vacunas como terapias), cancer y enfermedades proliferativas,
enfermedades genéticas (por ejemplo, fibrosis quistica), enfermedades autoinmunes, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades cardio y renovasculares y enfermedades metabdlicas. Mdltiples
enfermedades, trastornos y/o afecciones pueden caracterizarse por la falta (o disminucién sustancial de tal
manera que no se produzca la funcidn proteica adecuada) de actividad proteica. Dichas proteinas pueden no
estar presentes, o pueden ser esencialmente no funcionales. Un ejemplo especifico de una proteina
disfuncional son las variantes de mutacién sin sentido del gen regulador de la conductancia transmembrana
de la fibrosis quistica (CFTR), que producen una variante de proteina disfuncional de la proteina CFTR, que
causa fibrosis quistica. La presente descripcidn proporciona un procedimiento para tratar dichas enfermedades,
trastornos y/o afecciones en un sujeto mediante la administracién de una composicién de nanoparticulas que
incluye un ARN y un componente lipidico que incluye un lipido segln una de las formulas (1), (la1)-(lag), (Ib),
(10, (ha), (1n, (Mha), (IV), (17-1), (19-1), (19-1), (20-1) y (21-1), un fosfolipido (opcionalmente insaturado), un lipido
PEG y un lipido estructural, donde el ARN puede ser un ARNm que codifica un polipéptido que antagoniza o
supera de cualquier otra manera una actividad de proteina aberrante presente en la célula del sujeto.

En algunas realizaciones, un procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno en un mamifero que lo
necesita implica administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién de
nanoparticulas que incluye (i) un componente lipidico que incluye un fosfolipido, un lipido estructural, un lipido
PEG y un compuesto de férmula (1), (Ia1)-(1a8), (Ib), (II), (I1a), (1), (llla), (1V), (17-1), (19-1), (19-11) o (20-1), como
se describe en esta invencién; y (ii) un agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, un ARNm).

La descripcion proporciona procedimientos que implican la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen uno o mas agentes terapéuticos y/o profilacticos y composiciones farmacéuticas que incluyen los
mismos. Los términos terapéutico y profilactico se pueden utilizar indistintamente en esta invencién con
respecto a las caracteristicas y realizaciones de la presente descripcién. Las composiciones terapéuticas, o
las composiciones de imagenes, diagnésticas o profilacticas de las mismas, se pueden administrar a un sujeto
utilizando cualquier cantidad razonable y cualquier via de administraciéon eficaz para prevenir, tratar,
diagnosticar u obtener imagenes de una enfermedad, trastorno y/o afeccién y/o cualquier otra finalidad. La
cantidad especifica administrada a un sujeto dado puede variar dependiendo de la especie, edad y condicién
general del sujeto; la finalidad de la administracion; la composicién particular; el modo de administracién; y
similares. Las composiciones conforme a la presente descripcién se pueden formular en forma de unidad de
dosificacion para facilitar la administracién y uniformidad de la dosificaciéon. Sin embargo, se entenderé que el
uso diario total de una composicion de la presente descripcién seré decidido por un médico tratante dentro del
alcance del buen criterio médico. El nivel de dosis especifico terapéuticamente eficaz, profilacticamente eficaz
o apropiado de cualquier otra manera (por ejemplo, para imagenes) para cualquier paciente particular
dependeréa de una variedad de factores que incluyen la gravedad e identificacién de un trastorno que se esta
tratando, si lo hay; el uno 0 mas agentes terapéuticos y/o profilacticos empleados; la composicién especifica
empleada; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de
administracion, la via de administracién y la velocidad de excrecién de la composicidn farmacéutica especifica
empleada; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados en combinacién o coincidentes con la
composicidén farmacéutica especifica empleada; y factores similares conocidos en las técnicas médicas.

Una composicién de nanoparticulas que incluye uno o mas agentes terapéuticos y/o profilacticos se puede

administrar por cualquier via. En algunas realizaciones, las composiciones, que incluyen composiciones
profilacticas, diagnoésticas o de imagenes que incluyen una o mas composiciones de nanoparticulas descritas
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en esta invencién, se administran por una o més de una variedad de vias, que incluyen via oral, intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, subcutanea, intraventricular, trans o intradérmica,
interdérmica, rectal, intravaginal, intraperitoneal, intraocular, subretiniana, intravitrea, tdpica (por ejemplo, por
polvos, unguentos, cremas, geles, lociones y/o gotas), mucosa, nasal, bucal, enteral, vitrea, intratumoral,
sublingual, intranasal; por instilacién intratraqueal, instilacion bronquial y/o inhalacién; como un pulverizador
y/o polvo oral, pulverizador nasal y/o aerosol, y/o a través de un catéter de vena porta. En algunas
realizaciones, una composicién se puede administrar por via intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraarterial, intratumoral, subcutanea, intraocular, subretiniana, intravitrea o por inhalacién. Sin embargo, la
presente descripcién abarca el suministro o administracion de composiciones por cualquier via apropiada
teniendo en cuenta los avances probables en las ciencias del suministro de farmacos. En general, la via de
administracion mas adecuada dependerd de una variedad de factores que incluyen la naturaleza de la
composicién de nanoparticulas que incluye uno 0 méas agentes terapéuticos y/o profilacticos (por ejemplo, su
estabilidad en diversos entornos corporales tales como el torrente sanguineo y el tracto gastrointestinal), la
condicién del paciente (por ejemplo, si el paciente es capaz de tolerar vias de administracién particulares), etc.

En determinadas realizaciones, las composiciones conforme a la presente descripcién pueden administrarse a
niveles de dosificacién suficientes para administrar de alrededor de 0,0001 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de
alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor de 0,005 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de
alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor de 0,05 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de
alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg kg, de
alrededor de 2 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor de 5 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor
de 0,0001 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor
de 0,005 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de
0,05 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de 1 mg/kg
a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de 2 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg, de alrededor de 0,0001 mg/kg a
alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 0,005 mg/kg
a alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 0,05 mg/kg a
alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 1 mg/kg a
alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 2 mg/kg a alrededor de 2,5 mg/kg, de alrededor de 0,0001 mg/kg a
aproximadamente 1 mg/kg, de alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 1 mg/kg, de alrededor de 0,005 mg/kg
a alrededor de 1 mg/kg, de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 1 mg/kg, de alrededor de 0,05 mg/kg a
alrededor de 1 mg/kg, de alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor de 1 mg/kg, de alrededor de 0,0001 mg/kg a
alrededor de 0,25 mg/kg, de alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 0,25 mg/kg, de alrededor de 0,005 mg/kg
a alrededor de 0,25 mg/kg, de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 0,25 mg/kg, de alrededor de 0,05 mg/kg
a alrededor de 0,25 mg/kg o de alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor de 0,25 mg/kg de un agente terapéutico
y/o profilactico (por ejemplo, un ARNm) en una dosis dada, donde una dosis de 1 mg/kg (mpk) proporciona 1
mg de un agente terapéutico y/o profilactico por 1 kg de peso corporal del sujeto. En determinadas
realizaciones, se puede administrar una dosis de alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg de un
agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, ARNm) de una composicién de nanoparticulas. En otras
realizaciones, se puede administrar una dosis de alrededor de 0,005 mg/kg a alrededor de 2,5 mg/kg de un
agente terapéutico y/o profilactico. En determinadas realizaciones, se puede administrar una dosis de alrededor
de 0,1 mg/kg a alrededor de 1 mg/kg. En otras realizaciones, se puede administrar una dosis de alrededor de
0,05 mg/kg a alrededor de 0,25 mg/kg. Se puede administrar una dosis una o més veces al dia, en la misma
cantidad o en una cantidad diferente, para obtener un nivel deseado de expresién de ARNm y/o efecto
terapéutico, de diagnéstico, profilactico o de imagenes. La dosificacién deseada se puede administrar, por
ejemplo, tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, cada dos dias, cada tres dias, cada semana, cada
dos semanas, cada tres semanas o cada cuatro semanas. En determinadas realizaciones, la dosificacion
deseada puede administrarse utilizando multiples administraciones (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce o més administraciones). En algunas realizaciones, se
puede administrar una sola dosis, por ejemplo, antes o después de un procedimiento quirirgico o en el caso
de una enfermedad, trastorno o afeccién aguda.

Las composiciones de nanoparticulas que incluyen uno o méas agentes terapéuticos y/o profilacticos pueden
usarse en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos, profilacticos, de diagnéstico o de imagenes. Por
"en combinacién con", no se pretende implicar que los agentes deban administrarse al mismo tiempo y/o
formularse para la administracién juntos, aunque estos procedimientos de administraciéon estan dentro del
alcance de la presente descripcidn. Por ejemplo, se pueden administrar una o méas composiciones de
nanoparticulas que incluyen uno o mas agentes terapéuticos y/o profilacticos diferentes en combinacién. Las
composiciones se pueden administrar simultdneamente con, antes o después de, uno o mas de otros
procedimientos terapéuticos o0 médicos deseados. En general, cada agente se administrarg a una dosis y/o en
un cronograma determinado para ese agente. En algunas realizaciones, la presente descripcién abarca la
administracién de composiciones, o composiciones de imagenes, diagndsticas o profilacticas de las mismas
en combinacién con agentes que mejoran su biodisponibilidad, reducen y/o modifican su metabolismo, inhiben
su excrecién y/o modifican su distribucién dentro del cuerpo.

Se apreciara ademés que los agentes activos terapéuticos, profilacticos, diagnésticos o de iméagenes utilizados
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en combinacién se pueden administrar juntos en una Unica composicién o se pueden administrar por separado
en diferentes composiciones. En general, se espera que los agentes utilizados en combinacién se utilicen en
niveles que no excedan los niveles en los que se utilizan individualmente. En algunas realizaciones, los niveles
utilizados en combinacién pueden ser mas bajos que los utilizados individualmente.

La combinacidn particular de terapias (productos terapéuticos o procedimientos) para emplear en un régimen
de combinacién debera tener en cuenta la compatibilidad de los productos terapéuticos y/o los procedimientos
deseados y el efecto terapéutico deseado a conseguir. También se apreciara que las terapias empleadas
puedan lograr un efecto deseado para el mismo trastorno (por ejemplo, una composicién util para tratar el
cancer se puede administrar simultdneamente con un agente quimioterapéutico), o pueden lograr efectos
diferentes (por ejemplo, control de cualquier efecto adverso, tal como reacciones relacionadas con la infusion).

Se puede utilizar una composicién de nanoparticulas en combinacién con un agente para aumentar la eficacia
y/o la ventana terapéutica de la composicién. Dicho agente puede ser, por ejemplo, un compuesto
antiinflamatorio, un esteroide (por ejemplo, un corticosteroide), una estatina, un estradiol, un inhibidor de BTK,
un agonista de S1P1, un modulador del receptor de glucocorticoides (GRM) o una antihistamina. En algunas
realizaciones, se puede utilizar una composicién de nanoparticulas en combinacién con dexametasona,
metotrexato, acetaminofén, un bloqueador del receptor H1 o un bloqueador del receptor H2. En determinadas
realizaciones, un procedimiento para tratar a un sujeto que lo necesita o para administrar un agente terapéutico
y/o profilactico a un sujeto (por ejemplo, un mamifero) puede implicar tratar previamente al sujeto con uno o
mas agentes antes de administrar una composicién de nanoparticulas. Por ejemplo, un sujeto puede
pretratarse con una cantidad util (por ejemplo, 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90
mg, 100 mg o cualquier otra cantidad util) de dexametasona, metotrexato, acetaminofén, un bloqueador del
receptor H1 o un bloqueador del receptor H2. El pretratamiento puede producirse en 24 o menos horas (por
ejemplo, 24 horas, 20 horas, 16 horas, 12 horas, 8 horas, 4 horas, 2 horas, 1 hora, 50 minutos, 40 minutos, 30
minutos, 20 minutos o 10 minutos) antes de la administracién de la composicién de nanoparticulas y puede
producirse una, dos 0 mas veces en, por ejemplo, cantidades crecientes de dosificacion.

En cualquier procedimiento o uso descrito en esta invencion, en determinadas realizaciones, el sujeto que lo
necesita es deficiente en LDLR o deficiente en apoE o ambos. En determinadas realizaciones, el sujeto que lo
necesita no es deficiente en LDLR o tiene niveles y/o actividades normales de LDLR. En determinadas
realizaciones, el sujeto que lo necesita no es deficiente en apoE o tiene niveles y/o actividades normales de
apoE. En determinadas realizaciones, el sujeto que lo necesita tiene una interaccién anormal de LDLR y apoE.
En determinadas realizaciones, el sujeto que lo necesita tiene una interaccién normal de LDLR y apoE.

Alrededor de, aproximadamente: Como se usa en esta invencién, los términos "aproximadamente" y "alrededor
de", como se aplican a uno o més valores de interés, se refieren a un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. En determinadas realizaciones, el término "aproximadamente" o "alrededor de" se
refiere a un intervalo de valores que se encuentran dentro del 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14
%, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % 0 menos en cualquier direccién
(mayor o menor que) del valor de referencia establecido a menos que se indique lo contrario o sea evidente de
cualquier otra manera a partir del contexto (excepto cuando dicha cantidad exceda el 100 % de un valor
posible). Por ejemplo, cuando se usa en el contexto de una cantidad de un compuesto dado en un componente
lipidico de una composicién de nanoparticulas, "alrededor de" puede significar +/-10 % del valor mencionado.
Por ejemplo, una composicién de nanoparticulas que incluye un componente lipidico que tiene alrededor del
40 % de un compuesto dado puede incluir el 30-50 % del compuesto.

Compuesto: Como se usa en esta invencion, el término "compuesto” pretende incluir todos los isémeros e
isétopos de la estructura representada. "Is6topos” se refiere a atomos que tienen el mismo ndmero atémico
pero diferentes nimeros de masa resultantes de un nimero diferente de neutrones en los nicleos. Por ejemplo,
los is6topos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio. Ademas, un compuesto, sal o complejo de la presente
descripcién se puede preparar en combinacién con moléculas de disolvente o agua para formar solvatos e
hidratos mediante procedimientos de rutina.

Poner en contacto: Como se usa en esta invencién, la expresion "poner en contacto” significa establecer una
conexién fisica entre dos 0 mas entidades. Por ejemplo, poner en contacto una célula de mamifero con una
composicién de nanoparticulas significa que la célula de mamifero y una nanoparticula estdn hechas para
compartir una conexién fisica. Los procedimientos para poner en contacto células con entidades externas tanto
in vivo como ex vivo son bien conocidos en las técnicas biol6gicas. Por ejemplo, poner en contacto una
composicién de nanoparticulas y una célula de mamifero dispuesta dentro de un mamifero se puede realizar
mediante diversas vias de administracién (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intradérmica y subcutanea)
y puede involucrar diversas cantidades de composiciones de nanoparticulas. Ademas, se puede poner en
contacto méas de una célula de mamifero mediante una composiciéon de nanoparticulas.

Administrar: Como se usa en esta invencién, el término "administrar" significa proporcionar una entidad a un
destino. Por ejemplo, administrar un agente terapéutico y/o profilactico a un sujeto puede implicar administrar
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una composicién de nanoparticulas que incluye el agente terapéutico y/o profilactico al sujeto (por ejemplo,
mediante una via intravenosa, intramuscular, intradérmica o subcutédnea). La administracién de una
composicién de nanoparticulas a una célula de mamifero o mamifero puede implicar poner en contacto una o
mas células con la composicién de nanoparticulas.

Administracién mejorada: Como se usa en esta invencién, la expresién "administracion mejorada" significa la
administraciéon de mas (por ejemplo, al menos 1,5 veces mas, al menos 2 veces mas, al menos 3 veces mas,
al menos 4 veces mas, al menos 5 veces mas, al menos 6 veces mas, al menos 7 veces mas, al menos 8
veces mas, al menos 9 veces mas, al menos 10 veces mas) de un agente terapéutico y/o profilactico mediante
una nanoparticula a un tejido diana de interés (por ejemplo, higado de mamifero) en comparacién con el nivel
de administraciéon de un agente terapéutico y/o profilactico mediante una nanoparticula de control a un tejido
diana de interés (por ejemplo, MC3, KC2 o DLinDMA). El nivel de administracién de una nanoparticula a un
tejido particular se puede medir comparando la cantidad de proteina producida en un tejido con el peso de
dicho tejido, comparando la cantidad de agente terapéutico y/o profilactico en un tejido con el peso de dicho
tejido, comparando la cantidad de proteina producida en un tejido con la cantidad de proteina total en dicho
tejido, o comparando la cantidad de agente terapéutico y/o profilactico en un tejido con la cantidad de agente
terapéutico y/o profilactico total en dicho tejido. Se entenderé que no es necesario determinar la administracion
mejorada de una nanoparticula a un tejido diana en un sujeto que se esta tratando, se puede determinar en un
sustituto tal como un modelo animal (por ejemplo, un modelo de rata).

Administracién especifica: Como se usa en esta invencién, la expresién "administracion especifica”,
"administrar especificamente" o "que administra especificamente" significa la administracién de més (por
ejemplo, al menos 1,5 veces mas, al menos 2 veces mas, al menos 3 veces mas, al menos 4 veces mas, al
menos 5 veces mas, al menos 6 veces mas, al menos 7 veces mas, al menos 8 veces mas, al menos 9 veces
mas, al menos 10 veces mas) de un agente terapéutico y/o profilactico mediante una nanoparticula a un tejido
diana de interés (por ejemplo, higado de mamifero) en comparacién con un tejido distinto de la diana (por
ejemplo, bazo de mamifero). El nivel de administracién de una nanoparticula a un tejido particular se puede
medir comparando la cantidad de proteina producida en un tejido con el peso de dicho tejido, comparando la
cantidad de agente terapéutico y/o profilactico en un tejido con el peso de dicho tejido, comparando la cantidad
de proteina producida en un tejido con la cantidad de proteina total en dicho tejido, o comparando la cantidad
de agente terapéutico y/o profilactico en un tejido con la cantidad de agente terapéutico y/o profilactico total en
dicho tejido. Por ejemplo, para el direccionamiento renovascular, se proporciona especificamente un agente
terapéutico y/o profilactico a un rifién de mamifero en comparacién con el higado y el bazo si se administra 1,5,
2 veces, 3 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces 0 20 veces més agente terapéutico y/o profilactico por 1 g de
tejido a un rifidn en comparacién con el administrado al higado o al bazo después de la administracién sistémica
del agente terapéutico y/o profilactico. Se entenderd que no es necesario determinar la capacidad de una
nanoparticula para administrar especificamente a un tejido diana en un sujeto que se esta tratando, se puede
determinar en un sustituto tal como un modelo animal (por ejemplo, un modelo de rata).

Eficiencia de encapsulacion: Como se usa en esta invencién, "eficiencia de encapsulacién”" se refiere a la
cantidad de un agente terapéutico y/o profilactico que se convierte en parte de una composicién de
nanoparticulas, con respecto a la cantidad total inicial de agente terapéutico y/o profilactico utilizado en la
preparacién de una composicién de nanoparticulas. Por ejemplo, si 97 mg de agente terapéutico y/o profilactico
se encapsulan en una composicidn de nanoparticulas de un total de 100 mg de agente terapéutico y/o
profilactico proporcionado inicialmente a la composicién, la eficiencia de encapsulacién se puede dar como el
97 %. Como se usa en esta invencién, "encapsulacién" puede referirse a un encerramiento, confinamiento,
entorno o envoltura completa, sustancial o parcial.

Expresién: Como se usa en esta invencion, la "expresién" de una secuencia de acido nucleico se refiere a la
traduccién de un ARNm en un polipéptido o proteina y/o modificacién postraduccional de un polipéptido o
proteina.

In vitro: Como se usa en esta invencién, el término "in vitro" se refiere a eventos que se producen en un
ambiente artificial, por ejemplo, en un tubo de ensayo o recipiente de reaccién, en cultivo celular, en una placa
de Petri, etc., en lugar de dentro de un organismo (por ejemplo, animal, planta o microbio).

In vivo: Como se usa en esta invencidn, el término "in vivo" se refiere a eventos que se producen dentro de un
organismo (por ejemplo, animal, planta o microbio o célula o tejido del mismo).

Ex vivo: Como se usa en esta invencién, el término "ex vivo" se se refiere a eventos que se producen fuera de
un organismo (por ejemplo, animal, planta o microbio o célula o tejido del mismo). Los eventos ex vivo pueden
tener lugar en un entorno minimamente alterado de un entorno natural (por ejemplo, in vivo).

Isbmero: Como se usa en esta invencién, el término "isbmero" significa cualquier isémero geométrico,

tautémero, zwitterién, estereocisémero, enantiémero o diastereémero de un compuesto. Los compuestos
pueden incluir uno o mas centros quirales y/o dobles enlaces y, por lo tanto, pueden existir como
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estereoisémeros, tales como isémeros de enlace doble (es decir, isémeros E/Z geométricos) o diastered6meros
(por ejemplo, enantiémeros (es decir, (+) o (-)) 0 isémeros cis/trans). La presente descripcién abarca todos y
cada uno de los isémeros de los compuestos descritos en esta invencion, incluidas las formas
estereoméricamente puras (por ejemplo, geométricamente puras, enantioméricamente puras o
diastereoméricamente puras) y mezclas enantioméricas y esterecisoméricas, por ejemplo, racematos. Las
mezclas enantioméricas y estereoméricas de compuestos y los medios para resolverlos en sus enantibmeros
o estereoisémeros componentes son bien conocidos.

Componente lipidico: Como se usa en esta invencién, un "componente lipidico" es el componente de una
composicidén de nanoparticulas que incluye uno o més lipidos. Por ejemplo, el componente lipidico puede incluir
uno o mas lipidos catiénicos/ionizables, PEGilados, estructurales u otros, tales como fosfolipidos.

Enlazador: Como se usa en esta invencién, un "enlazador' es un resto que conecta dos restos, por ejemplo, la
conexién entre dos nucledsidos de una especie cap. Un enlazador puede incluir uno o mas grupos que incluyen
pero sin limitarse a grupos fosfato (por ejemplo, fosfatos, boranofosfatos, tiofosfatos, selenofosfatos y
fosfonatos), grupos alquilo, amidatos o gliceroles. Por ejemplo, dos nucledsidos de un anélogo de cap pueden
estar unidos en sus posiciones 5' por un grupo trifosfato o por una cadena que incluye dos restos fosfato y un
resto boranofosfato.

Procedimientos de administracién: Como se usa en esta invencién, los "procedimientos de administracién”
pueden incluir procedimientos intravenosos, intramusculares, intradérmicos, subcutaneos u otros para
administrar una composicién a un sujeto. Se puede seleccionar un procedimiento de administracién para dirigir
la administracién (por ejemplo, para administrar especificamente) a una regién o sistema especifico de un
cuerpo.

Modificado: Como se usa en esta invencidn, "modificado" significa no natural. Por ejemplo, un ARN puede ser
un ARN modificado. Es decir, un ARN puede incluir una o més nucleobases, nucledsidos, nucleétidos o
enlazadores que no son de origen natural. Una especie "modificada" también puede denominarse en esta
invencién una especie "alterada". Las especies pueden modificarse o alterarse quimica, estructural o
funcionalmente. Por ejemplo, una especie de nucleobases modificada puede incluir una o mas sustituciones
que no son de origen natural.

Relacién N:P: Como se usa en esta invencién, la "relacion N:P" es la relacién molar de atomos de nitrégeno
ionizables (en el intervalo de pH fisiolégico) en un lipido con respecto a grupos fosfato en un ARN, por ejemplo,
en una composicién de nanoparticulas que incluye un componente lipidico y un ARN.

Composicién de nanoparticulas: Como se usa en esta invencién, una "composicién de nanoparticulas" es una
composicién que comprende uno o mas lipidos. Las composiciones de nanoparticulas tipicamente tienen un
tamafio del orden de micrémetros o méas pequefio y pueden incluir una bicapa lipidica. Las composiciones de
nanoparticulas abarcan nanoparticulas lipidicas (LNP), liposomas (por ejemplo, vesiculas lipidicas) y lipoplejos.
Por ejemplo, una composicién de nanoparticulas puede ser un liposoma que tiene una bicapa lipidica con un
diametro de 500 nm o menos.

De origen natural: Como se usa en esta invencidn, "de origen natural” significa que existe en la naturaleza sin
ayuda artificial.

Paciente: Como se usa en esta invencion, "paciente” se refiere a un sujeto que puede buscar o necesitar
tratamiento, requiere tratamiento, esta recibiendo tratamiento, recibira tratamiento o un sujeto que esta bajo el
cuidado de un profesional capacitado para una enfermedad o afeccién particular.

Lipido PEG: Como se usa en esta invencién, un "lipido PEG" o "lipido PEGilado" se refiere a un lipido que
comprende un componente de polietilenglicol.

Farmacéuticamente aceptable: La expresién "farmacéuticamente aceptable”" se usa en esta invencion para
referirse a aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que, dentro del alcance
del buen criterio médico, son adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales
sin excesiva toxicidad, irritacién, respuesta alérgica, u otro problema o complicacién, acorde con una relacién
beneficio/riesgo razonable.

Excipiente farmacéuticamente aceptable: La expresiéon "excipiente farmacéuticamente aceptable”, como se
usa en esta invencién, se refiere a cualquier ingrediente distinto de los compuestos descritos en esta invencion
(por ejemplo, un vehiculo capaz de suspender, formar complejos o disolver el compuesto activo) y que tiene
las propiedades de no ser sustancialmente téxico niinflamatorio en un paciente. Los excipientes pueden incluir,
por ejemplo: antiadherentes, antioxidantes, aglutinantes, recubrimientos, auxiliares de compresion,
desintegrantes, colorantes (colores), emolientes, emulsionantes, cargas (diluyentes), formadores de pelicula o
recubrimientos, sabores, fragancias, deslizantes (potenciadores de flujo), lubricantes, conservantes, tintas de
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impresién, sorbentes, agentes de suspensién o dispersantes, edulcorantes y aguas de hidratacién. Los
excipientes ejemplares incluyen, pero sin limitarse a: hidroxitolueno butilado (BHT), carbonato de calcio, fosfato
de calcio (dibéasico), estearato de calcio, croscarmelosa, polivinil pirrolidona reticulada, acido citrico,
crospovidona, cisteina, etilcelulosa, gelatina, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, lactosa,
estearato de magnesio, maltitol, manitol, metionina, metilcelulosa, metil parabeno, celulosa microcristalina,
polietilenglicol, polivinil pirrolidona, povidona, almidén pregelatinizado, propil parabeno, palmitato de retinilo,
laca, diéxido de silicio, carboximetil celulosa de sodio, citrato de sodio, glicolato almidén de sodio, sorbitol,
almidén (maiz), acido esteérico, sacarosa, talco, diéxido de titanio, vitamina A, vitamina E (alfa-tocoferol),
vitamina C, xilitol y otras especies descritas en esta invencién.

En la presente memoria descriptiva, la formula estructural del compuesto representa un determinado isémero
por conveniencia en algunos casos, pero la presente descripcién incluye todos los isémeros, tales como
isbmeros geométricos, isémeros épticos basados en un carbono asimétrico, estereoisémeros, tautémeros y
similares, entendiéndose que no todos los isémeros pueden tener el mismo nivel de actividad. Ademas, puede
estar presente un polimorfismo de cristal para los compuestos representados por la férmula. Cabe sefialar que
cualquier forma cristalina, mezcla de forma cristalina o anhidrido o hidrato de las mismas se incluye en el
alcance de la presente descripcién.

El término "polimorfos cristalinos", "polimorfos" o "formas cristalinas" significa estructuras cristalinas en las
cuales un compuesto (o una sal o solvato del mismo) puede cristalizarse en diferentes disposiciones de
empagque de cristal, todas las cuales tienen la misma composicién elemental. Las diferentes formas cristalinas
tienen diferentes patrones de difraccién de rayos X, espectros infrarrojos, puntos de fusidn, densidad, dureza,
forma del cristal, propiedades épticas y eléctricas, estabilidad y solubilidad. El disolvente de recristalizacion, la
velocidad de cristalizacion, la temperatura de almacenamiento y otros factores pueden hacer que una forma
cristalina domine. Los polimorfos cristalinos de los compuestos se pueden preparar mediante cristalizacién en
diferentes condiciones.

Sales farmacéuticamente aceptables: Las composiciones también pueden incluir sales de uno o mas
compuestos. Las sales pueden ser sales farmacéuticamente aceptables. Como se usa en esta invencién,
“sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a derivados de los compuestos descritos donde el compuesto
original se altera al convertir un acido o resto base existente en su forma de sal (por ejemplo, al hacer reaccionar
un grupo base libre con un acido organico adecuado). Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero sin limitarse a, sales de acidos minerales u orgénicos de residuos béasicos tales como aminas;
sales alcalinas u organicas de residuos acidos tales como acidos carboxilicos; y similares. Las sales de adicién
de Acido representativas incluyen sales de acetato, adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato,
benzoato, bisulfato, borato, butirato, alcanforato, alcanforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato,
digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, hemisulfato, heptonato,
hexanoato, bromhidrato, clorhidrato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato, lauril
sulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, pectinato, persulfato 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato,
succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, toluenosulfonato, undecanoato, valerato y similares. Las sales de
metales alcalinos o alcalinotérreos representativas incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio y similares,
asi como cationes no tdéxicos de amonio, amonio cuaternario y amina, que incluyen, pero sin limitarse a,
amonio, tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, etilamina y
similares. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente descripcién incluyen las sales no téxicas
convencionales del compuesto original formado, por ejemplo, a partir de &cidos inorganicos u organicos no
téxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente descripcidn se pueden sintetizar a partir del
compuesto original que contiene un resto basico o acido, mediante procedimientos quimicos convencionales.
Generalmente, dichas sales se pueden preparar haciendo reaccionar las formas acidas o béasicas libres de
estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o 4cido apropiado en agua o en un disolvente
organico, o en una mezcla de los dos; generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de
etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Las listas de sales adecuadas se encuentran en Remington 's
Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag. 1418, Pharmaceutical
Salts: Properties, Selection, and Use, P.H. Stahl y C.G. Wermuth (eds.), Wiley-VCH, 2008 y Berge y col.,
Journal of Pharmaceutical Science, 66, 1-19 (1977).

Fosfolipido: Como se usa en esta invencién, un "fosfolipido" es un lipido que incluye un resto fosfato y una o
mas cadenas de carbono, tales como cadenas de acidos grasos insaturados. Un fosfolipido puede incluir uno
0 mas enlaces multiples (por ejemplo, dobles o triples) (por ejemplo, una o mas insaturaciones). Los fosfolipidos
particulares pueden facilitar la fusién a una membrana. Por ejemplo, un fosfolipido catiénico puede interactuar
con uno o mas fosfolipidos cargados negativamente de una membrana (por ejemplo, una membrana celular o
intracelular). La fusién de un fosfolipido a una membrana puede permitir que uno o méas elementos de una
composicién que contiene lipidos pasen a través de la membrana permitiendo, por ejemplo,la administracién
del uno 0 méas elementos a una célula.

indice de polidispersidad: Como se usa en esta invencién, el "indice de polidispersidad" es una relacion que
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describe la homogeneidad de la distribucién de tamafio de particula de un sistema. Un valor pequefio, por
ejemplo, inferior a 0,3, indica una distribucién de tamafio de particula estrecha.

Polipéptido: Como se usa en esta invencidn, el término "polipéptido" o "polipéptido de interés" se refiere a un
polimero de residuos de aminoacidos tipicamente unidos por enlaces peptidicos que se pueden producir
naturalmente (por ejemplo, aislados o purificados) o sintéticamente.

ARN: Como se usa en esta invencién, un "ARN" se refiere a un acido ribonucleico que puede ser de origen
natural o de origen no natural. Por ejemplo, un ARN puede incluir componentes modificados y/o de origen no
natural tales como una o més nucleobases, nucledsidos, nucleétidos o enlazadores. Un ARN puede incluir una
estructura de cap, un nucledsido de terminacién de cadena, un bucle en horquilla, una secuencia de poliA y/o
una sefial de poliadenilacién. Un ARN puede tener una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
de interés. Por ejemplo, un ARN puede ser un ARN mensajero (ARNm). La traduccién de un ARNm que codifica
un polipéptido particular, por ejemplo, la traduccién in vivo de un ARNm dentro de una célula de mamifero,
puede producir el polipéptido codificado. Los ARN pueden seleccionarse de entre el grupo no limitativo que
consiste en ARN interferente pequefio (ARNip), ARN interferente asimétrico (ARNia), microARN (miARN), ARN
de Dicer sustrato (ARNds), ARN de horquilla pequefia (ARNhp), ARNm y mezclas de los mismos.

Dosis unitaria Unica: Como se usa en esta invencidn, una "dosis unitaria Unica" es una dosis de cualquier
agente terapéutico administrada en una dosis/en un momento/via Unica/punto de contacto Unico, es decir, un
evento de administracién Unica.

Dosis dividida: Como se usa en esta invenciéon, una "dosis dividida" es la divisién de la dosis unitaria Unica o
dosis diaria total en dos o0 mas dosis.

Dosis diaria total: Como se usa en esta invencién, una "dosis diaria total' es una cantidad administrada o
prescrita en un periodo de 24 horas. Puede administrarse como una dosis unitaria Unica.

Tamafio: Como se usa en esta invencién, "tamafio" o "tamafio medio" en el contexto de composiciones de
nanoparticulas se refiere al diametro medio de una composicién de nanoparticulas.

Sujeto: Como se usa en esta invencion, el término "sujeto” o "paciente” se refiere a cualquier organismo al cual
se le puede administrar una composiciéon conforme a la descripcion, por ejemplo, con fines experimentales,
diagndsticos, profilacticos y/o terapéuticos. Los sujetos tipicos incluyen animales (por ejemplo, mamiferos tales
como ratones, ratas, conejos, primates no humanos y seres humanos) y/o plantas.

Células diana: Como se usa en esta invencidn, "células diana" se refiere a cualquiera de una o mas células de
interés. Las células pueden encontrarse in vitro, in vivo, in situ, o en el tejido u érgano de un organismo. El
organismo puede ser un animal, preferiblemente un mamifero, méas preferiblemente un ser humano y lo mas
preferiblemente un paciente.

Tejido diana: Como se usa en esta invencién, "tejido diana" se refiere a uno o mas tipos de tejido de interés en
los que la administracion de un agente terapéutico y/o profilactico daria como resultado un efecto bioldgico y/o
farmacolégico deseado. Los ejemplos de tejidos diana de interés incluyen tejidos, érganos y sistemas
especificos o grupos de los mismos. En aplicaciones particulares, un tejido diana puede ser un rifién, un
pulmén, un bazo, endotelio vascular en vasos (por ejemplo, intra-coronario o intra-femoral), o tejido tumoral
(por ejemplo, mediante inyeccién intratumoral). Un "tejido que no es diana" se refiere a uno o mas tipos de
tejido en los que la expresion de la proteina codificada no produce un efecto biolégico y/o farmacolégico
deseado. En aplicaciones particulares, los tejidos que no son diana pueden incluir el higado y el bazo.

Agente terapéutico y/o profilactico: El término "agente terapéutico” se refiere a cualquier agente que, cuando
se administra a un sujeto, tiene un efecto terapéutico y/o diagnéstico y/o provoca un efecto biolégico y/o
farmacolégico deseado. El término "agente profilactico" se refiere a cualquier agente que, cuando se administra
a un sujeto, tiene un efecto profilactico. Los agentes terapéuticos y/o profilacticos también se denominan
"activos" o "agentes activos". Dichos agentes incluyen, pero sin limitarse a, citotoxinas, iones radiactivos,
agentes quimioterapéuticos, farmacos de molécula pequefia, proteinas y 4cidos nucleicos.

Cantidad terapéuticamente efectiva: Como se usa en esta invencidn, la expresién "cantidad terapéuticamente
efectiva" significa una cantidad de un agente a administrar (por ejemplo, acido nucleico, farmaco, composicién,
agente terapéutico, agente de diagnéstico, agente profilactico, etc.) que es suficiente, cuando se administra a
un sujeto que padece o es susceptible a una infeccion, enfermedad, trastorno y/o afeccién, para tratar, mejorar
los sintomas, diagnosticar, prevenir y/o retrasar el inicio de la infeccién, enfermedad, trastorno y/o afeccion.

Transfeccién: Como se usa en esta invencién, "transfeccién" se refiere a la introduccién de una especie (por
ejemplo, un ARN) en una célula. La transfeccién puede producirse, por ejemplo, in vitro, ex vivo o in vivo.
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Tratar: Como se usa en esta invencién, el término "tratar” se refiere a aliviar, mitigar, mejorar, rebajar, retrasar
el inicio, inhibir la progresién, reducir la gravedad y/o reducir la incidencia parcial o completamente de uno o
mas sintomas o caracteristicas de una infeccién, enfermedad, trastorno y/o afeccién particular. Por ejemplo,
"tratar" el cdncer puede referirse a inhibir la supervivencia, el crecimiento y/o la propagacién de un tumor. El
tratamiento se puede administrar a un sujeto que no presenta signos de una enfermedad, trastorno y/o afeccién
y/o a un sujeto que presenta solo signos tempranos de una enfermedad, trastorno y/o afeccién con el fin de
disminuir el riesgo de desarrollar una patologia asociada con la enfermedad, trastorno y/o afeccién.

Potencial zeta: Como se usa en esta invencién, el "potencial zeta" es el potencial electrocinético de un lipido,
por ejemplo, en una composicién de particulas.

Los expertos en la materia reconoceran, o podran determinar usando no mas que experimentacion de rutina,
muchos equivalentes a las realizaciones especificas conforme a la presente descripcién. El alcance de la
presente descripcion no pretende limitarse a la Descripcidn anterior, sino que mas bien es como se establece
en las reivindicaciones adjuntas.

En las reivindicaciones, los articulos tales como "un", "una" y "el", "la", pueden significar uno o0 mas de uno a
menos que se indique lo contrario o sea evidente de cualquier otra manera a partir del contexto. Las
reivindicaciones o descripciones que incluyen "o" entre uno o mas miembros de un grupo se consideran
satisfechas si uno, mas de uno o todos los miembros del grupo estan presentes en, se emplean en, o de
cualquier otra manera son relevantes para un producto o procedimiento dado, a menos que se indique lo
contrario o sea evidente de cualquier otra manera a partir del contexto. La descripcién incluye realizaciones en
las que exactamente un miembro del grupo esta presente en, se emplea en o de cualquier otra manera es
relevante para un producto o procedimiento dado. La descripcién incluye realizaciones en las que mas de uno,
o todos los miembros del grupo estan presentes en, se emplean en, o de cualquier otra manera son relevantes
para un producto o procedimiento dado. Como se usa en esta invencién, las expresiones "uno o mas de A, B
o0C/""unoomas A, BoC,""unoomasde A By C/"unoomasA, ByC" "seleccionado de entre A, By C,"
"seleccionado de entre el grupo que consiste en A, B y C," y similares se usan indistintamente y todos se
refieren a una seleccidén de entre un grupo que consiste en A, B y/o C, es decir, uno o més A, uno o mas B,
uno o mas C, o cualquier combinacién de los mismos, a menos que se especifique lo contrario.

También se observa que la expresién "que comprende" pretende ser abierta y permite, pero no requiere la
inclusién de elementos o etapas adicionales. Por lo tanto, cuando la expresién "que comprende" se utiliza en
esta invencién, las expresiones "que consiste esencialmente en" y "que consiste en" también se abarcan y
describen. A lo largo de la descripcién, cuando se describe que las composiciones tienen, incluyen o
comprenden componentes especificos, se contempla que las composiciones también consisten esencialmente
en, o consisten en, los componentes mencionados. De manera similar, cuando se describe que los
procedimientos tienen, incluyen o comprenden etapas de procedimiento especificas, los procedimientos
también consisten esencialmente en, o consisten en, las etapas de procesamiento mencionadas. Ademés,
debe entenderse que el orden de las etapas u orden para realizar determinadas acciones es irrelevante siempre
y cuando la invencién permanezca operable. Ademas, se pueden realizar dos 0 mas etapas o acciones
simultdneamente.

Cuando se dan intervalos, se incluyen los extremos finales. Ademaés, debe entenderse que, a menos que se
indique lo contrario o sea evidente de cualquier otra manera a partir del contexto y la comprensién de un experto
en la materia, los valores que se expresan como intervalos pueden asumir cualquier valor o subintervalo
especifico dentro de los intervalos indicados en diferentes realizaciones de la descripcién, hasta la décima
parte de la unidad del limite inferior del intervalo, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Los procedimientos sintéticos de la descripcion pueden tolerar una amplia variedad de grupos funcionales, por
lo tanto, se pueden usar diversos materiales de partida sustituidos. Los procedimientos generalmente
proporcionan el compuesto final deseado en o cerca del final del procedimiento general, aunque puede ser
deseable en determinados aspectos convertir adicionalmente el compuesto en una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Los compuestos de la presente descripciéon se pueden preparar de diversas maneras utilizando materiales de
partida disponibles en el mercado, compuestos conocidos en la bibliografia o a partir de intermedios facilmente
preparados, mediante el empleo de procedimientos sintéticos estandar y procedimientos conocidos por los
expertos en la materia, 0 que seran evidentes para el experto en la materia a la luz de las ensefianzas de esta
invencién. Los procedimientos sintéticos estandar y los procedimientos para la preparacién de moléculas
organicas y transformaciones y manipulaciones de grupos funcionales se pueden obtener de la bibliografia
cientifica pertinente o de libros de texto estandar en el campo. Aunque sin limitarse a una o varias fuentes,
textos clésicos tales como Smith, M. B., March, J., March's Advanced Organic Chemistry: Reactions,
Mechanisms, and Structure, 52 edicién, John Wiley & Sons: Nueva York, 2001; Greene, TW., Wuts, P.G. M.,
Protective Groups in Organic Synthesis, 32 edicién, John Wiley & Sons: Nueva York, 1999; R. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); L. Fieser and M. Fieser, Fieser and Fieser's
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Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents
for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995) son libros de texto de referencia Utiles y reconocidos de
sintesis organica conocidos por los expertos en la materia. Las siguientes descripciones de procedimientos
sintéticos estan disefiadas para ilustrar, pero no limitar, los procedimientos generales para la preparaciéon de
los compuestos de la presente descripcién.

Los compuestos de esta descripcidén que tienen cualquiera de las férmulas descritas en esta invencién pueden
prepararse segun los procedimientos ilustrados en los Esquemas 1-3 a continuacién, a partir de materiales de
partida disponibles en el mercado o materiales de partida que pueden prepararse usando procedimientos
bibliogréficos. Las variables en los esquemas (por ejemplo, R1, Rz, Rs, R4 y Rs) son como se definen en esta
invencién, por ejemplo, cada uno de R+, Rz, Rs, R4 y Rs son independientemente alquilo. Un experto en la
materia observard que, durante las secuencias de reaccién y los esquemas sintéticos descritos en esta
invencién, se puede cambiar el orden de determinadas etapas, tales como la introduccién y eliminacién de
grupos protectores.

Un experto en la materia reconocerd que determinados grupos pueden requerir proteccién frente a las
condiciones de reaccién mediante el uso de grupos protectores. También se pueden usar grupos protectores
para diferenciar grupos funcionales similares en moléculas. Se puede encontrar una lista de grupos protectores
y c¢dmo introducir y eliminar estos grupos en Greene, T.W., Wuts, P.G. M., Protective Groups in Organic
Synthesis, 32 edicién, John Wiley & Sons: Nueva York, 1999. Los grupos protectores preferidos incluyen, pero
sin limitarse a:

Para un resto hidroxilo: TBS, bencilo, THP, Ac;

Para acidos carboxilicos: éster bencilico, éster metilico, éster etilico, éster alilico;

Para aminas: Fmoc, Cbz, BOC, DMB, Ac, Bn, Tr, Ts, trifluoroacetilo, ftalimida, bencilidenamina;

Para dioles: Ac (x2) TBS (x2), o cuando se toman juntos acetdnidos;

Para tioles: Ac;

Para bencimidazoles: SEM, bencilo, PMB, DMB;

Para aldehidos: acetales de di-alquilo tal como dimetoxi acetal o dietil acetilo.

En los esquemas de reaccidn descritos en esta invencién, se pueden producir multiples estereoisémeros.
Cuando no se indica ningun estereoisdmero en particular, se entiende que significa todos los estereoisémeros
posibles que podrian producirse a partir de la reaccidén. Un experto en la materia reconocera que las reacciones
se pueden optimizar para proporcionar un isémero preferiblemente, o se pueden disefiar nuevos esquemas
para producir un Unico isbmero. Si se producen mezclas, se pueden usar técnicas tales como cromatografia

en capa fina preparativa, HPLC preparativa, HPLC quiral preparativa o SFC preparativa para separar los
isémeros.

Esguema 1
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El Esquema 1 anterior ilustra un procedimiento de 11 etapas para la sintesis de lipidos de la descripcién. (a)
Se hace reaccionar aldehido (I-1) con clorhidrato de éster metilico de glicina en presencia de un agente
reductor, por ejemplo, NaBH(OACc)s, y una base, por ejemplo, NEts, en un disolvente apropiado, por ejemplo,
AcOH, para producir dialquilglicinato de metilo (I-2). Esta reaccidén puede tener lugar en un disolvente orgénico,
por ejemplo, dicloroetano. El dialquilglicinato de metilo (I-2) se hidroliza utilizando hidréxido de litio, por ejemplo,
en THF, para producir el respectivo alquilglicinato de litio (I-3). Una solucién de (1-3), por ejemplo, en THF, se
hace reaccionar con 1-terc-butil-piperazina en presencia de una base, por ejemplo, diisopropiletilamina
(DIPEA), y un agente de acoplamiento, por ejemplo, anhidrido de &cido propilfosfénico, para formar 4-(alquil)
piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (1-4), que a continuacién se desprotege, usando, por ejemplo, &cido
trifluoroacético (TFA), para producir 2-(alquil)-1-(piperazina-1-il) etan-1-ona (1-5). Esta reaccién puede tener
lugar en un disolvente organico 150, por ejemplo, diclorometano (DCM). (b) Se hace reaccionar bromoalcano
(1-6) con alquilglicinato de metilo-terc-butilo en presencia de una base fuerte, por ejemplo, NaH, y en un
disolvente apropiado, por ejemplo, dimetilformamida (DMF), para formar N-(terc-butil)-N-alquilicinato de metilo
(I-7), que a continuacidn se desprotege, usando, por ejemplo, TFA, para producir alquilglicinato de metilo (1-8).
Esta reaccion de desproteccién puede tener lugar en un disolvente organico, por ejemplo, diclorometano. (c)
Se hace reaccionar bromoalcano (1-6) con etanol-1-amina en condiciones alcalinas (por ejemplo, KoCOs) y en
presencia de un catalizador, por ejemplo, Kl en un disolvente apropiado (por ejemplo, acetonitrilo), para formar
2-(dialquilamino) etanol (1-9), que se convierte en N-(2-cloroetil)-N-alquilalcan-1-amina (I-10) utilizando un
reactivo adecuado, por ejemplo, cloruro de mesilo en presencia de una base, por ejemplo, trietilamina, y un
disolvente apropiado, por ejemplo, DCM. (d) El alquilglicinato de metilo (I-8), obtenido segln (b) y la N-(2-
cloroetil)-N-alquilalcan-1-amina (1-10) obtenida segln (c) se acoplan en presencia de una base, por ejemplo,
K2COs y un catalizador nucleéfilo, por ejemplo, KI en un disolvente apropiado (por ejemplo, acetonitrilo), para
formar el intermedio de glicinato de metilo (I-11), que a continuacién se hidroliza usando hidréxido de litio en
un disolvente apropiado, por ejemplo, tetrahidrofurano (THF), para producir el compuesto de glicinato de litio
(I-12). (e) La 2-(alquil)-1-(piperazina-1-il)etan-1-ona (I-5)) obtenida segun (a) y el compuesto (I-12) obtenido
segln (d) se hacen reaccionar en presencia de una base, por ejemplo, diisopropiletilamina (DIPEA), y un
agente de acoplamiento, por ejemplo, anhidrido de acido propilfosfonico, para producir el producto (P-1). Esta
reaccidén puede tener lugar en un disolvente orgéanico, por ejemplo, THF.
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Esquema 2
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El Esquema 2 anterior ilustra un procedimiento de 6 etapas para la sintesis de lipidos de la descripcidn. (a) Se
hace reaccionar clorhidrato de 4-glicilpiperazina-1-carboxilato de terc-butilo disponible en el mercado (lI-1) con
bromoalcano en presencia de una base, por ejemplo, KoCOs y un catalizador nucleéfilo, por ejemplo, Kl en un
disolvente apropiado, por ejemplo, éter metilico de ciclopentilo/acetonitrilo, y se desprotege usando, por
ejemplo, trifluoroacético (TFA) para producir 2-(dialquilamino)-1-(piperazin-1-il) etan-1-ona. La etapa de
desproteccién puede tener lugar en un disolvente organico, por ejemplo, diclorometano (DCM) (b) Se hace
reaccionar 2-bromoacetato de ferc-butilo (l1-4) con 1,2-diaminoetano, en un disolvente apropiado, por ejemplo,
DCM para producir (2-aminoetil)glicinato de terc-butilo (1I-56) que se acopla con bromoalcano en presencia de
una base, por ejemplo, K2COs y un catalizador nucleofilico, por ejemplo, KI en un disolvente apropiado, por
ejemplo, acetonitrilo, para producir N-(2-(dialquilamino)etil)-N-alquilglicinato de terc-butilo (lI-6). La
desproteccién de |I-6, usando, por ejemplo, TFA, produce el compuesto de glicina correspondiente (ll-7). (c)
La reaccion de (11-3), obtenida segun (a), y el (1I-7), obtenido segun (b), en presencia de una base, por ejemplo,
diisopropiletilamina (DIPEA), y un agente de acoplamiento, por ejemplo, anhidrido de acido propilfosfonico,
proporciona el producto (P-2). Esta reaccion puede tener lugar en un disolvente organico, por ejemplo, 2-
metiltetrahidrofurano.

Esquema 3
Ry a
MNH o Rig !\e;' 5?»:
r’Y\v (A______“ . E \)A/ ________________ - gt N \F}LS‘ {./"\ M NS N \R;‘
Boo___. — BoeN - SoeN_ e s \/T :

Como se ilustra en el Esquema 3 anterior, los intermedios para la sintesis de determinados compuestos de la
descripcién pueden obtenerse alquilando el grupo amino del 4-(2-aminoetil) piperidina-1-carboxilato de terc-
butilo. Se pueden realizar reacciones similares con un material de partida diferente, tal como

NH
NH, BocN 2 NH,
, . 0 .

Ademas, debe entenderse que cualquier realizacién particular de la presente descripciéon que se encuentre
dentro de la técnica anterior puede excluirse explicitamente de una cualquiera o mas de las reivindicaciones.
Dado que se considera que dichas realizaciones son conocidas por un experto en la materia, pueden excluirse
incluso si la exclusién no se establece explicitamente en esta invencion.

En caso de declaraciones contradictorias de una fuente citada y de la presente solicitud, prevalecera la
declaracién de la presente solicitud. La cita de publicaciones y documentos de patentes no pretende ser una
admisién de que alguno es un estado de la técnica pertinente, ni constituye ninguna admisién en cuanto al
contenido o la fecha de los mismos. Una vez que se ha descrito la invencién a modo de descripciéon escrita,
los expertos en la materia reconoceran que la invencién se puede practicar en una variedad de realizaciones
y que la descripcién anterior y los ejemplos a continuacién tienen fines ilustrativos y no limitativos de las
reivindicaciones. que siguen.

Ejemplos
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Ejemplo 1: Sintesis de compuestos segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (I1a), (1), (Illa), (1V),
(17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1).

A. Consideraciones generales

Todos los disolventes y reactivos utilizados se obtuvieron en el mercado y se utilizaron como tales, a menos
que se indique lo contrario. Los espectros de RMN de 'H se registraron en CDCls, a 300 K utilizando un
instrumento Bruker Ultrashield de 300 MHz o un instrumento Varian Unity Inova de 400MHz. Los cambios
quimicos se informan como partes por millén (ppm) en relacién con TMS (0,00) para 'H. Las cromatografias
en gel de silice se realizaron en instrumentos CombiFlash Rf+ Lumen de ISCO utilizando cartuchos Flash
RediSep Rf Gold de ISCO (tamafio de particula: 20-40 micrémetros). Las cromatografias de fase inversa se
realizaron en instrumentos CombiFlash Rf+ Lumen de ISCO utilizando columnas RediSep Rf Gold C18 de alto
rendimiento. Se determin6 que todos los compuestos finales tenian una pureza superior al 85 % mediante
analisis por UPLC-MS de fase inversa (tiempos de retencién, TR, en minutos) utilizando el instrumento Waters
Acquity UPLC con DAD y ELSD y una columna ZORBAX de alta definicién de resolucién rapida (RRHD) SB-
C18 LC, 2,1 mm, 50 mm, 1,8 um y un gradiente del 65 al 100 % de acetonitrilo en agua con TFA al 0,1 %
durante 5 minutos a 1,2 ml/min. El volumen de inyeccién fue de 5 pl y la temperatura de la columna fue de 80
°C. La deteccién se basé en la ionizacién por electropulverizacion (ESI) en modo positivo utilizando el
espectroémetro de masas Waters SQD (Milford, MA, EE. UU.) y el detector de dispersion de luz evaporativa.

Los procedimientos descritos para la sintesis de los Compuestos 12 y 19 son aplicables a la sintesis de
compuestos segn las formulas (1), (1a1)-(1a6), (Ib), (1), (l1a), (1), (llla), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-I)
en general. Los compuestos 4-10, 42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 67, 69, 70, 73, 80-85, 87-100, 102, 104, 1086,
108 y 109 son compuestos de la invencién.

Se emplean las siguientes abreviaturas en esta invencién:

ta: Temperatura ambiente

MeOH: Metanol

DCM: Diclorometano

DCE: Dicloroetano

DMAP = 4-Dimetilaminopiridina

DMF = N,N-Dimetilformamida

EtOAc: Acetato de etilo

MeCN: Acetonitrilo

THF: Tetrahidrofurano

EDC-HCI: Clorhidrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-A'-etilcarbodiimida

B. Compuesto 1: 2-(Didodecilamino)-N-(2-(4-(2-(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N-dodecilacetamida

Etapa 1: 4-(2-Dodecilamino)etil) piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

(\/’\/\/\/\/

N/‘\/NH
Boc@

Formula quimica: CaHeNzO2
Peso molecular: 397,68
De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 18, se sintetizé 4-(2-(dodecilamino)etil)piperazina-
1-carboxilato de terc-butilo a partir de 1-bromododecano (3,3 g, 13, 1 mmol), 4-(2- aminoetil)-1-boc-piperazina

(3,0 g, 13,1 mmaol), K2COs (3,62 g, 26,2 mmol) y Kl (217 mg, 1,31 mmol) en MeCN (60 ml). Rendimiento (1,42
g, 27 %). UPLC/ELSD: TR = 1,18 min. MS (ES): m/z (MH*) 398,56 para C23sH47N3O2
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H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 3,45 (br. m, 4H); 2,75 (br. m, 2H); 2,65 (br. m, 2H); 2,55 (br. m, 2H); 2,42
(br. m, 4H); 1,60-1,22 (br. m, 29H); 0,91 (br. m, 3H).

Etapa 2: 4-(2-(2-(Didodecilamino)-N-dodecilacetamido)etil) piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
VW Q (\NBOC
\/’\/\/\../‘\,/'\\/N\/H\Nf“\xN\/’
W‘\/’J
Formuta quimica; CyeHuuNyOs
Peso molecular: 791,33
De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(2-(2-(didodecilamino)-N-
dodecilacetamido)etil) perazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-(dodecilamino))etil)piperazina-1-
carboxilato de terc-butilo (100 mg, 0,25 mmol), didodecilglicina de litio (0,10 g, 0,25 mmol), anhidrido de acido

propilfosfénico (soluciéon de EtOAc al 50 %, 0,45 ml, 0,75 mmol) e /-PraEtN (0,044 ml, 0,25 mmol) en THF (2
ml). Rendimiento (0,12 g, 63 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,36 min. MS (ES): m/z (MH*) 792,082 para C49HosN4O3
Etapa 3: 2-(Didodecilamino)-N-dodecil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)acetamida
\/\/\f’\\/\/'\/N\/J'LN/\\/N\)

Formula quimica: CysHoeN4O

Peso molecular: 691,23

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetiz6é 2-(didodecilamino)-N-dodecil-N-(2-
(piperazin-1-il)etil)acetamida a partir de 4-(2-(2-(didodecilamino)-N-dodecilacetamido)etil)piperazina-1-
carboxilato de terc-butilo (0,12 g, 0,16 mmol) y TFA (0,25 ml, 3,2 mmol) en 0,25 ml de DCM.

UPLC/ELSD: TR = 3,06 min. MS (ES): m/z (MH*) 692,984 para Ca4HgoN4O

Etapa 4 Compuesto 1: 2-(Didodecilamino)-N-(2-(4-(2-(didodecilamino)etil)  piperazin-1-il)etil)-N-

dodecilacetamida

RPN 0 ’/\N/\/N\//\\/\V/\\,/\f\/
A o
RN NP N N/\\/N
Férmula quimica: CroHygsNsO

Peso molecular;, 1070,95

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé 2-(didodecilamino)-N-(2-(4-(2-
(didodecilamino)etil) piperazin-1-il)etil)-N-dodecilacetamida a partir de 2-(didodecilarnino)-N-dodecil-N-(2-
(piperazin-1-il)etil)acetamida (65 mg, 0,094 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (42 mg, 0,10
mmol), K2COs (13 mg, 0,094 mmol) y KI (2 mg, 0,0094 mmol) en 0,5 ml de MeCN para producir 58,5 mg con
un rendimiento del 58 %. UPLC/ELSD: TR = 3,75 min. MS (ES): m/z (MH*) 1072,585 para C7oH143NsO

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,82-3,23 (br. m. 8H); 3,04-2,90 (br. m., 2H); 2,47 (m, 18H): 1,24 (m, 100H);
0,96 (m, 15H).

C. Compuesto 2: 2-((2-(Didodecilamino)etil) (dodecil)amino)-1-(4-(2-(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etan-1-
ona
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Etapa 1: 4-(2-Didodecilamino)etil) piperazme-1-carboxilato de terc-butilo
(\/"\\/\\/’\/\\/
(\N:NNVWW\/

Foarmaula quinuca: CasblzNalh
Peso molecutar 365,47
Se dejé agitar una mezcla de 1-bromododecano (1,1 ml, 4,6 mmol), 4-(2-aminoetil)-1-boc-piperazina (1,0 g, 4,4
mmol), K2COs (0,61 g, 4,4 mmol), en 10 ml de MeCN a ta durante 12 h. Transcurrido este tiempo la reaccién
se filtré y se concentrd. El material bruto se purificé por cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-20 % en

DCM con NH4OH al 1 % para producir 4-(2-(didodecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (450 mg,
0,80 mmol, 18 %). UPLC/ELSD: TR = 2,87 min. MS (ES): m/z (MH*) 566,655 para CssH71N3O2

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 3,40 (m, 4H): 2,56 (m, 2H); 2,40 (m, 10H); 1,44 (s, 9H); 1,40-1,24 (m, 40H);
0,86 (t, 6H).

Etapa 2: N-Dodecil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)dodecan-1-amina

. N/\\/N.V/\V/\\/\/W
HN\/J
Bormula quimica: ChoHeNs
Peso molecular: 465,86
De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 18, se sintetiz6 N-dodecil-N-(2-(piperazin-1-
iletil)dodecan-1-amina a partir de 4-(2-(didodecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (0,92 g, 1,63

mmol), TFA (6,2 ml, 82 mmol) en 6 ml de DCM para producir 490 mg con un rendimiento del 65 %. UPLC/ELSD:
TR =2,10 min. MS (ES): m/z (MH*) 466,379 para CaoHssNs

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 2,88 (t, 4H): 2,61 (m, 2H); 2,45 (m, 10H); 1,43-1,24 (m, 40H); 0,86 (t, 6H).

Etapa 3: Compuesto 2: 2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)-1-(4-(2-(didodecilamino)etil)piperazin-1
illetan-1-ona
(WVW
PN /\\/'\\' K/\N/\jN\/\\_’f\v/\\_/\vf\,/
VWN’\/WN\//\N*’\W’N\/‘
N\/\/’\/’\) o
Fomula quinicn, CoplTy NG
Peso miolecular 1070038

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)-1-(4-(2-(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de N-dodecil-
N-(2-(piperazin-1-il)etil)Jdodecan-1-amina (32 mg, 0,069 mmol), N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina (43

mg, 0,069 mmol), anhidrido de &cido propilfosfénico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,12 ml, 0,21 mmol) e /-ProEtN
(0,024 ml, 0,14 mmol) en 0,5 ml de THF para producir 17,7 mg (17 %).

UPLC: TR = 3,90 min. MS (ES): m/z (MH*) 1071,475 para CzoH143NsO

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 3,65 (m, 2H); 3,57 (m, 2H): 3,26 (s, 2H); 2,33-2,57 (m, 22H); 1,24-1,39 (m,
100H); 0,88 (t, 15H).

D. Compuesto 3: 2-(Didodecilamino)-1-(4-(2-((2-(didodecilamino)etil) (dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etan-1-
ona Etapa 1: 4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
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r/\/Wf\/
r/"\Nf\zN»V/\Nf\f\v.W\M
BacN\) l\\/\_f’\_/\./’*\/\

Formuta quirnica: CaoH ime™NoGh

Peso molecutar: 771,37

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 18, se sintetiz6 4-(2-((2-(didodecilamino)etil)
(dodecil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-(dodecilamino)etil)piperazina-1-
carboxilato de terc-butilo (700 mg, 1,76 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (806 mg, 1,93 mmol),
K2COs (486 mg, 3,52 mmol) y KI (29 mg, 0,176 mmol) en THF (15 ml). Rendimiento (683 mg, 50 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,35 min. MS (ES): m/z (MH*) 778,16 para CasH100NaO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,44 (t, 4H); 3,11-2,86 (br. m, 4H); 2,78-2,32 (br. m, 14H); 1,80-1,05 (br. m,
B9H): 0,91 (t, OH).

Etapa 2: N',N', N2-Tridodecil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina

r/\/'\u’\/"\/\v-’
NS N~ g g N TN
HN \"/J k/\/ﬁ\\/\/"\v/\

Formnda quiaical CaaHo Ny

Peso molecular: 677,25

De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 18, se sintetizé N', N', N>-tridodecil-N?-(2-(piperazin-
1-il)etil)etano-1,2-diamina a partir de 4-(2-((2-(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato
de terc-butilo (683 mg, 0,879 mmol) y TFA (3,4 ml, 43,9 mmol) en DCM (3,4 ml). Rendimiento (595 mg, 99 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,94 min. MS (ES): m/z (MH*) 678,16 para CasHgo2N4

Etapa 3: Compuesto 3:

2-(Didodecilamino)-1-(4-(2-((2-(didodecilamino)etil)(dodecil)Jamino)etil)piperazin-1-il)etan-1-ona

G {f"\\/f\v/ﬁ\vf\v/\v/

Ve y l/‘f\N "[k/ N N e N
N N N N e NP N N e \N/"’\,x N \,)
fWW\/J

Foomula guimica; UH, N0

Peso molecular: 1070,95

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se 2-(didodecilamino)-1-(4-(2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecillamino)etil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de N' N' N2-tridodecil-A2-(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (50 mg, 0,074 mmol), didodecilglicina de litio (33 mg , 0,078 mmol),
anhidrido de &cido propilfosfénico (50 % en EtOAc, 0,13 ml, 0,22 mmol) e /-Pr2EtN (0,026 ml) en 0,5 ml de THF
para producir 33,9 mg (43 %).

UPLC: TR = 3,90 min. MS (ES): m/z (MH*) 1071,475 para C7oH143NsO

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 3,65 (m, 2H); 3,57 (m, 2H): 3,26 (s, 2H); 2,33-2,57 (m, 22H); 1,24-1,39 (m,
100H); 0,88 (t, 15H).

E. Compuesto 4: 2-(Dinonilamino)-1-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: Dinonilglicinato de metilo
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Formuta quimica: Cy HaaNO»
Peso molecular: 341 58
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 11, se sintetizd dinonilglicinato de metilo a partir de
clorhidrato de éster metilico de glicina (5,0 g, 39,8 mmol), trietilamina (8,3 ml, 59,7 mmol), nonanal al 95 %
(15,0 g, 99,6 mmol), triacetoxiborohidruro de sodio (21,1 g, 99,6 mmol) y &cido acético (5,7 ml, 99,6 mmol) en

DCE (50 ml). Rendimiento (3,5 g, 26 %). UPLC/ELSD: TR = 1,82 min. MS (ES): m/z (MH*) 343,62 para
C21H43sNO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H): 3,35 (s, 2H); 2,57 (t, 4H); 1,46 (br. M, 4H); 1,29 (br. m, 24H);
0,90 (t, 6H).

Etapa 2: Dinonilglicinato de litio

Formula guinucar CapHapliNO»
Peso molecular; 333,49
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 11, se sintetizé dinonilglicinato de litio a partir de

dinonilglicinato de metilo (3,5 g, 10,2 mmol) y LIiOH 1 M (50 ml, 50 mmol) en THF (50 ml). Rendimiento (3,0 g,
88 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,71 min. MS (ES): m/z (MH"*) 328,37 para C20H41NO2

"H-RMN (300 MHz, CDsOD) &: ppm 3,13 (s, 2H); 2,59 (t, 4H); 1,51 (br. m, 4H); 1,32 (br. m, 24H); 0,92 (t, 6H).

Etapa 3: 4-(Dinonilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

o il/\‘/W\

(\N)K/N\/\W

BocN._A
Formala quimica CollsNs(h

Beso molecular 493,79

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(dinonilglicil) piperazina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de dinonilglicinato de litio (2,0 g, 6,00 mmol), 1-boc-piperazina (1,23 g, 6,58
mmol), i-Pr2EtN (2,3 ml, 13,2 mmol) y anhidrido de &cido propilfosfonico (solucién de EtOAc al 50 %, 10,7 ml,
17,9 mmol). Rendimiento (824 mg, 28 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,19 min. MS (ES): m/z (MH*) 496,72 para C29Hs7N3O3
Etapa 4: 2-(Dinonilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona

l/\/\/\/\

O
!/\ N )k/ N S
"
Formula quimicar CayHyMN;Q

Peso molecular: 395,68
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De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 2-(dinonilamino)-1-(piperazin-1-
illetan-1-ona a partir de 4-(dinonilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (824 mg, 1,66 mmol) y TFA (6,4
ml, 83,1 mmol) en DCM (6,4 ml). Rendimiento (246 mg, 37 %). UPLC/ELSD: TR = 1,25 min. MS (ES): m/z
(MH*) 396,68 para C24H4gNsO

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,63 (br. m, 4H); 3,28 (s, 2H); 2,89 (br. m, 4H); 2,48 (t, 4H); 1,45 (br. m, 4H);
1,28 (br. m, 24H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 5: N-(terc-Butoxicarbonil)-N-nonilglicinato de metilo

O N
Moty NBoc
Formula quimica: €)7H:NOy
Peso molecular: 315,45
De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 11, se sintetizé N-(terc-butoxicarbonil)-N-

nonilglicinato de metilo a partir de éster metilico de N-(terc-butoxicarbonil)glicina (7,7 g, 40,7 mmol) y NaH (60
%, 1,71 g, 42,7 mmol) en DMF (100 ml). Rendimiento (3,32 g, 26 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,02-3,84 (br. m, 2H); 3,75 (s, 3H); 3,26 (br. m, 2H); 1,65-1,39 (br. m, 11H);
1,28 (br. m, 12H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 6: Nonilglicinato de metilo

o R e

Mely™ ™ NH

Farmmta guimica: CpobaND,

Peso molecular: 215,34

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 11, se sintetizé nonilglicinato de metilo a partir de
N-(terc-butoxicarbonil)-N-nonilglicinato de metilo (3,32 g, 10,5 mmol) y TFA (16 ml, 210 mmol) en DCM (16 ml).
Rendimiento (2,23 g, 98 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,75 (s, 3H); 3,44 (s, 2H); 2,61 (t, 2H); 1,69 (br. m, 1H); 1,51 (br. m, 2H);
1,28 (br. m, 12H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 7: N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicinato de metilo

l/\/\/\./\

O
Meo’k/ AN i e e
K/\»"W
Formula quinica: C3HegN:02

Peso molecudar: 510,89

De la misma manera que en la Etapa 9 para el Compuesto 11, se sintetizé N-(2-(dinonilamino)etil)-N-
nonilglicinato de metilo a partir de nonilglicinato de metilo (449 mg, 2,08 mmol), N-(2-cloroetil}-N-nonilnonan-1-
amina (830 mg, 2,50 mmol), KoCOs (576 mg, 4,16 mmol) y Kl (35 mg, 0,208 mmol) en MeCN (13 ml).
Rendimiento (958 mg, 90 %). UPLC/ELSD: TR = 3,11 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,97 para Cs2HssN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,42 (s, 2H); 2,95-2,15 (br. m, 10H); 1,85-1,00 (br. m, 42H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 8: N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicina
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R e e NN
!‘{O'J\/N‘\/’/\NWV"V
L\MN
Fomuode quinnea: UsHagNaOn
Peso moleeudar: 496,87
De la misma manera que en la Etapa 10 para el Compuesto 11, se sintetizd6 N-(2-(dinonilamino)etil)-N-
nonilglicina a partir de N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicinato de metilo (958 mg, 1,88 mmol) y LIiOH 1 M (10

ml, 10 mmol) en THF (10 ml). Rendimiento (514 mg, 55 %). UPLC/ELSD: TR = 2,75 min. MS (ES): m/z (MH")
497,95 para C31HeaN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,92 (br. m, 6H); 3,14 (br. m, 6H); 1,77 (br. m, 6H); 1,45-1,13 (br. m, 36H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 9: Compuesto 4: 2-(Dinonilamino)-1-(4-(N-(2-(dinonilamino)eti1)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

/\M @JK/N
/\/\/\/\/N\/‘N’\fr“‘

\/\/\/\)

Férmula quimica: CssHiiilNsO:

Peso molecular, 874,53

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 2-(dinonilamino)-1-(4-(N-(2-
(dinonilamino)etil)-N-non-ilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de 2-(dinonilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-
ona (61,5 mg, 0,155 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (85 mg, 0,171 mmol), i-Pr2EtN (60 pl, 0,342
mmol) y anhidrido de acido propilfosfénico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,278 ml, 0,466 mmol). Rendimiento
(38 mg, 28 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,13 min. MS (ES): m/z (MH*) 875,76 para CssH111NsO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,82-3,49 (br. m, 8H); 3,33 (s, 2H); 3,27 (s, 2H); 2,68-2,18 (br. m, 14H);
1,82-1,02 (br. m, 70H); 0,90 (t, 15H).

F. Compuesto 5: 2-(Dinonilamino)-1-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona
Etapa 1: N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-dodecilglicinato de metilo
O S e N
Meo’u\/N\f”\N” '
L\/\/W

Formula quimica; CaabinNaOy

Pesoy molacular: 332,97

De la misma manera que en la Etapa 9 para el Compuesto 11, se sintetizé N-(2-(dinonilamino)etil)-N-
dodecilglicinato de metilo a partir de dodecilglicinato de metilo (535 mg, 2,08 mmol), N-(2-cloroetil)-N-
nonilnonan-1-amina (830 mg, 2,50 mmol), K2COs (576 mg, 4,16 mmol) y KI (35 mg, 0,208 mmol) en MeCN (13
ml). Rendimiento (385 mg, 34 %). UPLC/ELSD: TR = 3,34 min. MS (ES): m/z (MH*) 553,96 para CasH72N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,41 (s, 2H); 2,90-2,20 (br. m, 10H); 1,85-1,05 (br. m, 48H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 2: N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-dodecilglicina
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o [/\M//\\N
HQ)J\/N\/*\'NW\N
NN N
Fommula quimica: CsaH-oN:O;
Peso moleeular; 538,95
De la misma manera que en la Etapa 10 para el Compuesto 11, se sintetizd6 N-(2-(dinonilamino)etil)-N-

dodecilglicina a partir de N-(2-(dinonilamino)etil)-N-dodecilglicinato de metilo (385 mg, 0,696 mmol) y LiOH 1
M (3,5 ml, 3,5 mmol) en THF (3,5 ml). Rendimiento (225 mg, 60 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,13 min. MS (ES): m/z (MH*) 539,93 para Cz4H70N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,73 (s, 2H); 3,62-3,39 (br. m, 4H); 3,09 (br. m, 6H); 1,76 (br. m, 6H); 1,28
(br, 42H); 0,90 (t, 9H).

Etapa 3: Compuesto 5:

2-(Dinonilamino)-1-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

Formula guimica; CadTo NG

Pesa molecular. 916,61

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 2-(dinonilamino)-1-(4-(N-(2-
(dinonilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de 2-(dinonilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-
ona (62 mg, 0,155 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-dodecillglicina (92 mg, 0,171 mmol), /-Pr2EtN (60 pl, 0,342
mmol) y anhidrido de acido propilfosfénico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,278 ml, 0,466 mmol). Rendimiento
(38 mg, 26 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,32 min. MS (ES): m/z (MH*) 917,67 para CssH117N502

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,86-3,45 (br. m, 8H); 3,33 (s, 2H); 3,28 (s, 2H); 2,73-2,27 (br. m, 14H);
1,86-1,00 (76H); 0,91 (t, 15H).

G. Compuesto 6:

2-((2-(Didodecilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona Etapa 1: N-(2-
(Didodecilamino)eti1)-N-nonilglicinato de metilo

o AN TN T
Meo)k/ Ny

|\/\\//\/\\/‘\/\

Farmula quimica: CagHzoN-O»

Peso maolecular: 595,03

De la misma manera que en la Etapa 9 para el Compuesto 11, se sintetizé6 N-(2-(didodecilamino)etil)-N-
nonilglicinato de metilo a partir de nonilglicinato de metilo (355 mg, 1,65 mmol), N-(2-cloroetil)-N-
dodecildodecan-1-amina (825 mg, 1,98 mmol), K2COs (457 mg, 3,30 mmol) y KI (27 mg, 0,165 mmol) en MeCN
(10 ml). Rendimiento (460 mg, 47 %). UPLC/ELSD: TR = 3,62 min. MS (ES): m/z (MH*) 596,03 para CssH7sN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,42 (s, 2H); 2,80-2,24 (br. m, 10H); 1,56-1,00 (br. m, 54H);
0,90 (t, 9H).
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Etapa 2: N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-nonilglicina

o (\/\/\/\
HOJK/N\/\N

M

Formutla quimica: Cy:HgNO5

Peso molecular; 381,03

De la misma manera que en la Etapa 10 para el Compuesto 11, se sintetizé N-(2-(didodecilamino)etil)-N-
nonilglicina a partir de N-(2-(didodecilamino)etil)-N-nonilglicinato de metilo (460 mg, 0,773 mmol) y LIOH 1 M
(3,9 ml, 3,9 mmol) en THF (3,9 ml). Rendimiento (323 mg, 72 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,37 min. MS (ES): m/z (MH*) 582,00 para Cs7H7sN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,17 (s 2H); 4,00 (br. m, 2H): 3,84 (br. m, 2H); 3,34 (br. m, 2H); 3,18 (br. m,
4H); 1,82 (br. m, 6H); 1,27 (br. m, 48H); 0,91 (t, 9H).

Etapa 3: Compuesto 6:

2-((2-(Didodecilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

)(l)\/ NN
NN NN N Na ™ SN
\./'\/\./\/\/‘VN\/\N/\WN\)

S O

Farmita qw‘mica: Cotl N5

Peso molecutar: 958,69

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(didodecilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de 2-(dinonilamino)-1-
(piperazin-1-il)etan-1-ona (62 mg, 0,155 mmol), N-(2-(didodecilamino)etil)-N-nonilglicina (99 mg, 0,171 mmol),
i-Pr2EtN (60 I, 0,342 mmol) y anhidrido de écido propilfosfénico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,278 ml, 0,466
mmol). Rendimiento (45 mg, 30 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,46 min. MS (ES): m/z (MH*) 959,98 para Ce1H123N502

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,81-3,49 (br. m, 8H); 3,33 (s, 2H); 3,27 (s, 2H); 2,70-2,25 (br. m, 14H);
1,90-1,00 (br. m, 82H): 0,90 (t, 15H).

H. Compuesto 7:

2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)-1-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

NSNS l/\NJOI\»(\/W\
N N4
NSNS N

/\/“\,/‘\/\,/’\/J

Férmula quiniica: CeyHiaNs0x

Pesc molecular: 100,77

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecill)amino)-1-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de 2-(dinonilamino)-1-
(piperazin-1-il)etan-1-ona (62 mg, 0,155 mmol), N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina (107 mg, 0,171
mmol), i-Pr2EtN (60 pl, 0,342 mmol) y anhidrido de acido propilfosfonico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,278 m,
0,466 mmol). Rendimiento (34 mg, 20 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 1001,97 para CeaH120N502
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"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,85-2,18 (br. m, 26H); 1,91-1,00 (br. m, 88H); 0,90 (t, 15H).
|. Compuesto 8:

2-(Didodecilamino)-1-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

j\/(\/\/\/\/\/
NSNSy N

\/\/‘\/‘\)

Farmula quimica: CoyHipNsO»

Peso molecular: 938,69

10 De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-(didodecilamino)-1-(4-(N-(2-
(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de 2-(didodecilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-
ona (202 mg, 0,421 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (230 mg, 0,463 mmol), /-PraEtN (0,162 ml,
0,926 mmol) y anhidrido de acido propilfosfénico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,752 ml, 1,26 mmol).
Rendimiento (148 mg, 37 %).

15
UPLC/ELSD: TR = 3,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 959,74 para Cs1H123N502

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,82-3,49 (br. m, 8H); 3,33 (s, 2H); 3,27 (s, 2H); 2,66-2,30 (br. m, 14H);
1,85-1,02 (br. m, 82H); 0,90 (t, 15H).

20
J. Compuesto 9:

2-(Didodecilamino)-1-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

N\/WN\/‘NN/\‘(N
¢

/’\/\/\N’\z)

25 Farmula gquimica: CogHippaNsOs

Peso molecular: 1000,77

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 2-(didodecilamino)-1-(4-(N-(2-
30 (dinonilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de (76 mg, 0,157 mmol), (93 mg, 0,173 mmol
), i-Pr2EtN (60 pl, 0,342 mmol) y anhidrido de &cido propilfosfonico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,278 ml, 0,466
mmol). Rendimiento (59 mg, 37 %). UPLC/ELSD: TR = 3,57 min. MS (ES): m/z (MH*) 1001,65 para CeaH120N502

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,95-2,23 (br. m, 26H); 2,05-1,00 (br. m, 88H): 0,90 (t, 15H).

35
K. Compuesto 10:
2-(Didodecilamino)-1-(4-(N-(2-(didodecilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona
lo; W
\/\/\/M I/’\N’ﬂ\\/NV’WN
S N e N N
Y
R S T
Formula gutmicar CaaH psMN:On
40 Peso nwclecular; 1042,835

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 2-(didodecilamino)-1-(4-(N-(2-
(didodecilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de 2-(didodecilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-
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1-ona (76 mg, 0,157 mmol), N-(2-(didodecilamino)etil)-N-nonilglicina (101 mg, 0,173 mmol), /-Pr2EtN (60 pl,
0,342 mmol) y anhidrido de acido propilfosfonico (solucidon de EtOAc al 50 %, 0,278 ml, 0,466 mmol).
Rendimiento (56 mg, 34 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,72 min. MS (ES): m/z (MH*) 1043,88 para Ce7H135N502

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,95-2,15 (br. m, 26H); 1,90-1,05 (br. m, 94H); 0,90 (t, 15H).
L. Compuesto 11:
2-(Didodecilamino)-1-(4-(N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: Didodecilglicinato de metilo

o M\N
N N N N NP NN
Formula quimica: C-HssNO:
Peso molecular: 425,74
Se dej6 agitar a temperatura ambiente una solucién de clorhidrato de éster metilico de glicina (5,0 g, 39,8
mmol) y trietilamina (8,3 ml, 59,7 mmol) en DCE (50 ml) durante 15 minutos. Se afiadié una solucién de
dodecanol al 92 % (20,0 g, 99,6 mmol) en DCE (50 ml) y la mezcla se enfrié a 0 °C. Se afiadieron
triacetoxiborohidruro de sodio (21,1 g, 99,6 mmol) y acido acético (5,7 ml, 99,6 mmol) y la reaccién se dejd
volver a la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. La reaccién se inactivd mediante la adicidn lenta
de solucién saturada de bicarbonato de sodio y se extrajo con DCM. Los extractos combinados se lavaron con
salmuera, se secaron sobre NaxSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante

cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-30 %/hexanos) proporcioné didodecilglicinato de
metilo (7,7 g, 45 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,82 min. MS (ES): m/z (MH*) 426,69 para C27HssNO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H): 3,35 (s, 2H); 2,57 (t, 4H); 1,46 (m, 4H); 1,28 (br. m, 36H); 0,91
(t, 6H).

Etapa 2: Didodecilglicinato de litio
& 7 N S NN N
10 ﬁ-\ N~ -~ o
N S e e Nt
Féormuls quimion; CaHaLiNG:

Paso motecular 417,63

Se dejé agitar una solucién de didodecilglicinato de metilo (7,7 g, 18,1 mmol) en THF (100 ml) y LiOH 1 M (90,4
ml, 90,4 mmol) a 65 °C durante 16 horas. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se concentr6 hasta
un polvo blanco. El polvo se suspendid en agua, se filtrd, se lavd con agua y éter dietilico y se sec6 al vacio
para proporcionar didodecilglicinato de litio (7,0 g, 93 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,74 min. MS (ES): m/z (MH*) 412,83 para C2sHs3sNO2
"H-RMN (300 MHz, CD3sOD) &: ppm 3,14 (s, 2H); 2,60 (t, 4H); 1,51 (m, 4H); 1,31 (br. m, 36H); 0,92 (t, 6H).
Etapa 3: 4-(Didodecilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

o (r*\v.f‘\vf‘\\_,f‘\/"\\_/
N

r/\ﬁJ/U\/ S NI e e e

BooN .~
Férmula quimica; CasHaNz O

Pese moleenlar 374,86
Se dejd agitar a temperatura ambiente una solucién de didodecilglicinato de litio (2,0 g, 4,79 mmol), 1-boc-
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piperazina (978 mg, 5,25 mmol), i-Pr2EtN (1,84 ml, 10,5 mmol) y anhidrido de &cido propilfosfonico (solucién
de EtOAc al 50 %, 8,53 ml, 14,3 mmol) en THF (24 ml) durante 48 horas. La reaccidn se diluyd con agua y se
extrajo con EtOAc. Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na:SO4 anhidro, se
filtraron y se concentraron al vacio. La purificacibn mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO
(MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 4-(didodecilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (983 mg, 35 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,06 min. MS (ES): m/z (MH*) 581,02 para CssHessN3O3
Etapa 4: 2-(Didodecilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona

r/\/‘”\f"\/"\f’ Vgl

(./\N - N (e NP N NI N e N

et 83

HN. A
Fopmula quimics: CyuHagNO
Paso molecwdar 479,84
A una solucién a 0 °C de 4-(didodecilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (983 mg, 1,69 mmol) en DCM
(6,5 ml) se afladié gota a gota TFA (6,5 ml, 84,7 mmol). Se dejé que la reaccidn volviera a la temperatura
ambiente y se agité durante 16 horas. La mezcla de reacciéon se concentré al vacio y el material bruto se

disolvié en CHClIs. La solucién se lavé con NaxCOs al 5 % y salmuera, se secd sobre NaxSO4 anhidro, se filtré
y se concentré al vacio para proporcionar 2-(didodecilamino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona (163 mg, 20 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,07 min. MS (ES): m/z (MH*) 480,89 para CaoHs1N3O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,67 (br. m, 4H); 3,32 (s, 2H); 2,92 (br. m, 4H); 2,53 (br. m, 4H); 1,48 (br. m,
4H); 1,28 (br. m, 36H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 5: N-(terc-Butoxicarbonil)-N-dodecilglicinato de metilo

J\ Bot
Ma(™ ™7 N LW N N P W

Formula quimica: CrollzeNQy

Peso molecular: 357,54

Se tratd una solucién a 0 °C de éster metilico de N-(terc-butoxicarbonil)glicina (7,7 g, 40,7 mmol) en DMF (100
ml) con NaH (60 %, 1,71 g, 42,7 mmol) y la mezcla se dej6 agitar durante 30 minutos. Se dej6 que la solucién
volviera a la temperatura ambiente antes de afiadir 1-bromododecano (15,2 g, 61,0 mmol). La reaccidén se
inactivé con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgénicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre
Na2804 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida
sobre silice ISCO (EtOAc al 0-20 %/hexanos) proporcioné N-(terc-butoxicarbonil)-N-dodecilglicinato de metilo
(4,03 g, 28 %). "H-RMN (300 MHz, CDCl3) &: ppm 4,01-3,84 (br. m, 2H); 3,75 (s, 3H); 3,27 (br. m, 2H); 1,67-
1,39 (br. m, 11H); 1,28 (br. m, 18H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 6: Dodecilglicinato de metilo

O

' H
MeO)J\/N

Formula quinuea: €sHzNO;

Peso molecular: 257,42

A una solucién a 0 °C de N-(terc-butoxicarbonil)-N-dodecilglicinato de metilo (4,03 g, 11,3 mmol) en DCM (17
ml) se afiadi6 gota a gota TFA (17 ml, 226 mmol). Se dej6 que la reaccién volviera a la temperatura ambiente
y se agit6é durante 6 horas. La mezcla de reaccién se concentré al vacio y el material bruto se disolvié en DCM.
La solucién se lavd con NaOH al 10 % y salmuera, se secd sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentré al
vacio para proporcionar dodecilglicinato de metilo (2,84 g, 98 %).
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H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 3,75 (s, 3H); 3,44 (s, 2H); 2,62 (t, 2H); 1,70 (br, 1H); 1,51 (m, 2H); 1,29 (br.
m, 18H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 7: 2-(Didodecilamino)etan-1-ol
N\//\V'W

Farmula quinica: CagHasNO

Peso molecular: 397,73

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé 2-(didodecilamino)etan-1-ol a partir
de 1-bromododecano (10 g, 40,1 mmol), etanolamina (1,10 ml, 18,2 mmol), K2COs (11,1 g, 80,1 mmol) y Kl
(302 mg, 1,82 mmol) en MeCN (84 ml). Rendimiento (3,87 g, 53 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,69 min. MS (ES): m/z (MH*) 398,56 para C2sHssNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29 (br. m,
36H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 8: N-(2-Cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina
(\v/"v’\\/w
R A e e N e vl
Férmula guimica CaeH5CIN
Peso molecolar: 414,18
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé N- (2-cloroetil)-N-dodecildodecan-

1-amina a partir de 2-(didodecilamino)etan-1-ol (3,87 g, 9,73 mmol), trietilamina (1,76 ml, 12,6 mmol) y cloruro
de metanosulfonilo (0,941 ml, 12,2 mmol) en DCM (50 ml). Rendimiento (1,92 g, 47 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,51 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,47 (br. m, 4H); 1,44 (br. m, 4H); 1,28 (br. m,
36H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 9: N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-dodecilglicinato de metilo
\W
R N VS T o L \/-’\Nf\((C’MS’
Formua guinvea CoiHaN2Oy
Peso molecnlar: 637, 14
A una solucién de dodecilglicinato de metilo (425 mg, 1,65 mmol) en MeCN (10 ml) se afiadié N-(2-cloroetil)-
N-dodecildodecan-1-amina (825 mg, 1,98 mmol), Ko2COs (457 mg, 3,30 mmol) y Kl (27 mg, 0,165 mmol). La
reaccién se dej6 agitar a 82 °C durante 72 horas. La mezcla de reaccion se filtré y los sélidos se lavaron con
hexanos. El filtrado se concentré al vacio para proporcionar el producto bruto. La purificacién mediante

cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporciond N-(2-(didodecilamino)etil)-/N-
dodecilglicinato de metilo (652 mg, 62 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,77 min. MS (ES): m/z (MH*) 638,18 para C41HssN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,41 (s, 2H); 2,90-2,20 (br. m, 10H); 1,60-1,00 (br. m, 60H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 10: N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina
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\/\/\/\/\/\!

B N N Nt N N N‘\/”/\\N/\H/QH
/’\/\/\/\\/\) G

Formula quimica; CyaHgNA0»

Peso molecular: 623,11

Se dejo agitar una solucién de N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicinato de metilo (652 mg, 1,02 mmol) en
THF (6 ml) y LIOH 1 M (5 ml, 5 mmol) a 65 °C durante 16 horas. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente
y se acidificé con HCl al 10 %. La mezcla se extrajo con cloroformo y los extractos orgénicos se lavaron con
salmuera, se secaron sobre NaxSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporciond N-(2-(didodecilamino)etil)-/N-
dodecilglicina (153 mg, 24 %). UPLC/ELSD: TR = 3,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 624,07 para C4oHs2N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 4,02-3,40 (br. m, 6H); 3,16 (br. m, 6H); 1,78 (br. m, 6H); 1,46-1,01 (br. m,
54H); 0,90 (t, 9H).

Etapa 11: Compuesto 11. 2-(Didodecilamino)-1-(4-(N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-
illetan-1-ona

o N T s g
NN NN N»’Q\\f’\i S N N N N
R e N T N N N._J
-~ \v’\f\/‘\/‘\,/l o
Farmaula goimica: CalHu Ny

Peso maolecular 1084,493

A una solucién de N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina (212 mg, 0,340 mmol) y 2-(didodecilamino)-1-
(piperazin-1-il)etan-1-ona (163 mg, 0,340 mmol) en THF (4 ml) se afiadié /-ProEtN (0,119 ml, 0,680 mmol) y
anhidrido de &cido propilfosfénico (solucién de EtOAc al 50 %, 0,606 ml, 1,02 mmol). La reaccién se dejé agitar
a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se diluy6é con agua y se extrajo con EtOAc.
Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na2SO4 anhidro y se concentraron al vacio.
La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (0-100 % [DCM, MeCH al 20 %, NH4OH
al 1 %)/MeCH) proporcioné 2-(didodecilamino)-1-(4-(N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicil)piperazin-1-
illetan-1-ona (148 mg, 37 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 1086,94 para C7o0H141N5O2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,00-2,20 (br. m, 26H); 1,77 (br. m, 6H); 1,54-1,02 (br. m, 94H): 0,90 (t,
15H).

M. Compuesto 12: 6-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-
il)etil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo Etapa 1: 6-Bromohexanoato de pentilo

O
BFM/U\OW
Formula quimica: CiiHn BrOs

Peso motecular 265,19

A una solucién de acido 6-bromohexanoico (2 g, 10,3 mmol) y pentan-1-ol (2,2 ml, 20,5 mmol) en 26 ml de
DCM, se afiadieron EDC-HCI (1,97 g, 10,3 mmol) y DMAP (0,26 g, 2,1 mmol). La solucién se dejé agitar a ta
durante la noche. Transcurrido este tiempo, la reaccién se inactivd mediante la adiciéon de agua. La mezcla se
extrajo tres veces con DCM. Los extractos organicos se agruparon y lavaron con solucién saturada de
NaHCO3, acido citrico al 10 % y salmuera. A continuacion, los extractos orgénicos se secaron sobre MgSO4,
se filtraron y se concentraron al vacio. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice
(EtOAc al 0-30 % en hexanos) para producir el producto deseado (2,3 g, 8,67 mmol).
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RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,06 (t, 2H); 3,39 (t, 2H); 2,30 (t, 2H); 1,84 (m, 2H); 1,62 (m, 4H); 1,46 (m,
2H); 1,31 (m, 4H); 0,88 (t, 3H).

Etapa 2: 2-(Dodecilamino)etan-1-ol

H
HO™ N N N N N
Fornuda quinnca: CrHuNO

Peso moleeular: 229,41
Se disolvié dodecilglicinato de metilo (3,4 g, 13,2 mmol) en 2 ml de THF bajo atmésfera de N2 y se dejé enfriar
el matraz de reaccién en un bafio de hielo. A la solucién se afiadié lentamente LiAIH4 (0,55 g, 14,5 mmol). La
reaccidén se dej6 agitar a la misma temperatura durante 1 h. Transcurrido este tiempo, la reaccién se inactivd
mediante la adicién posterior de 0,55 ml de H20, 0,55 ml de NaOH al 10 % y a continuacién 1,65 ml de H20. A
continuacién, la reaccién se filtré y el filtrado se concentré al vacio. El material bruto se purificé mediante

cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-20 % en DCM, con NaOH al 1 %) para producir el alcohol deseado
(1,9 g, 8,28 mmol, 63 % de rendimiento).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 3,63 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 1,48 (m, 2H); 2,14 (m, 18H); 0,88 (t,
3H).

Etapa 3: 6-(Dodecil(2-hidroxietil)Jamino)hexanoato de pentilo
0O
l/”\/’" \/U\OW
HO SN
Farmula quimica: CysHaNOs

Pesoy molecular: 413,69

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé 6-(dodecil(2-
hidroxietil)Jamino)hexanoato de pentilo a partir de 6-bromohexanoato de pentilo (0,87 g, 3,27 mmol), 2-
(dodecilamino)etan-1-ol (0,50 g, 2,18 mmol), K2CO3 (0,60 g, 4,36 mmol) y Kl (36 mg, 0,22 mmol) en 10 ml de
THF para producir 0,30 g del producto deseado (33 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 4,04 (t, 2H); 3,51 (m, 2H); 2,56 (m, 2H); 2,42 (m, 4H); 2,28 (t, 2H); 1,60 (M,
4H); 1,42 (m, 4H); 1,30-1,24 (m, 24); 0,87 (m, 6H).

Etapa 4: 6-((2-Cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo
Q
(\/\/l\gw
AN
Cl
Formula quimica: CaaHsxCINO,

Peso molecular: 432,13
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé 6-((2-
cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo a partir de 6-(dodecil(2-hidroxietil)Jamino)hexanoato de pentilo

(300 mg, 0,73 mmol), cloruro de metanosulfonilo (0,062 ml, 0,80 mmol) y trietilamina (0,13 ml, 1,3 mmol) en 2
ml de DCM para producir 285 mg del producto deseado (66 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,04 (t, 2H); 3,45 (t, 2H); 2,74 (t, 2H); 2,43 (m, 4H); 2,28 (t, 2H); 1,65-1,59
(m, 4H); 1,31-1,24 (m, 32H); 0,88 (m, 6H).

Etapa 5: Compuesto 12: 6-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil )piperazin-1-
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il)etil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo

O

(\/\)\O/\/\/

SN (\N/\/N

N\/\N/\/N\/
A

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé 6-((2-(4-(2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo a partir de 6-((2-
cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo (75 mg, 0,17 mmol), N' N' AP-tridodecil-N?~(2-(piperazin-1-
il)etil)etano-1,2-diamina (107 mg, 0,16 mmol), K2COs (23 mg, 0,17 mmol) y Kl (2,7 mg, 0,1 mmol) en 1 ml de
MeCN para producir 99 mg del producto deseado (58 %).

UPLC: TR = 3,53 min. MS (ES): m/z (MH*) 1073,325 para CeoH121Ns02

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,03 (t, 2H); 2,56-2,37 (br. m., 30H); 2,27 (t, 2H); 1,61 (m, 4H); 1,40-1,23
(br. m, 90H); 0,87 (m, 15H).

N. Compuesto 13: 6-((2-(4-(2-((2-(Ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etil)piperazin-1-
il)etil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo

Etapa 1: 2-(Ditetradecilamino)etan-1-ol
HO’/\\”N\’/W\’/\/V\/
Férmula quimica: OsebsaNO
Peso.molecular; 453,84

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé 2-(ditetradecilamino)etan-1-ol a
partir de 1-bromotetradecano (21,6 ml, 72,8 mmol), etanolamina (2 ml, 33,1 mmol), K2CO3 (20 g, 145,5 mmol)
y Kl (549 mg, 3,31 mmol) en MeCN (165 ml). Rendimiento (12 g, 81 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,30 min. MS (ES): m/z (MH*) 454,46 para CaoHssNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,54 (br. m, 2H); 2,59 (br. m, 2H); 2,46 (br. m, 4H); 1,56-1,17 (br. m, 48H);
0,90 (br. m, 6H).

Etapa 2: N-(2-Cloroetil)-N-tetradeciltetradecan-1-amina

(\/\/\/\/\/\/

N o eSS SN
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetiz6 N- (2-cloroetil)-N-
tetradeciltetradecan-1-amina a partir de 2-(ditetradecilamino)etan-1-ol (10 g, 22,0 mmol), trietilamina (4,0 ml,
28,6 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (2,75 ml, 27,5 mmol) en DCM (110 ml). El material bruto se llevé a la
siguiente etapa sin purificacién. Rendimiento (10,2 g, 98 %).
UPLC/ELSD: TR = 3,37 min. MS (ES): m/z (MH*) 472,45 para CsoHs2CIN
"H-RMN (300 MHz, CDCls) 6: ppm 4,27-2,20 (br. m, 8H); 1,96-1,17 (br. m, 48H); 0,90 (br. m, 6H).

Etapa 3: 4-(2-(Tetradecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
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(\/‘\/\/W

N/\\/NH

Formula quimica: CysHsiN2Os

Paso molecular: 425,70

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-(2-(tetradecilamino)etil)piperazina-
1-carboxilato de terc-butilo a partir de 1-bromotetradecano (3,63 g, 13,1 mmol), 4-(2-aminoetil)-1-boc-
piperazina (3,0 g, 13,1 mmol), KoCOs (3,62 g, 26,2 mmol) y Kl (217 mg, 1,31 mmol) en MeCN (60 ml).
Rendimiento (1,42 g, 27 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,58 min. MS (ES): m/z (MH*) 426,61 para CasHs1NsO»

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 3,45 (t, 4H); 2,75 (t, 2H) 2,65 (t, 2H); 2,54 (t, 2H); 2,42 (t, 4H); 1,61-1,41 (br.
m, 11H); 1,40-1.,20 (br. m, 22H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 4: 4-(2-((2-(Ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

(\/\/’”\/‘“\/\v’\/'
(\NWNWNM’W\M\
Boc \..-’) K/W\//\\/\\f\

Fornuda quinnca: UssHiypeNGOs
Paso molecular; 861,53
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-(2-((2-
(ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-
(tetradecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (700 mg, 1,64 mmol), N-(2-cloroetil)-N-

tetradeciltetradecan-1-amina (1,01 g, 2,14 mmol), K2COs (455 mg, 3,29 mmol) y Kl (27 mg, 0,164 mmol) en
THF (15 ml). Rendimiento (740 mg, 52 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 862,47 para CssH112N4O2

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 3,45 (br. m, 4H); 3,10-2,83 (br. m, 4H); 2,74-2,34 (br. m, 14H); 1,75-1,20
(br. m, 81H); 0,91 (t, OH).

Etapa 5: N'-(2-(Piperazin-1-il)etil)-N', N2, N-tritetradeciletano-1,2-diamina

{ TN e P N PN N
~ ™ hY] o Mo N T U N NP N
HN \,.,,»'i l\x"v"\f R

Fornuda quimics CagllynNg
Peso molecalar: 761,41
De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 18, se sintetizé N'-(2-(piperazin-1-il)etil}-N', N2, N?-
tritetradeciletano-1,2-diamina a partir de 4-(2-((2-(ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etil)piperazina-1-

carboxilato de terc-butilo (740 mg, 0,859 mmol) y TFA (3,3 ml, 42,9 mmol) en DCM (3,3 ml). Rendimiento (661
mg, 99 %). UPLC/ELSD: TR = 3,38 min. MS (ES): m/z (MH*) 762,42 para CsoH104N4

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 2,92 (t, 4H); 2,70-2,30 (br. m, 18H); 1,46 (br. m, 6H); 1,37-1,20 (br. m, 66H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 6: Compuesto 13: 6-((2-(4-(2-((2-(Ditetradecilamino)etil)(tetradecil)Jamino)etil)piperazin-1-
il)etil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo
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G

,/\/\/Lkow
\/W ONNM\/W

W\N\/\/\/NWN*’\/N

Formula guinuca: CasHysNsOs

Peso maodecudas 1137,08

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé 6-((2-(4-(2-((2-
(ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)(dodecil)Jamino)hexanoato de pentilo a partir de
N'-(2-(piperazin-1-il)etil)-N' N2, N2-tritetradeciletano-1,2-diamina (66  mg, 0,087 mmol), 6-((2-
cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo (42 mg, 0,095 mmol), KoCOs (24 mg, 0,17 mmol) y Kl (2 mg,
0,012 mmol) en THF (2 ml). Rendimiento (38 mg, 38 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 1157,70 para C75H153N502

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (m, 2H); 3,16-2,15 (br. m, 32H); 1,65 (br. m, 4H): 1,54-1,00 (br. m,
100H); 0,91 (br. m, 15H).

O. Compuesto 14: 6,6'-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-
il)etil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo Etapa 1: 6,6'-((2-Hidroxietil)Jazanodiil)dihexanoato de dipentilo

O

HONNW}

Formula quinyica: CagHyrNOs

Peso molecular: 429,64

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé 6,6'-((2-
hidroxietil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo a partir de 6-bromohexanoato de pentilo (0,50 g, 1,89 mmol),
etanolamina (0,052 ml, 0,86 mmol), K2COs (0,52 g, 3,77 mmol) y Kl (14 mg, 0,098 mmol) en 4 ml de MeCN
para proporcionar 234 mg (55 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,08(t, 4H); 3,62 (m, 2H); 2,68-2,56 (br. m., 6H); 2,33 (t, 4H); 1,64-1,54 (m,
13H); 1,35 (m, 12H); 0,93 (t, 6H).

Etapa 2: 6,6'-((2-Cloroetil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo
O

(\/\)\OW
C[/\/NV\/J\
O O/‘\/\/

Formula quimica: CrHsoCINOy

Peso molecular: 448 (9
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé 6,6'-((2-
cloroetil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo a partir de 6,6'-((2-hidroxietil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo

(124 mg, 0,29 mmol), cloruro de metanosulfonilo (0,025 ml, 0,32 mmol) y trietilamina (0,060 ml, 0,44 mmol) en
1,5 ml de DCM para proporcionar 84 mg (65 %).
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RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,04 (t, 4H); 3,46 (t, 2H); 2,73 (t, 2H); 2,43 (t, 4H); 2,28 (t, 4H); 1,60 (m, 8H);
1,40 (m, 4H); 1,29 (m, 12H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 3: Compuesto 14: 6,6'-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil )piperazin-1-

il)etil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo
(\/\Ao/\/\/

SN (\N/\/N\/\/l

\/\/\/\A/\/N\/\N/\/N\) PO
PN NN

Férmula quimica: CesH137N504
Peso molecular: 1088,88

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé 6,6'-((2-(4-(2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo a partir de
N', N N2-tridodecil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (105  mg, 0,16  mmol), 6,6'-((2-
cloroetil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo (84 mg, 0,19 mmol) y K2COs (22 mg, 0,16 mmol) en 1 ml de MeCN.
Rendimiento (53 mg, 0,049 mmol, 30 %).

UPLC: TR = 3,47 min. MS (ES): m/z (MH*) 1089,53 para CesH137N504

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,04 (t, 4H); 2,89-2,98 (m, 4H); 2,39-2,68 (m, 26H); 2,27 (t, 4H); 1,57-1,71
(m, 10H); 1,35 (m, 4H); 1,28-1,35 (m, 74H); 0,90 (m, 15H).

P. Compuesto 15: 12-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-
il)etil)(dodecil)amino)dodecanoato de metilo Etapa 1: 12-Bromododecanoato de metilo

0
r/\v./\v/\\,/'\/'\\)“\{}/
8r
Férmuta quinuca; C:HysBrO;
Peso molecalar 293,258
A una solucién de acido 12-bromododecanoico (2,5 g, 8,95 mmol) en THF (7 ml) se afiadié metanol (7,2 ml|,
179 mmol). Se afiadié gota a gota acido sulfurico (0,50 ml, 8,95 mmol) y la reaccidén se dej6 agitar a 65 °C
durante dos horas. La mezcla de reaccién se lavé con NaHCOs al 5 % y salmuera. La capa orgénica se seco

sobre Na2S04 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida
sobre silice ISCO (EtOAc al 0-20 %/hexanos) proporciond 12-bromododecanoato de metilo (2,40 g, 92 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 3,44 (t, 2H); 2,33 (t, 2H); 1,88 (br. m, 2H); 1,64 (br. m, 2H);
1,45 (br. m, 2H); 1,31 (br. m, 12H).

Etapa 2: 12-(Dodecil(2-hidroxietil)Jamino)dodecanoato de metilo

O
(\/\/\/\/\/‘LO/
I NP e N VS e
Férmula quimica; CyyHssNO;

Peso molecular: 441,74

A una solucién de 12-((2-hidroxietil)amino)dodecanoato de metilo (413 mg, 1,51 mmol) en MeCN (5 ml) se
afiadié 1-bromododecano (452 mg, 1,81 mmol), KoCOs (418 mg, 3,02 mmol) y Kl (25 mg, 0,151 mmol). La
reaccién se dejé agitar a 82 °C durante 16 horas. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se
diluy6 con H20 y se extrajo con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
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sobre Na2SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion mediante cromatografia
ultrarrapida sobre silice ISCO (0-100 % [DCM, MeOH al 20 %, NH4OH al 1 %])/MeOH) proporciond 12-
(dodecil(2-hidroxietil)amino)dodecanoato de metilo (409 mg, 61 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,39 min. MS (ES): m/z (MH*) 442,60 para C27HssNO3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 3,61 (t, 2H) 2,68 (t, 2H); 2,54 (t, 4H); 2,32 (t, 2H); 1,64 (m, 2H);
1,50 (br. m, 4H); 1,28 (br. m, 32H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 3: 12-((2-Cloroetil)(dodecil)amino)dodecanoato de metilo

I/\/\/\/\/\/

C|/\/N\/\/\/\/\/j\
o o”

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé 12-((2-
cloroetil)(dodecil)amino)dodecanoato de metilo a partir de 12-((2-hidroxietil)Jamino)dodecanoato de metilo (409
mg, 0,926 mmol), trietilamina (0,168 ml, 1,20 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (0,090 ml, 1,16 mmol) en
DCM (5 ml). Rendimiento (307 mg, 72 %). UPLC/ELSD: TR = 4,30 min. MS (ES): m/z (MH") 460,80 para
Co7Hs4CINO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,59 (s 3H); 3,42 (br. m, 2H); 2,70 (br. m, 2H); 2,38 (br. m, 4H): 2,30 (t, 2H);
1,55 (m, 2H); 1,36 (br. m, 4H); 1,27-0,96 (br. m, 32H); 0,81 (t, 3H

)

Etapa 4: Compuesto 15: 12-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil )piperazin-1-
il)etil)(dodecil)amino)dodecanoato de metilo

G

(\/\/\/\/\)LQ»*
SN F/\NNNWW

VWV’\/“\/N\/"\N"\/N\/’
Farnula quirmiea CallsNeQ;
Paso moleadar: 100,47

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd 12-((2-(4-(2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)(dodecil)amino)dodecanoato de metilo a partir de
N',N' N°-tridodecil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (150 mg, 0,221 mmol),  12-((2-
cloroetil)(dodecil)amino)dodecanoato de metilo (134 mg, 0,266 mmol), KoCOs (61 mg, 0,443 mmol) y Kl (4 mg,
0,024 mmol) en THF (5 ml). Rendimiento (32 mg, 15 %).

UPLC/ELSD: TR = 4,83 min. MS (ES): m/z (MH*) 1102,11 para C71H145N5s02

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 2,75-2,24 (br. m, 32H); 1,64 (m, 2H); 1,52-1,00 (br. m, 96H);
0,90 (t, 12H).

Q. Compuesto 16: 12,12'-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecilyamino)etil)piperazin-1-
il)etil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo

Etapa 1: 12,12'-((2-Hidroxietil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo

o

(\/\/\/\/\)I\O/
N
HO \/\/\/\/\/l
0% o~

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé 12,12'-((2-
hidroxietil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo a partir de 12-bromododecanoato de metilo (1,5 g, 5,12 mmol),
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etanolamina (0,310 ml, 5,12 mmol), K2COs (1,42 g, 10,2 mmol) y Kl (85 mg, 0,512 mmol) en MeCN (11 ml).
Rendimiento (563 mg, 45 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 486,63 para C2sHssNOs

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 6H); 3,59 (br. m, 2H); 2,75-2,40 (br. m, 6H); 2,32 (t, 4H); 1,64 (m,
4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29 (br. m, 28H).

Etapa 2: 12,12'-((2-Cloroetil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo

o

’/\/\/\/\/\)LO/
CI/\/N\/\/\A/\/j\
O/

o)

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé 12,12'-((2-
cloroetil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo a partir de 12,12'-((2-hidroxietil)azanodiil)didodecanoato de
dimetilo (518 mg, 1,07 mmol), trietilamina (0,193 ml, 1,39 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (0,103 ml, 1,33
mmol) en DCM (5,5 ml). Rendimiento (376 mg, 70 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,17 min. MS (ES): m/z (MH*) 504,75 para C2sHs4CINO4

Etapa 3: Compueso 16: 12,12'-((2-(4-(2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)Jamino)etil)piperazin-1-

il)etil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo
(\AAA/\)LO/

SO ST,

Farmuls quintes CrBusNsOy

Paso molecuwdar: 1144,98

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd 12,12'-((2-(4-(2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo a partir de
N',N' N°-tridodecil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (150 mg, 0,221  mmol), 12,12'<((2-
cloroetil)azanodiil)didodecanoato de dimetilo (134 mg, 0,266 mmol), K2COs (61 mg, 0,443 mmol) y Kl (4 mg,
0,024 mmol) en THF (5 ml). Rendimiento (32 mg, 15 %). UPLC/ELSD: TR = 3,46 min. MS (ES): m/z (MH")
1146,07 para C72H145N504

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 6H); 2,75-2,24 (br. m, 34H); 1,64 (m, 4H); 1,52-1,00 (br. m, 92H);
0,90 (t, 9H).

R. Compuesto 17: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, N’-trihexiletano-1,2-diamina
Etapa 1: 2-(Dihexilamino)etan-1-ol

HO/\/N\/\/\/
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetiz6é 2-(dihexilamino)etan-1-ol a partir de
1-bromohexano (5 g, 82 mmol), etanolamina (11,5 ml, 82 mmol), K2COs (22,7 g, 164 mmol) y Kl (1,36 g, 8,2
mmol) en MeCN (380 ml). Rendimiento (2,58 g, 14 %). UPLC/ELSD: TR = 0,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 229,95
para C14H31NO

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 3,62 (t, 2H); 2,70 (t, 2H); 2,57 (t, 4H): 1,50 (br. m, 4H); 1,30 (br, 12H); 0,91
(t, 6H).

Etapa 2: N-(2-Cloroetil)-N-hexilhexan-1-amina
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(\/\/

Cl v N S N Y o
Formula quimica: CqH5CIN

Peso molecular: 247 83

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé N- (2-cloroetil)-N-hexilhexan-1-
amina a partir de 2-(dihexilamino)etan-1-ol (2,50 g, 10,9 mmol), trietilamina (2,0 ml, 14,2 mmol) y cloruro de
metanosulfonilo (1,0 ml, 13,6 mmol) en DCM (56 ml). Rendimiento (1,93 g, 71 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,42 min. MS (ES): m/z (MH*) 247,86 para C14H30CIN

1H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 3,50 (t, 2H); 2,77 (t, 2H); 2,51 (t, 4H): 1,42 (br. m, 4H); 1,27 (br, 12H); 0,89
(t, 6H).

Etapa 3: 4-(2-(Hexilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

NWNH
BOCN\\/J

Férmula quimica: CHaN Oy

Peso molecular; 313,49

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-(2-(hexilamino)etil)piperazina-1-
carboxilato de ferc-butilo a partir de 1-bromohexano (1,44 g, 8,72 mmol), 4-(2-aminoetil}-1-boc-piperazina ( 2,0
g, 8,72 mmol), KoCOz (2,4 g, 17,4 mmol) y KI (145 mg, 0,872 mmol). Rendimiento (446 mg, 16 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,44 (br. m, 4H); 2,75 (br. m, 2H); 2,65 (br. m, 2H); 2,54 (br. m, 2H); 2,42
(br. m, 4H); 1,60-1,43 (br. m, 11H); 1,40-1,05 (br. m, 6H); 0,91 (br. m, 3H).

Etapa 4: 4-(2-((2-(Dihexilamino)etil)(hexil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

N\/

BC«CN\/l W\
Formula guirmica: €y HagN O+
Peso molecular: 524 84

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-(2-((2-
(dihexilamino)etil)(hexil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-
(hexilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (250 mg, 0,797 mmol), N-(2-cloroetil)-N-hexilhexan-1-
amina (217 mg, 0,877 mmol), KoCOs (220 mg, 1,59 mmol) y Kl (13 mg, 0,0797 mmol) en THF (5 ml).
Rendimiento 308 mg, 74 %).
UPLC/ELSD: TR = 1,40 min. MS (ES): m/z (MH*) 525,83 para Cz1HssN4O2
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,45 (br. m, 4H); 3,15-2,15 (br. m, 18H); 1,85-1,00 (br. m, 33H); 0,91 (9H).

Etapa 5: N',N', N?-Trihexil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina
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r/\N/\\,N\/\NAN\
N L
Eormala guimica; CagHissNyg
Peso molecular, 424,76
De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 18, se sintetizé N, N', N-trihexil-N?-(2-(piperazin-1-

il)etil)etano-1,2-diamina a partir de 4-(2-((2-(dihexilamino)etil)(hexil)Jamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-
butilo (308 mg, 0,587 mmol) y TFA (2,25 ml, 29,3 mmol) en DCM (2,5 ml). Rendimiento (220 mg, 88 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 2,92 (br. m, 4H): 2,70-2,20 (br. m, 18H); 1,54-1,22 (br. m, 24H); 0,91 (br. M,
9H).

Etapa 6: Compuesto 17: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N" N2 N?-trihexiletano-1,2-diamina
M (\N/\’N\NW\/\/
\/\/\/N\/\N/\/N\)

/\/\)

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizdé N'-(2-(4-(2-
(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N' N2 N2-trihexiletano-1,2-diamina a partir de N', N, N2-trihexil-A2-(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (110 mg, 0,259 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (162
mg, 0,388 mmol), K2COs (72 mg, 0,518 mmol) y Kl (5 mg, 0,0259 mmol) en THF (6 ml). Rendimiento (81 mg,
39 %). UPLC/ELSD: TR = 2,79 min. MS (ES): m/z (MH*) 806,30 para Csz2H109Ns

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,05-2,10 (br. m, 30H); 1,80-1,05 (br. m, 64H); 0,91 (br. m, 15H).

S: Compuesto 18: N'-(2-(4-(2-(Dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N', N2, N2-trinoniletano-1,2-diamina

f/\/\/\/\

HO/\’NM/\\/\

Etapa 1: 2-(Dinonilamino)etan-1-ol

Formula quimica: CaoHasNO
Peso molecular: 313,57

A una solucién de 1-bromononano (8,31 g, 40,1 mmol) en MeCN (84 ml) se afiadié etanolamina (1,10 ml 18,2
mmol), K2COs (11,1 g, 80,1 mmol) y Kl (302 mg, 1,82 mmol). La reaccién se dej6 agitar a 82 °C durante 48
horas. La mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente, se filtré y los sélidos se lavaron con hexanos.
El filtrado se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 2-(dinonilamino)etan-1-ol
(4,06 g, 71 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29 (br. m,
24H): 0,91 (t, 6H).

Etapa 2: N-(2-Cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina
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o1 ™ Nao ™™™
Férmula goimca: CagHpCIN

Peso molecnlar: 332,01

A una solucién a 0 °C de 2-(dinonilamino)etan-1-ol (4,06 g, 12,9 mmol) y trietilamina (2,35 ml, 16,8 mmol) en
DCM (65 ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de metanosulfonilo (1,25 ml, 16,18 mmol) en DCM
(5 ml). Se dejé que la reaccién volviera a la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. La mezcla se
inactivé mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. La capa orgénica se lavé con solucién saturada de
NaHCOs y salmuera, se sec6 sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. La purificacidn mediante
cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-10 %/hexanos) proporciond N-(2-cloroetil)-N-
nonilnonan-1-amina (2,58 g, 60 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,51 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,47 (br. m, 4H); 1,44 (br. m, 4H); 1,28 (br. m,
24H): 0,90 (t, 6H).

Etapa 3: 4-(2-(Nonilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

%]
NS N e N
BocN .
Formula guimica: CaoHaN:Os

Poso molecudar: 353,37

A una solucién de 1-bromononano (1,81 g, 8,72 mmol) en MeCN (44 ml) se afladié 4-(2-aminoetil)-1-boc-
piperazina (2,0 g, 8,72 mmol), K2COs (2,4 g, 17,4 mmol) y KI (145 mg, 0,872 mmol). La reaccidn se dej6 agitar
a 65 °C durante 16 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se filtr6 y los sélidos se
lavaron con hexanos. El filtrado se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio.
La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 4-
(2-(nonilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (775 mg, 25 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,47 min. MS (ES): m/z (MH*) 356,41 para CaoHa1N3O»

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,44 (br. m, 4H); 2,74 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,53 (t, 2H); 2,41 (br. m, 4H); 1,48
(br. m, 9H); 1,30 (br. m, 14H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 4: 4-(2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

{/‘\/\/\/‘\
BocN \/"1 kvw\\/

Formula guimcs CaHeNO;

Peso moleculan 63412

A una solucién de 4-(2-(nonilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (500 mg, 1,41 mmol) en THF (9
ml) se afiadié N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (514 mg, 1,55 mmol), K2COs (390 mg, 2,82 mmol) y Kl (23
mg, 0,141 mmol). La reaccién se dej6é agitar a 65 °C durante 72 horas. La mezcla de reaccioén se enfrié a
temperatura ambiente, se diluyd con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con
salmuera, se secaron sobre NaxSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-15 %/DCM) proporciond 4-(2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (763 mg, 83 %). UP-LC/ELSD: TR =
2,61 min. MS (ES): m/z (MH*) 851,91 para C4oHs2N4O2

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 3,45 (br. m, 4H): 2,75-2,30 (br. m, 18H); 1,55-1,20 (br. m, 51H); 0,91 (br. M,
9H).

Etapa 5: N',N', N2-Trinonil-N2-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina
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NI N NP
ML Lo
Foromula quirmoa: 25k

Peso raclecular: 531,01

A una solucién a 0 °C de 4-(2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (763
mg, 1,17 mmol) en DCM (4,5 ml) se afiadié gota a gota TFA (4,5 ml, 58,5 mmol). Se dejé que la reaccidén
volviera a la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. La mezcla de reaccién se concentré al vacio y
el material bruto se disolvié en CHCIs. La solucién se lavé con NaxCOs al 5 % y salmuera, se secd sobre
Na2804 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. La purificacidn mediante cromatografia ultrarrdpida sobre
silice ISCO (0-100 % [DCM, MeOH al 20 %, NH4OH al 1 %])/MeOH) proporciond N' N, AP-trinonil-AP~(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (218 mg, 34 %). UPLC/ELSD: TR = 1,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 551,78
para CasH7aN4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 2,91 (br. m, 4H); 2,70-2,35 (br. m, 18H); 1,46 (br. m, 6H): 1,29 (br. m, 36H);
0,91 (br. m, 9H)

Etapa 6: Compuesto 18: N'-(2-(4-(2-(Dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N", N2, N2-trinoniletano-1,2-diamina

',.~""\/"’ N N
NN N N N
B N N
BN NS \-\/"‘\/‘)
Féarmuls quinmisal CosblygsNe

Poso motecian K36,56

A una solucién de N' N N2-trinonil-N2-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (74 mg, 0,134 mmol) y N-(2-
cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (58 mg, 0,175 mmol) en THF (4 ml), se afiadié K2COs3 (37 mg, 0,269 mmol) y
Kl (3 mg, 0,0134 mmol). La reaccion se dejé agitar a 65 °C durante 48 horas. La mezcla de reaccién se enfrid
a temperatura ambiente, se diluy6 con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con
salmuera, se secaron sobre NaxSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida ISCO C18 (50-100 % [MeCN TFA al 0,1 %]/[H20 TFA al 0,1 %]) proporciond el
producto deseado como una sal de TFA. La sal se disolvié en CHCIs y la solucién se lavd con NaxCOs al 5 %
y salmuera, se secd sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio para proporcionar N'-(2-(4-(2-
(dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N"', N2, A?-trinoniletano-1,2-diamina (66 mg, 58 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,91 min. MS (ES): m/z (MH*) 847,30 para CssH11sNs

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,10-2,25 (br. m, 30H); 1,90-1,35 (br. m, 10H); 1,29 (br. m, 60H); 0,91 (br.
m, 15H).

T: Compuesto 19: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, N2-trinoniletano-1,2-diamina

r’V\/V\/\/

r"\Nf\/NNMfV
/\«-‘W\*N\/\N"\VN\)
\/\.r"‘v’\fj
Formuta quimica: CaHiNs
Peso molecntar; 930,72

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd N'-(2-(4-(2-
(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N" N2 N2-trinoniletano-1,2-diamina a partir de N',N', NP-trinonil-AP-(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (70 mg, 0,127 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (79 mg,
0,191 mmol), K2COs (35 mg, 0,254 mmol) y KI (2 mg, 0,0127 mmol) en THF (3 ml). Rendimiento (52 mg, 44
%). UPLC/ELSD: TR = 3,35 min. MS (ES): m/z (MH*) 931,61 para Ce1H127Ns

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 2,70 (br. m, 30H); 1,56-1,02 (br. m, 82H); 0,90 (t, 15H).

U: Compuesto 20: N'-(2-(4-(2-(Ditetradecilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N', A, AP-trinoniletano-1,2-diamina
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/‘\«"“\...""\/'\\’ T N T Vg
J
NN

Pormla quimica: TnaRua™Ny
Peso mofeculyr 086,83

Férmula quimica: CesH13sNs
Peso molecular: 986,83
De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd N'-(2-(4-(2-
(ditetradecilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N', A%, AP-trinoniletano-1,2-diamina a partir de N',N', NP-trinonil-N?-(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (74 mg, 0,134 mmol), N-(2-cloroetil)-N-tetradecildecan-1-amina (95 mg,
0,201 mmol), K2COs (37 mg, 0,269 mmol) y KI (3 mg, 0,0134 mmol) en THF (2 ml). Rendimiento (50 mg, 38 %)
UPLC/ELSD: TR = 3,55 min. MS (ES): m/z (MH*) 987,87 para CesH13s5Ns
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,20-2,25 (br. m, 30H); 1,85-1,00 (br. m, 90H); 0,91 (t, 15H).

V: Compuesto 21: N'-(2-(4-(2-(Dihexilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N"', A% N?-tridodeciletano-1,2-diamina

N
NN (\Nﬂv“\/\/\/

W’\A\/\,/\\/N\./\M/\/N\/l
/\//\/\/\\/\/J

Férmula quimica: CasghaNs

Peso molecular: 888,64

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd N'-(2-(4-(2-
(dihexilamino)etil)piperazin-1-il)etil)}-N' A%, N?-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de N',N', AP-tridodecil-N°~(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (67 mg, 0,099 mmol), N-(2-cloroetil)-N-hexilhexan-1-amina (32 mg, 0,129
mmol), K2COs (28 mg, 0,198 mmol) y Kl (2 mg, 0,0099 mmol) en THF (2 ml). Rendimiento (30 mg, 34 %).
UPLC/ELSD: TR = 3,24 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,58 para CssH121Ns
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,15-2,20 (br. m, 30H); 1,85-1,00 (br. m, 76H); 0,91 (br. m, 15H).
W: Compuesto 22: N'-(2-(4-(2-(Dioctilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N', A NP-tridodeciletano-1,2-diamina
Etapa 1: 2-(Dioctilamino)etan-1-ol

HO\/'\N/\,»'\V,’\_/\\

N
Tormula guimica: CgHieNQ

Peso molecalar: 285,32

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé el compuesto a partir de etanolamina
(5 g, 82 mmol), 1-bromooctano (14 ml, 82 mmol) y K2COs (11 g, 82 mmol) en 200 ml de MeCN. Rendimiento
(3,13 g, 11 mmol, 13 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,78 min. MS (ES): m/z (MH*) 286,22 para C1sHzsNO

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,54 (m, 2H); 2,60-2,47 (m, 6H); 1,44 (m, 4H); 1,26 (m, 21H); 0,86 (t, 6H).

Etapa 2: N-(2-Cloroetil)-N-octiloctan-1-amina
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RN S Tl e e
SN
Formuala guitnica: CiaitigCIN
Pese molecular: 303,96
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé N- (2-cloroetil)-N-octiloctan-1-amina

a partir de 2-(dioctilamino)etan-1-ol (3,13 g, 11 mmol), cloruro de metanosulfonilo (0,85 ml, 11 mmol) y EtsN
(1,5 ml, 11 mmol) en 30 ml de DCM. Rendimiento (1,55 g, 5,1 mmol, 46 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,86 min. MS (ES): m/z (MH*) 304,43 para C1sH3sCIN
1H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 3,48 (2, 2H); 2,75 (t, 2H); 2,43 (t, 4H); 1,40-1,25 (m, 24H); 0,86 (t, 6H).

Etapa 3: Compuesto 22: N'-(2-(4-(2-(Dioctilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, N?<tridodeciletano-1,2-diamina

(NN
W (\NNNW\/‘\/’

R P VS " VL NE R \/‘
Fomula guinien; CeallinaNs

Poso molecudar: 944,73

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd N'-(2-(4-(2-
(dioctilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N, N2 A?-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de N',N' AP-tridodecil-N°~(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (150 mg, 0,221 mmol), N-(2-cloroetil)-N-octiloctan-1-amina 54 (81 mg,
0,266 mmol), K2COs (61 mg, 0,443 mmol) y KI (4 mg, 0,024 mmol) en THF (5 ml). Rendimiento (200 mg, 96
%). UPLC/ELSD: TR = 3,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 945,96 para Ce2H129Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 2,76-2,10 (br. m, 30H); 1,56-1,00 (br. m, 84H); 0,90 (t, 15H).
X: Compuesto 23: N'-(2-(4-(2-(Dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N", N2, A?-tridodeciletano-1,2-diamina

N(\/\/\/\
\/\M (\:ﬁj"‘\/

\WN‘N’N\/\NNN

Formuta guimics: CablyNs

Pese molecular: 972,80

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd N’-(2-(4-(2-
(dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N, N?, N°-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de N',N' AP-tridodecil-N°~(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (595 mg, 0,879 mg), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (350 mg, 1,05
mmol), Ko2COs (243 mg, 1,76 mmol) y Kl (15 mg, 0,0879 mmol) en THF (13 ml). Rendimiento (534 mg, 62 %).
UPLC/ELSD: TR = 3,50 min. MS (ES): m/z (MH*) 973,60 para CesH133Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 2,70-2,30 (br. m, 30H); 1,56-1,37 (br. m, 10H); 1,28 (br. m, 78H); 0,90 (t,
15H).

Y: Compuesto 24: (Z)-N'-(2-(4-(2-(Dodec-6-en-1-il(dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil}-N"', A2, N2-
tridodeciletano-1,2-diamina

Etapa 1: Bromuro de (6-hidroxihexil)trifenilfosfonio

&

= @
HO ™ PPh,at

Eormula quimica; CoallyBeOP

Peso molecular 443,36
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Se combinaron 6-bromo-1-hexanol (4,89 g, 27 mmol) y trifenilfosfina (7,87 g, 30 mmol) y 50 ml de MeCN en un
matraz de fondo redondo. El matraz se equip6 con un condensador y se coloc6 en una manta calefactora y la
reaccidén se dejd agitar a 82 °C durante 48 h. Transcurrido este tiempo, la reaccién se dejé enfriar ata y la
solucién se canulé en 200 ml de Et20, produciendo un precipitado blanco. Se dejaron sedimentar los sélidos y
se eliminé el disolvente por decantacién. Se afiadieron 20 ml de DCM para disolver los sélidos y a continuacién
se afiadieron lentamente 100 ml de Et-O para producir un precipitado blanco. A continuacidén se eliminé el
disolvente al vacio para producir bromuro de (6-hidroxihexil)trifenilfosfonio limpio (9,4 g, 21,2 mmol, con un
rendimiento del 78 %).

H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 7,80 (m, 15H); 3,80 (m, 2H); 3,65 (m, 2H); 2,23 (m, 2H); 1,68 (m, 4H); 1,52
(m, 4H).

Etapa 2: (Z)-Dodec-6-en-1-ol

HOV/\\ N N
Foomula quinnea; CpHa0

Peso maolecular; 184,32

Se dejo enfriar una solucién de bromuro de (6-hidroxihexil)trifenilfosfonio (3,0 g, 6,77 mmol) en 25 ml de THF
en un bafio de acetona/hielo seco a -78 °C. Una vez enfriado, se afiadié gota a gota n-BuLi (2,5 M en hexanos)
(5,7 ml, 14,2 mmol). Después de 1 h, se afiadieron 10 ml adicionales de THF y n-BuLi (1,35 ml) y se continué
agitando a la misma temperatura durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se afiadié 1-hexanal (1,6 ml, 13,5
mmol) y la reaccién se dejé calentar ata y se agité durante 3 h. Transcurrido este tiempo, la reaccidn se inactivd
mediante la adiciéon de un exceso de solucién saturada de NH4Cl. La solucidn se extrajo tres veces con EtOAc.
Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO4, se filtraron y se
concentraron al vacio. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-50 %
en hexanos) para producir el producto deseado como un aceite transparente (0,76 g, 4,1 mmol, 61 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 2H); 3,62 (t, 2H); 2,01 (m, 4H); 1,56 (m, 2H); 1,35-1,27 (m, 11H);
0,87 (t, 3H).

Etapa 3: Metanosulfato de (Z)-dodec-6-en-1-ilo

MBQ ™ e TN

Formada quimee TabagOs8

Paso molecalar: 262,41

A una solucién a 0 °C de (Z)-dodec-6-en-1-0l (1,81 g, 9,3 mmol) en 20 ml de DCM, se afiadi6 EtsN (1,7 ml, 12,1
mmol) y cloruro de metanosulfonilo (0,80 ml, 10,2 mmol). La reaccidén se dejé calentar lentamente hasta ta 'y
se agité durante la noche. La reaccién se inactivd mediante la adicién de agua y la mezcla se extrajo dos veces
con DCM. Los extractos organicos se agruparon, se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO4, se
filtraron y se concentraron. El material bruto se purificé mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-30
% en hexanos) para producir el producto deseado limpio (2,2 g, 8,4 mmol, 90 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 2H); 4,20 (t, 2H); 2,98 (s, 3H); 2,01 (m, 4H); 1,74 (m, 2H); 1,38-
1,27 (m, 10H); 0,87 (t, 3H).

Etapa 4: (Z)-1-Bromododec-6-eno

Formuda quimnca: ColaRr

Peso molecular 247,22
En un matraz de fondo redondo, bajo Nz, se disolvié metanosulfonato de (Z)-dodec-6-en-1-ilo (2,2 g, 8,3 mmol)
en 40 ml de Et20. Se afiadié MgBr2-Et20 (6,5 g, 25 mmol) y la reaccién se dejé agitar durante 48 h. Transcurrido
este tiempo, la reaccién se inactivé mediante la adicién de hielo. A continuacién, la mezcla se extrajo con Et2O
tres veces. Los extractos organicos agrupados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO4, se filtraron
y se concentraron. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-30 % en
hexanos) para producir el producto deseado (1,8 g, 7,28 mmol, 88 %).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 5,34 (m, 2H); 3,39 (t, 2H); 2,01-1,84 (m, 6H); 1,28 (m, 10H); 0,87 (t, 3H).
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Etapa 5: (Z)-2-(Dodec-6-en-1-il(dodecil)amino)etan-1-ol
(\/\/Z\W\
N N N Wy
Formula quimica: CiHsNO
Peso molecular: 395,72
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizd (Z)-2-(Dodec-6-en-1-

il(dodecil)amino)etan-1-ol a partir de (£)-1-bromododec-6- eno (0,25 g, 1,0 mmol), 2-(dodecilamino)etan-1-ol
(0,23 g, 1,0 mmol), K2COs (0,14 g, 1,0 mmol) y Kl (2 mg, 0,01 mmol) en 5 ml de MeCN.

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 5,34 (m, 2H): 3,65 (br. m., 2H); 2,64 (br. m, 6H); 2,00 (m, 4H); 1,55 (m, 6H);
1,24 (m, 26H); 0,86 (t, 6H).

Etapa 6: (Z2)-N-(2-Cloroetil)-N-dodecildodec-6-en-1-amina

r’“\/"\vf@v\qf\
N N N
Formuta guimica; CyollsCIN
Peso molecular: 414,16
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetiz6(Z)-N-(2-cloroetil)-N-dodecildodec-
6-en-1-amina a partir de (Z)-2-(dodec-6-en-1-il(dodecil)amino)etan-1-ol (35 mg, 0,088 mmol), cloruro de

metanosulfonilo (0,008 ml, 0,097 mmol) y trietilamina (0,018 ml, 0,13 mmol) en 0,5 ml de DCM. Rendimiento
(17,3 mg, 47 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 2H); 3,47 (t, 2H); 2,74 (t, 2H); 2,43 (t, 4H): 2,0 (m, 4H); 1,24 (m,
32H); 0,86 (t, 6H).

Etapa 7. Compuesto 24: (2)-N'-(2-(4-(2-(Dodec-6-en-1-il(dodecilyamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N"', N2 N>-

tridodeciletano-1,2-diamina
VWM I/\N/\/N

N\/\N/\/N\)

/\/\/\/\/\)

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé (2)-N'-(2-(4-(2-(dodec-6-en-1-
il(dodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, AP-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de N',N' N2-tridodecil-\?-
(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (27 mg, 0,040 mmol) y (Z)-N-(2-cloroetil)-N-dodecildodec-6-en-1-amina
(17,3 mg, 0,042 mmol), KoCOs (6 mg, 0,040 mmol) en 0,5 ml de DCM. Rendimiento (24 mg, 0,023 mmol, 57
%).

UPLC: TR = 3,78 min. MS (ES): m/z (MH*) 1056,376 para C7oH143N3

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 2H); 2,53-2,35 (m, 30H); 2,00 (m, 4H); 1,39-1,24 (m, 92H); 0,86
(m, 15H).

Z: Compuesto 25: N'-(2-(4-(2-(Di((Z)-dodec-6-en-1-il)amino)etil)piperazin-1-il)etil}-N" N2, N-tridodeciletano-
1,2-diamina

Etapa 1: 2-(Di((Z2)-dodec-6-en-1-il)amino)etan-1-ol
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Farmla guimica: CunBgNO
Peso raolecular: 393,70
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetiz6 2-(di((Z)-dodec-6-en-1-il)amino)etan-

1-ol a partir de etanolamina (60 mg, 1,0 mmol), (2)-1-bromododec-6-eno (0,51 g, 2,1 mmol) y KoCOs (0,14 g,
1,0 mmol) en 5 ml de DCM. Rendimiento (0,22 g, 0,56 mmol, 56 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 4H); 3,59 (m, 2H); 2,65-2,53 (m, 6H); 2,00 (m, 9H); 1,49 (m, 4H);
1,23 (m, 20H); 0,86 (t, 6H).

Etapa 2: (Z2)-N-(2-Cloroetil)-N-((Z)-dodec-6-en-1-il)dodec-6-en-1-amina
r/\\./"\\/":\f"\/"\\
CIN‘N\/\/WX”\\/\

Farmula quimnca: CasllanCIN

Paso molecuiar: 412,14

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé (2)-N-(2-cloroetil)-N-((Z)-dodec-6-
en-1-il)dodec-6-en-1-amina a partir de 2-(di((Z)-dodec-6-en-1-il)amino)etan-1-ol (0,22 g, 0,56 mmol), cloruro de
metanosulfonilo (0,047 ml, 0,61 mmol) y trietilamina (0,12 ml, 0,84 mmol) en 3 ml de DCM. Rendimiento (150
mg, 0,36 mmol, 65 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 4H); 3,47 (t, 2H); 2,74 (t, 2H); 2,43 (t, 4H): 2,00 (m, 8H); 1,41-1,27
(m, 24H); 0,87 (m, 6H).

Etapa 3. Compuesto 25: N'-(2-(4-(2-(Di((2)-dodec-6-en-1-ilYamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N"' N2 N>-
tridodeciletano-1,2-diamina

(NI

\A/X\Mﬂ‘j (/'\ NN N ™ TN
f
R I N L NN NN N~
TN TN ‘\/"\‘v/\\) ‘

Formula quintea: CaHaNs

Peso melecular: 103293

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé N'-(2-(4-(2-(di((Z)-dodec-6-en-1-
ilJamino)etil)piperazin-1-iletil)-N', N2, N?-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de (Z)-N-(2-cloroetil)-N-((Z)-dodec-
6-en-1-il)Jdodec-6-en-1-amina (56 mg, 0,14 mmol), N' N' N-tridodecil-N°-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-
diamina (84 mg, 0,12 mmol) y K2COs (17 mg, 0,12 mmol) en 1 ml de MeCN. Rendimiento (41,9 mg, 0,040
mmol, 33 %).

UPLC: TR = 3,74 min. MS (ES): m/z (MH*) 1053,564 para C7oH141Ns

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5,33 (m, 4H); 2,55-2,35 (br. m, 30H); 1,98 (m, 8H); 1,32-1,24 (m, 84H); 0,86
(m, 15H).

AA: Compuesto 26: N'-(2-(4-(2-(Dietradecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, N2-tridodeciletano-1,2-diamina
r’\/\/\/’\/'\N
W (/\N’AVN\/‘\sf\\/W\N

\/\«WWN\/\NAVN\J

/\f/\/’\/\/\)

Fammuda quimtsa: €oyHy«Ns

Peso molecitar: 111307

135



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2913 626 T5

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizdé N'-(2-(4-(2-
(ditetradecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', A2, AP-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de N' N' AP-tridodecil-
NP-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (75 mg, 0,111 mmol), N-(2-cloroetil)-N-tetradeciltetradecan-1-amina
(58 mg, 0,122 mmol), K2COs (31 mg, 0,221 mmol) y Kl (3 mg, 0,0181 mmol) en THF (4 ml). Rendimiento (17
mg, 7 %). UPLC/ELSD: TR = 3,88 min. MS (ES): m/z (MH*) 1113,59 para C74H1s3Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,15-2,00 (br. m, 30H); 1,75-0,90 (br. m, 108H); 0,81 (t, 15H).

AB: Compuesto 27: N' N' N2-Tridodecil-N?-(2-(4-(2-(dodecil((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
illamino)etil)piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina

Etapa 1: (6Z,92)-18-(Metillsulfonil)octadeca-6,9-dieno

Formula quimica; CralHz048

Peso.molecular: 344,55

A una solucién a 0 °C de alcohol linoleilico (10 ml, 31,2 mmol) y trietilamina (5,68 ml, 40,5 mmol)) en DCM (50
ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de metanosulfonilo (2,66 ml, 34,3 mmol) en DCM (20 ml). Se
dejé que la reaccién volviera a la temperatura ambiente y se dejé agitar durante 4 horas. La mezcla se inactivé
mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. La capa organica se lavé con solucidén saturada de NaHCOs
y salmuera, se sec6é sobre NaxSOs anhidro, se filtrdé y se concentréd al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-40 %/hexanos) proporcioné (6Z,92)-18-
(metilsulfonil)octadeca-6,9-dieno (10,0 g, 93 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (m, 4H); 4,22 (t, 2H); 2,99 (s, 3H); 2,77 (t, 2H); 2,04 (q, 4H); 1,74 (m,
2H); 1,30 (br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: (6Z,9Z2)-18-Bromooctadeca-6,9-dieno

I/\/\/\/\:/\:/\/\/

Br

A una solucién de (6Z,92)-18-(metilsulfonil)octadeca-6,9-dieno (10,0 g, 29,0 mmol) en éter dietilico (372 ml) se
afadid etil eterato de bromuro de magnesio (22,5 g, 87,1 mmol). La reaccidén se dejé agitar a temperatura
ambiente durante 16 horas. La mezcla se inactivd mediante la adicién de agua y se extrajo con éter dietilico.
Las capas organicas combinadas se lavaron con K2COs al 1 % y salmuera, se secaron sobre Na2SO4 anhidro,
se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO
proporcioné (6Z,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (8,9 g, 93 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 4H): 3,41 (t, 2H); 2,77 (t, 2H); 2,05 (g, 4H); 1,86 (m, 2H); 1,48-1,22
(br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 3: N-dodecil-N-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)glicinato de metilo

Formula quimica: CiaHgaNO»

Peso molecular: 305,87

A una solucién de dodecilglicinato-HCI de metilo (1 g, 3,4 mmol) en 8,5 ml de DMF, se afadieron (2)-1-
bromooctadec-9-eno (1,68 g, 5,1 mmol) y K2COs (1,4 g, 10,2 mmol). A continuacién, la reaccién se dej6 agitar
a 85 °C durante 12 h. Transcurrido este tiempo, la reaccién se dej6 enfriar a ta y se inactivé mediante la adicién
de un exceso de H20. La mezcla se extrajo 3 veces con EtOAc. Los extractos organicos se agruparon y lavaron
con salmuera, se secaron sobre MgSO4, se filtraron y se concentraron. El material bruto se purific6 mediante
cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-10 % en hexanos) para producir el producto deseado (0,87 g, 1,72
mmol, 50 %).

H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 5,33 (m, 4H); 3,68 (s, 3H); 3,30 (s, 2H); 2,74 (t, 2H); 2,52 (m, 4H); 2,02 (m,
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4H); 1,23 (m, 38H); 0,86 (m, 6H).
Etapa 4: 2-(Dodecil((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
(\/’\f’\z"‘\,/\/’
HO"A\/‘ N R NI N N TS e NP N

Formula quimicar CollaNO

Paso molecubar: 477 86

A unasolucién a 0 °C de N-dodecil-N-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)glicinato de metilo (980 mg, 1,94 mmol)
en THF (10 ml) se afiadié gota a gota hidruro de litio y aluminio (184 mg, 4,85 mmol). Se dej6 que la reaccién
volviera a la temperatura ambiente y se dejé agitar durante 3 horas. La mezcla se inactivé lentamente mediante
la adicidén por etapas de agua (0,184 ml), NaOH al 10 % (0,552 ml) y agua (0,184 ml). La mezcla de reaccién
se filtrd, se lavé con THF y se concentré al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre
silice ISCO (0-100 % [DCM, MeOH al 20 %, NH4OH al 1 %)/MeOH) proporcioné 2-(dodecil((92,12Z)-octadeca-
9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol (660 mg, 71 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,13 min. MS (ES): m/z (MH*) 478,52 para Cs2HssNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 5,39 (br. m, 4H); 3,56 (br. m, 2H); 2,80 (br. m, 2H); 2,61 (br. m, 2H); 2,48
(br. m, 4H); 2,09 (br. m, 4H); 1,57-1,17 (br. m, 38H); 0,91 (br. m, 6H).

Etapa 5: (9Z,122)-N-(2-Cloroetil)-N-dodeciloctadeca-9,12-dien-1-amina

CE/N \JN\/\\/ RN NP Wy L W e

Férmula quimica: CaHeCIN

Peso molaculan 496,31

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé (92,122)-N-(2-cloroetil)-N-
dodeciloctadeca-9,12-dien-1-amina a partir de 2-(dodecil((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
(660 mg, 1,38 mmol), trietilamina (0,249 ml, 1,80 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (0,172 ml, 1,73 mmol) en
DCM (7 ml). Rendimiento (123 mg, 18 %). UPLC/ELSD: TR = 3,23 min. MS (ES):. m/z (MH*) 496,72 para
Ca2He2CIN

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 5,29 (br. m, 4H); 3,43 (br. m, 2H); 2,71 (br. m, 4H); 2,38 (br. m, 4H); 1,98
(br. m, 4H); 1,45-1,07 (br. m, 38H); 0,82 (br. m, 6H).

Etapa 6  Compuesto 27:  N' N' AP-Tridodecil-N?~(2-(4-(2-(dodecil((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-
illamino)etil)piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina

NN ==

NN (\N/\/N\/\/\/\/\/\/
W\/\/\/\/N\/\N/\/N\)
A

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd6 N',N', N2-tridodecil-N?-(2-(4-(2-
(dodecil((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina a partir de N',N', A2-
tridodecil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (67 mg, 0,099 mmol), (9Z,122)-N-(2-cloroetil)-N-
dodeciloctadeca-9,12-dien-1-amina (64 mg, 0,129 mmol), K2COs (28 mg, 0,198 mmol) y Kl (2 mg, 0,012 mmol)
en THF (2 ml). Rendimiento (48 mg, 43 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,90 min. MS (ES): m/z (MH*) 1137,95 para CzsH153Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 5,48-5,29 (m, 4H); 3,15-2,15 (br. m, 32H); 2,07 (br. m, 4H); 1,83-1,00 (br.
m, 98H); 0,91 (br. m, 15H).

AC: Compuesto 28: N'-(2-(4-(2-(Di((Z)-octadec-9-en-1-il)amino)etil)piperazin-1-il)etil)}-N"', A°, N>-
tridodeciletano-1,2-diamina

Etapa 1: (Z2)-1-(Metilsulfonil)octadec-9-eno
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Oils
Fémmula gudanea: s
Peso molecular 346,37
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 27, se sintetizd (Z)-1-(metilsulfonil)octadec-9-eno a

partir de alcohol oleilico (10 ml, 31,7 mmol), trietilamina (5,74 ml, 41,2 mmol) y cloruro de metanosulfonilo. (2,70
ml, 34,9 mmol) en DCM (50 ml). Rendimiento (8,55 g, 78 %).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,33 (m, 2H); 4,20 (t, 2H); 2,98 (s, 3H); 2,00 (m, 4H); 1,73 (m, 2H); 1,44-
1,16 (br. m, 22H); 0,87 (t, 3H).

Etapa 2: (Z)-1-Bromooctadec-9-eno

[T TN N

Br

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 27, se sintetizé (Z)-1-bromooctadec-9-eno a partir
de (2)-1-(metilsulfonil)octadec-9-eno (8,55 g, 24,7 mmol) y etil eterato de bromuro de magnesio (19,1 g, 74,1
mmol) en éter dietilico (317 ml). Rendimiento (7,42 g, 91 %). "H-RMN (300 MHz, CDClz) &: ppm 5,35 (m, 2H);
3,41 (t, 2H); 2,01 (m, 4H); 1,85 (m, 2H); 1,48-1,14 (br. m, 22H); 0,88 (t, 3H).

Etapa 3: 2-(Di((2)-octadec-9-en-1-il)amino)etan-1-ol
(\/\/\/\:/”\/\/\./‘\
HO/‘\/N\/\/’\\/\/\\:/’\/\/\/‘\

Formula quimica; CixHasNO

Peso molecular;, 362,02

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizd 2-(di((Z)-octadec-9-en-1-
illamino)etan-1-ol a partir de (2)-1-bromooctadec-9-eno (5 g, 15,1 mmol), etanolamina (0,414 ml, 6,86 mmol),
K2COs (4,17 g, 30,2 mmol) y Kl (114 mg, 0,686 mmol) en MeCN (32 ml). Rendimiento (3,2 g, 83 %).

UPLC/ELSD: TR = 7,325 min. MS (ES): m/z (MH") 562,60 para CasH7sNO

pm 5,34 (m, 4H); 3,53 (t, 2H); 2,58 (t, 2H); 2,45 (t, 4H); 2,01 (m, 8H); 1,44 (m,

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: p
0,88 (t, 6H).

4H); 1,38-1,18 (br. m, 44H),
Etapa 4: (Z2)-N-(2-Cloroetil)-N-((2)-octadec-9-en-1-il)octadec-9-en-1-amina
N‘v/\/\\/ﬂ\//\\:/\/\/’\/\
Féormula quimica: CsaH-CIN

Peso molecular: 580,47

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé (Z)-N-(2-cloroetil)-N-((Z)-octadec-
9-en-1-il)octadec-9-en-1-amina a partir de 2-(di((Z)-octadec-9-en-1-ilJamino)etan-1-ol (1,64 g, 2,92 mmol),
trietilamina (0,529 ml, 3,79 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (0,282 ml, 3,65mmol) en DCM (15 ml).
Rendimiento (1,47 g, 87 %). UPLC/ELSD: TR = 3,75 min. MS (ES): m/z (MH*) 580,64 para CssH74CIN

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (m, 4H); 3,48 (br. m, 2H); 2,77 (br. m, 2H); 2,45 (br. m, 4H); 2,02 (br.
m, 8H); 1,62-1,05 (br. m, 48H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 5: Compuesto 28: N'-(2-(4-(2-(Di((Z2)-octadec-9-en-1-ilYamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N"' N2 N>-
tridodeciletano-1,2-diamina
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N N " TV W N

I rA\"‘\\/”\/W\/J\\%::/\-/‘\M

\MW«NM\;‘,;"“\/N
P T
De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizéo N'-(2-(4-(2-(di((Z)-octadec-9-en-1-
ilJamino)etil)piperazin-1-iletil)-N' N2, N?-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de N' N' N2-tridodecil-NP-(2-
(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (75 mg, 0,111 mmol), (Z)-N-(2-cloroetil}-N-(1-il)octadec-9-en-1-amina (71
mg, 0,122 mmol), K2COs (31 mg, 0,222 mmol) y Kl (3 mg, 0,018 mmol) en THF (1,5 ml). Rendimiento (20 mg,
15 %).

UPLC/ELSD: TR = 4,05 min. MS (ES): m/z (MH*) 1221,72 para Csz2H1esNs

1H-RMN (300 MHz, CDCls) 3: ppm 5,29-5,14 (br. m, 4H); 2,95-2,00 (br. m, 30H); 1,96-1,77 (br. m, 8H); 1,60-
0,85 (br. m, 108H); 0,76 (br. m, 15H).

AD: Compuesto 29: N'-(2-(4-(2-(Di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il )Jamino)etil)piperazin-1-il )etil)-N", N2, N2-
tridodeciletano-1,2-diamina

Etapa 1: 2-(Di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol

Féoaula guimiga; Cadd»ND
Pase modecutar 557,99
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetiz6 2-(di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-

1-il)amino)etan-1-ol a partir de (6Z,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (4 g, 12,1 mmol), etanolamina (0,334 ml,
5,62 mmol), KoCOs (3,36 g, 24,3 mmol) y Kl (92 mg, 0,552 mmol) en MeCN (26 ml). Rendimiento (1,9 g, 62 %).

UPLC/ELSD: TR = 6,80 min. MS (ES): m/z (MH*) 557,94 para CzsH71NO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (m, 8H); 3,52 (t, 2H); 2,77 (t, 4H): 2,57 (t, 2H); 2,43 (t, 4H); 2,04 (q,
8H); 1,48-1,18 (br. m, 36H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 2: (9Z,122)-N-(2-Cloroetil)-N-((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina

(NN N N

R N o WP
Formula quintica: CyplaQIN
Peso molecular: 376,44
De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizd (92,122)-N-(2-cloroetil)-N-((92,122)-
octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina a partir de 2-(di((9Z,122Z)-octadeca-9,12-dien-1-

illamino)etan-1-ol (250 mg, 0,45 mmol), trietilamina (81 pl, 0,58 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (38 pl, 0,49
mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (134 mg, 52 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 8H): 3,49 (t, 2H); 2,78 (m, 6H): 2,45 (t, 4H); 2,05 (q, 8H); 1,48-1,18
(br. m, 36H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 3: Compuesto 29: N'-(2-(4-(2-(Di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazin-1-il)etil)-
N' N2 N2-tridodeciletano-1,2-diamina

- . -
W\/‘\/\/\ r/‘\&"‘&v"‘m/\/\/\f’\:/\ﬂ-’\/‘\v/
N W N\./’\N/\/N\/J
/’\a’\.A/"\/'\/)

Formula quimmics CilaNs

Peso molecylar 121723
De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé N'-(2-(4-(2-(di((9Z,122)-octadeca-
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9,12-dien-1-ilyamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N"', A2, N2-tridodeciletano-1,2-diamina a partir de ', N', N2-tridodecil-
N2-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (75 mg, 0,111 mmol), (92Z,122)-N-(2-cloroetil}-N-((9Z,122)-
octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina (71 mg, 0,122), KoCOs (31 mg, 0,222 mmol) y Kl (3 mg,
0,018 mmol) en THF (3 ml). Rendimiento (20 mg, 15 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,97 min. MS (ES): m/z (MH*) 1217,95 para Cs2H161Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 5,48-5,28 (m, 12H): 3,30-2,20 (br. m, 36H); 2,17-1,92 (br. m, 12H); 1,90-
1,00 (br. m, 94H); 0,87 (br. m, 15H).

AE: Compuesto 30: N'-(2-(4-(2-(Dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N" N2, N?-tritetradeciletano-1,2-diamina

(NSNS
NN (\N/\/N
N\/\N/\/N\)
PN N NN NN

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizdé N'-(2-(4-(2-
(dinonilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N" N2 N2-tritetradeciletano-1,2-diamina a partir de N'-(2-(piperazin-1-
il)etil)-N", A2, Ntritetradeciletano-1,2-diamina (150 mg, 0,197 mmol), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (79
mg, 0,236 mmol), K2COs (54 mg, 0,394 mmol) y Kl (3 mg, 0,0134 mmol) en THF (4 ml). Rendimiento (50 mg,
24 %). UPLC/ELSD: TR = 3,79 min. MS (ES): m/z (MH*) 1057,74 para C7oH145Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,15-2,20 (br. m, 30H); 1,90-1,00 (br. m, 100H); 0,90 (t, 15H).

AF: Compuesto 31: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, NP-tritetradeciletano-1,2-diamina

(NN
NN NN TN N . N

\VW\.W\(N-V/\N/\\/N\/'!

z’\f"\/\/’\//\/’\/)

Tormula guimica, CulyaNs

Peso molecudar: 114113

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizdé N'-(2-(4-(2-
(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, A2-tritetradeciletano-1,2-diamina a partir de N'-(2-(piperazin-1-
iletil)-N", A2, NP-tritetradeciletano-1,2-diamina (150 mg, 0,197 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina
(98 mg, 0,236 mmol), KoCOs (54 mg, 0,394 mmol) y Kl (3 mg, 0,0134 mmol) en THF (4 ml). Rendimiento (42
mg, 19 %). UPLC/ELSD: TR = 3,98 min. MS (ES): m/z (MH*) 1142,14 para CreH157Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,20-2,20 (br. m, 30H); 1,90-1,00 (br. m, 112H); 0,90 (t, 15H).

AG: Compuesto 32: N'-(2-(4-(2-(Ditetradecilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N"', N2, N2-tritetradeciletano-1,2-
diamina

IM/\/\/“\,/\/"
RN S WW («’N R N N e e
Nt e N N N e M NN N
AN NN
Formwa guimica: CudliosNe

Peso molecular 197,24
De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizdé N'-(2-(4-(2-
(ditetradecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, NP-tritetradeciletano-1,2-diamina a partir de N'-(2-(piperazin-1-
ietil)-N" A2, NP-tritetradeciletano-1,2-diamina (150 mg, 0,197 mmol), N-(2-cloroetil)-N-tetradeciltetradecan-1-
amina (130 mg, 0,276 mmol), K2COs (54 mg, 0,394 mmol) y Kl (3 mg, 0,0134 mmol) en THF (4 ml). Rendimiento
(17 mg, 7 %). UPLC/ELSD: TR = 4,11 min. MS (ES): m/z (MH*) 1198,32 para CsoH16sNs
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,20-2,15 (br. m, 30H); 1,90-1,00 (br. m, 120H); 0,90 (t, 15H).

AH: Compuesto 33: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N", N2, N2-tri((Z)-octadec-9-en-1-
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il)etano-1,2-diamina
Etapa 1: (2)-4-(2-(Octadec-9-en-1-ilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
N/\/NH
BocN\)

Formula quinticn: Cogls-Nz 00

Pese molecular 479,79

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 18, se sintetizé (Z)-4-(2-(octadec-9-en-1-
ilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de (Z)-1-bromooctadec-9-eno (1,95 g, 11,8 mmol), 4-
(2-aminoetil)-1-boc-piperazina (1,35 g, 5,89 mmol), K2COs (1,60 g, 11,8 mmol) y KI (98 mg, 0,689 mmol) en
MeCN (30 ml). Rendimiento (790 mg, 28 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,32 (m, 2H); 3,45 (br, 4H); 2,75 (t, 2H); 2,65 (t, 2H); 2,57 (t, 2H); 2,40 (br,
4H); 2,09 (br, 4H); 1,48 (br. m, 11H); 1,41-1,10 (br, 22H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2. 4-(2-((2-(Di((2)-octadec-9-en-1-il)amino)etil)((Z)-octadec-9-en-1-il)amino)etil )piperazina-1-carboxilato
de terc-butilo

RN P e S
L N T Vo W NP N S
SacN \/) ]\/\/\/‘\//r\/\/‘\/\/’

Formula quinica. Carl5uNa0O;

Peso molecular: 1023,80

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-(2-((2-(di((Z)-octadec-9-en-1-
illamino)etil)((Z2)-octadec)-9-en-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de ferc-butilo a partir de (Z2)-4-(2-
(octadec-9-en-1-ilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (573 mg, 1,19 mmol), (Z)-N-(2-cloroetil)-N-
((Z2)-octadec-9-en-1-il)octadec-9-en-1-amina (693 mg, 1,19 mmol), KoCOs (329 mg, 2,38 mmol) y Kl (20 mg,
0,119 mmol) en THF (6 ml). Rendimiento (918 mg, 75 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,37 (m, 6H); 3,45 (br. m, 4H); 2,72-2,18 (br. m, 18H); 2,04 (br. m, 12H);
1,65-1,05 (br. m, 81H); 0,91 (br. m, 9H).

Etapa 3: N',N', N2-Tri((Z)-octadec-9-en-1-il)-N?-(2-(piperazin-1-il etil)etano-1,2-diamina

NP T e e W VN
O W VS S P e e
HN \/J i\/\/\/\/’——-\vf\/’\/\/
Formula quimica: TNy

Peso molecular: 923,69

De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 18, se sintetizo N',N', N?-tri((2)-octadec-9-en-1-il)-
NP-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina a partir de 4-(2-((2-(di((Z)-octadec-9-en-1-il)amino)etil)((Z)-octa-
dec-9-en-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (740 mg, 0,859 mmol) y TFA (3,3 ml, 42,9 mmol)
en DCM (3,3 ml). Rendimiento (115 mg, 14 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 6H); 2,91 (br, 4H); 2,74-2,34 (br. m, 18H); 2,03 (br. m, 12H); 1,54-
1,04 (br. m, 72H); 0,90 (br. m, 9H).

Etapa 4: Compuesto 33: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N"', N2 N2-tri((Z)-octadec-9-en-1-
il)etano-1,2-diamina

(\/\/\/\/\/
NWENM (\N/\,N\/\/\/\/\/\/

/\/\/\/\:/\/\/\/\/N\/\N/\/N\)

\/\/\/\/W
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De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizdé N'-(2-(4-(2-
(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, N2-tri((Z)-octadec-9-en-1-il)etano-1,2-diamina  a  partir  de
N',N' N2-tri((2)-octadec-9-en-1-il)-NP-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (58 mg, 0,063 mmol), N-(2-
cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (31 mg, 0,075 mmol), K2COs (17 mg, 0,13 mmol) y Kl (1 mg, 0,006 mmol)
en THF (1,5 ml). Rendimiento (30 mg, 37 %).

UPLC/ELSD: TR = 4,16 min. MS (ES): m/z (MH*) 1304,03 para CssH175Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36-5,24 (br. m, 6H); 2,66-2,08 (br. m, 30H); 2,04-1,82 (br. m, 12H); 1,57-
0,87 (br. m, 112H); 0,81 (br. m, 15H).

Al: Compuesto 34: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil}-N", N2 N2-tri((92,12Z )-octadeca-9,12-
dien-1-il)etano-1,2-diamina

Etapa 1: 4-(2-(((9Z,122)-Octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

NN N

N/\/NH

BocN\)

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 18, se sintetizé 4-(2-(((92122)-octadeca-9,12-dien-
1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de (6Z,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (3,0 g,
9,11 mmol), 4-(2-aminoetil)-1-boc-piperazina (2,09 g, 9,11 mmol), KoCOs (2,52 g, 18,22 mmol) y KI (151 mg,
0,911 mmol) en MeCN (44 ml). Rendimiento (1,20 g, 27 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 5,35 (m, 4H); 3,42 (t, 4H); 2,77 (t, 2H); 2,73 (t, 2H); 2,62 (t, 2H): 2,51 (t, 2H);
2,38 (t, 4H): 2,04 (q, 4H); 1,60-1,20 (br. m, 27H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2 4-(2-((2-(Di((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-
illamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
!/‘\/W\:/\:/\/\/
g/'\ N Ne o~ R i I i
BOCN\) k/\\/\/\/’a/:‘_:\/\\//\
Farmula quimica: CiifHizMN,0;
Pase molecular: 017,76
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 18, se sintetizé 4-(2-((2-(di((92,122)-octadeca-9,12-
dien-1-il)amino)etil)((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir
de 4-(2-(((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (600 mg, 1,26

mmol), (92,122)-N-(2-cloroetil}-N-((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina (796 mg, 1,38
mmol), K2COs (347 mg, 2,51 mmol) y KI (21 mg, 0,126 mmol) en THF (8 ml). Rendimiento (793 mg, 62 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,95 min. MS (ES): m/z (MH*) 1018,19 para Ce7H124N4O2
Etapa 3: N',N',N2-Tri((9Z,122Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina
(\/\4/\\/’\:/”‘\:,/'\\/’\\/
I e N P N
HN\./J LvW\F‘\F\/‘\A
Férniula quimica: CeaHy 15N

Formwla quimica: 917,64

De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 18, se sintetizé N',N' N2-tri((9Z,122)-octadeca-
9,12-dien-1-il)-N2-(2-(piper-azin-1-il)etil)etano-1,2-diamina a partir de 4-(2-((2-(di((9Z,122Z)-octadeca-9,12-dien-
1-ilYamino)etil)((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)Jamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (793 mg,
0,779 mmol) y TFA (3,0 ml, 39,0 mmol) en DCM (3,0 ml). Rendimiento (374 mg, 52 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,68 min. MS (ES): m/z (MH*) 918,84 para CesH116Na
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H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 12H); 4,12 (m, 6H); 3,30-2,55 (22H); 2,04 (q, 12H); 1,80-1,00 (br.
m, 54H); 0,89 (t, 9H).

Etapa 4: N'-(2-(4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N", N2, N?-tri((9Z,122)-octadeca-9, 12-dien-1-
il)etano-1,2-diamina

\f'\/\\—_:/"\:-/'\vw\' r/\Nf"\/N S N T N W W
NN NN NN NG NI NP
/\/\,«"—‘;\/—*—‘\/\/\,f\)

Formula guimivar CeFhaNs

Poso molecsiar 297,36

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizd N'-(2-(4-(2-
(didodecilamino)etil)piperazin-1-il)etil)-N', N2, N2-tri((9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)etano-1,2-diamina a partir
de N',N' NP-tri((9Z,122Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (75 mg, 0,082
mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (37 mg, 0,090), K2COs (23 mg, 0,163 mmol) y KI (2 mg, 0,012
mmol) en THF (3 ml). Rendimiento (20 mg, 15 %).

UPLC/ELSD: TR = 4,00 min. MS (ES): m/z (MH*) 1297,88 para CssH1e9Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 5,48-5,28 (br, 12H); 3,30-2,20 (br. m, 36H); 2,17-1,92 (br. m, 12H); 1,90-
1,00 (br. m, 94H); 0,87 (br. m, 15H).

AJ: Compuesto 35: N N' A2-Trihexil-N2-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina
El Compuesto 35 se sintetizd segun las Etapas 1-5 para el Compuesto 17.

(\/\/

N/\,N\/\N/\\,/\/\

H"(\) I\/\/\

AK: Compuesto 36: N', N, N2-Trinonil-N?-(2-(piperazin-1-il )etil )etano-1,2-diamina EI Compuesto 36 se sintetizd
segun las Etapas 1-5 descritas para el Compuesto 18.

K\N’\’N‘\/\N’WW
HN l\/\fW
Formula quimica; CisHyNy
Peso molecular: 551,01

AL: Compuesto 37: N',N' N2-Tridodecil-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina EI Compuesto 37 se
sintetizd segun las Etapas 1y 2 para el Compuesto 3.

r/\\,w\/\M/
f/\N/\"N R T e NN
!

Formuda quimiica: CoHeMNg
Peso molecular: 677,25
AM: Compuesto 38: N'-(2-(Piperazin-1-il)etil}-N", N2 NP-tritetradeciletano-1,2-diamina
El Compuesto 38 se sintetizd segun las Etapas 1-5 para el Compuesto 13.
(\Nf\/NV\Nf\N\«’\/\/\/\

HN\) l\/\/\/\/\/\/\

Formula quimica: CsaHiyngNy

Peso molecular. 761,41
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AN: Compuesto 39: 2-(Didodecilamino)-N-dodecil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)acetamida

El Compuesto 39 se sintetizd segun las Etapas 1-3 para el Compuesto 1.

MiNNOH

/\/\/\/\/\)

AO: Compuesto 40: N N' N2-Tri((Z)-octadec-9-en-1-il)-N?-(2-(piperazin-1-il)etil )etano-1,2-diamina

El Compuesto 40 se sintetizé segun las Etapas 1-3 para el Compuesto 33.

r’\/\./\/\f/\/\/\/\
L N N g
HN\) W

Formula quimica Cald by

Peso molecular: 923,69
AP: Compuesto 41: N', N' N2-Tri((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il}-N?-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina
El Compuesto 41 se sintetizd segun las Etapas 1-3 para el Compuesto 34.
e B N N N N PN,

”*ﬂvJ b S e,

Fonmuia quinioy;

PBeso mofecular:

AQ: Compuesto segln la formula (1V): N'-(2-(4-(2-(Di((Z)-octadec-9-en-1-il)amino)etil)piperazin-1-il)etil )-
N', N2 N2-tri((Z)-octadec-9-en-1il)etano-1,2-diamina

(NN N NSNS
= N/\/O PL/VWWN

\/\/\/\/W

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 18, se sintetizé N'-(2-(4-(2-(di((Z)-octadec-9-en-1-
il)amino)etil)piperazin-1-il)etil)-N"', N2, N2-tri((Z)-octadec-9-en-1-il)etano-1,2-diamina a partir de NN NP-tri((Z)-
octadec-9-en-1-il)-N2-(2-(piperazin-1-il)etil)etano-1,2-diamina (75 mg, 0,0812 mmol), (Z)-N-(2-cloroetil)-N-((Z2)-
octadec-9-en-1-il)octadec-9-en-1-amina (57 mg, 0,0974 mmol), K2COs (22 mg, 0,162 mmol) y Kl (2 mg, 0,012
mmol) en THF (1,5 ml). Rendimiento (30 mg, 25 %).

UPLC/ELSD: TR = 4,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 1469,08 para C1ooH195Ns

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,40-5,27 (br. m, 10H); 3,18-2,22 (br. m, 30H); 2,06-1,89 (m, 20H); 1,80-
0,97 (br. m, 120H): 0,88 (t, 15H).

AR: Compuesto 42: 2-(Dinonilamino)-1-(5-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-
2-Il)etan-1-ona

Etapa 1: 5-(Dinonilglicil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilato de terc-butilo

0 TN
NJ\/N\/\/\/\/\
Boc@

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizé, 5-(dinonilglicil)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilato de terc-butilo a partir de dinonilglicinato de litio (500 mg, 1,50 mmol),
2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilato de terc-butilo (357 mg, 1,80 mmol), /Pr2EtN (628 pl, 3,60 mmol) y
T3P (solucidén de EtOAc al 50 %, 2,68 ml, 4,50 mmol) en THF (15 ml). Rendimiento (710 mg, 78 %).
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UPLC/ELSD: TR = 0,87 min. MS (ES): m/z (MH*) 508,44 para CzoHs7N303

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,98-4,46 (br. m, 2H); 4,30-3,15 (br. m, 10H); 2,14-1,60 (br. m, 6H); 1,49 (s,
9H); 1,40-1,00 (br. m, 24H): 0,89 (t, 6H).

Etapa 2: 1-(2,5-Diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)-2-(dinonilamino)etan-1-ona

H ®Lw

Formula guinica CrHpNyO

Paso moleculay: 407,64

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 1-(2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-
il)-2-(dinonilamino)etan-1-ona a partir de 5-(dinonilglicil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilato de terc-
butilo (710 mg, 1,40 mmol) y TFA (5,4 ml, 70 mmol) en DCM (5 ml). Rendimiento (446 mg, 78 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,67 min. MS (ES): m/z (MH*) 408,64 para CasH49N3zO

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 4,90-3,00 (br. m, 8H); 2,49 (br. m, 4H); 1,79 (br. m, 2H); 1,58-1,08 (br. m,
28H): 0,90 (t, 6H).

Etapa 3: 2-(Dinonilamino)-1-(5-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)}-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)etan-1-

ona

0
K\ N A ST N N
\/\/\,/\/\N/\H/N\)! k/\/\/\/
W\v’\\) G«
Formula quonca Cod NGy
Poso molecular: 886,34
De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 2-(dinonilamino)-1-(5-(N-(2-
(dinonilamino)etil)-N-non-ilglicil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)etan-1-ona a partir de 1-(2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)-2-(dinonilamino)etan-1-ona (100 mg, 0,25 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-

nonilglicina (134 mg, 0,27 mmol), /Pr2EtN (94 ul, 0,54 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 438 ul, 0,74
mmol) en THF (20 ml). Rendimiento (50 mg, 23 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 887,12 para CssH111N502
1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,15-2,28 (br. m, 26H); 2,16-1,00 (br. m, 70H): 0,90 (t, 15H).

AS: Compuesto 43: 2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)-1-(5-(dinonilglicil)-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)etan-1-ona 3

NLN\/\N
\/\/\/\/\N/w'“@ NN
NN

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)-1-(5-(dinonilglicil)-2, 5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)etan-1-ona a partir de
1-(2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)}-2-(dinonilamino)etan-1-ona (100 mg, 0,25 mmol), N-(2-
(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina (168 mg, 0,27 mmol), /Pr2EtN (94 pl, 0,54 mmol) y T3P (solucién de
EtOAc al 50 %, 438 pl, 0,74 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento (150 mg, 60 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 1013,24 para CesH129NsO2
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1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,15-2,26 (br. m, 24H); 2,13-1,09 (br. m, 90H): 0,90 (t, 15H).

AT: Compuesto 44: 8-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)octanoato de metilo

Etapa 1: Nonilglicinato de terc-butilo

S

A una mezcla de terc-butilglicina (3,0 g, 23 mmol) y 1-bromononano (2,4 g, 11,5 mmol) en MeCN (100 ml) se
afiadio KoCOs (3,2 g, 23 mmol) y KI (190 mg, 1,1 mmol) y la mezcla se dejé agitar a 82 °C durante 24 horas.
La suspension se enfrié a TA y se filtré a través de un tapén de celite, enjuagando con hexanos. El MeCN se
extrajo 3 x con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio. La purificacion mediante
cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (MeOH al 0-15 %/DCM) proporciond nonilglicinato de terc-butilo
como un aceite incoloro transparente (848 mg, 29 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,31 (s, 2H); 2,60 (t, 2H); 1,82-1,63 (br, 1H); 1,56-1,20 (br. m, 23H); 0,90 (t,
3H).

Etapa 2: 8-Bromooctanoato de metilo
O
K\/\/\)\O/
Br

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 15, se sintetizé 8-bromooctanoato de metilo a partir
de acido 8-bromooctanoico (5,0 g, 22 mmol), metanol (20 ml, 450 mmol) y H2SO4 (1,2 ml, 22 mmol ) en THF
(20 ml). Rendimiento (5,0 g, 95 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,69 (s, 3H): 3,42 (t, 2H); 2,33 (t, 2H); 1,88 (quint. m, 2H); 1,65 (quint, 2H);
1,54-1,27 (br. m, 6H).

Etapa 3: 8-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)octanoato de metilo

O

>L )CJ?\ (\/\/\/E\Of

a N N N N
Formuda quinuea Ty NOg
Peso molecudar 413,64
A una mezcla de nonilglicinato de terc-butilo (300 mg, 1,17 mmol) y 8-bromooctanoato de metilo (290 mg, 1,22
mmol) en MeCN (12 ml) se afiadié K2COs (341 mg, 2,45 mmol) y Kl (19 mg, 0,12 mmol) y la mezcla se dejé
agitar a 82 °C durante 12 horas. La suspensién se enftié a TA y se filtr6 a través de un tapén de celite,
enjuagando con hexanos. El MeCN se extrajo 3 x con hexanos y los extractos combinados se concentraron al

vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-10 %/Hexanos)
proporcioné 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)octanoato de metilo (353 mg, 73 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 414,51 para C24H47NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 3,23 (s, 2H); 2,57 (t, 4H): 2,32 (t, 2H); 1,70-1,18 (br. m, 33H);
0,90 (t, 3H).

Etapa 4: N-(8-Metoxi-8-oxooctil)-N-nonilglicina

O
0 (\/\/\)H{
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A una solucién de 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)octanoato de metilo (353 mg, 0,85 mmol) en DCM
(4 ml) se afiadié TFA (3,3 ml, 43 mmol) y la solucién se dejd agitar a TA durante 4 horas. La solucién se
concentré al vacio, se recogié en DCM y se lavé con Na2COs al 5 % y salmuera, se secd sobre NaxSOq4, se
filtré y se concentré al vacio para proporcionar N-(8-metoxi-8-oxooctil)-N-nonilglicina (305 mg, 99 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 3,49 (s, 2H); 3,06 (t, 4H): 2,32 (t, 2H); 1,79-1,14 (br. m, 24H);
0,90 (t, 3H).

Etapa 5: 4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

(\/\/\/\

O
NJK/N\/\N/\/\/\/\/
BocN._J NN NN

Formula quinica’ CyoHyNgOs

Peso molecular: 663,11

A una solucién de N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (1,0 g, 2,0 mmol) y 1-boc-piperazina (412 mg, 2,2
mmol) en THF (20 ml) se afiadié /PraEtN (773 pl, 4,4 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 3,6 ml, 6,0
mmol) y la solucién se dejé agitar a TA durante 12 horas. La reaccién se inactivé con agua y se extrajo 3 x con
EtOAc. Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre NaxSOq, se filtraron y
se concentraron al vacio. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20
%/DCM) proporcioné 4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (961 mg, 72
%). UPLC/ELSD: TR = 3,27 min. MS (ES): m/z (MH*) 665,79 para C40HsoN4O3

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,43-2,90 (br. m, 20H); 2,04-0,99 (br. m, 51H); 0,90 (t, 9H).
Etapa 6: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona

w

(\NLN\/\N/\/\/\/\/
HN. NP

A una solucién de 4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (961 mg, 1,44
mmol) en DCM (6 ml) se afiadié TFA (5,5 ml, 72 mmol) y la solucidén se dej6 agitar a TA durante 4 horas. La
solucién se concentré al vacio, se recogié en DCM y se lavé con NaxCOs al 5 % y salmuera, se secé sobre
Naz2804, se filtré y se concentré al vacio para proporcionar 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-
1-il)etano-1-ona (743 mg, 91 %). UPLC/ELSD: TR = 2,14 min. MS (ES): m/z (MH*) 565,82 para CssH72N4+O

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,59 (br, 4H); 3,36 (br, 2H); 2,99-2,03 (br. m, 14H); 1,74-1,01 (br. m, 42H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 7: 8-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)octanoato  de
metilo

o r/\/‘/\’\»"’\\/\‘\.
NJ‘E\,N N N el P N P

Ve N A VT N’ﬁrN\/J l\/"\/‘ N e
/OT/“\\/"‘-\/‘“\J‘J Q
Q

Févmuda quinniga: CasHpe™sOg

Peso molecniar 904,51

A una solucibn de  N-(8-metoxi-8-oxooctil)-N-nonilglicina (100 mg, 028 mmol) y 2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etano-1-ona (174 mg, 0,31 mmol) en THF (25 ml) se afiadié
iPr2EtN (107 pl, 0,62 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,50 ml, 0,84 mmol) y la reaccién se dejé agitar
a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se diluy6é con agua y se extrajo con EtOAc.
Los extractos organicos se secaron sobre NaxSOs4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La
purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-100 %/[DCM MeOH al 20 %
NH4OH al 1 %]) proporciond 8-((2-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)}-2-
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oxoetil)(nonil)amino)octanoato de metilo (121 mg, 48 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,88 min. MS (ES): m/z (MH*) 905 para CssH100N5O4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,64-3,36 (br. m, 11H); 3,18 (s, 2H); 3,13 (s, 2H); 2,54-2,09 (br. m, 16H);
1,55-0,88 (br. m, 66H): 0,76 (t, 12H).

AU: Compuesto 45: 4-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

Etapa 1: 4-Bromobutanoato de pentilo

o

rf’\/u\ O/' R Wl

Br
Férmuda quimica CoMi-Brid;
Peso molecnlar: 237,14
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 15, se sintetiz6é 4-bromobutanoato de pentilo a partir

de &cido 4-bromobutanoico (2,0 g, 12 mmol), pentanol (1,7 ml, 15,6 mmol) y H2SO4 (0,65 ml, 12 mmol) en THF
(20 ml). Rendimiento (1,26 g, 44 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 4,10 (t, 2H); 3,49 (t, 2H); 2,52 (t, 2H); 2,20 (quint, 2H); 1,65 (quint, 2H); 1,35
(m, 4H): 0,93 (t, 3H).

Etapa 2: 4-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

Formula quimica: C2HeNO,

Peso molecular: 413,64

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé 4-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partir de nonilglicinato de terc-butilo (300 mg, 1,17 mmol) y se
afiadié 4-bromobutanoato de pentilo (290 mg, 1,22 mmol) en MeCN (12 ml), K2COs (341 mg, 2,45 mmol) y Kl
(19 mg, 0,12 mmol). Rendimiento (343 mg, 71 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 415 para C24H47NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,23 (s, 2H); 2,60 (br. m, 4H); 2,37 (t, 2H); 1,78 (m, 2H); 1,64
(m, 2H); 1,52-1,20 (br. m, 27H); 0,90 (m, 6H).

Etapa 3: N-Nonil-N-(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)glicina

O
0 (\)\O/\/\/
HOJ\/N\/\/\/\/\

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizé N-nonil-N-(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)glicina a partir de 4-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo (343 mg, 0,83
mmol) y TFA (3,17 ml, 41,5 mmol) en DCM (4 ml). Rendimiento (296 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,29 min. MS (ES): m/z (MH*) 358 para C20H3sNO4

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,43 (br, 2H): 2,94 (br, 4H); 2,41 (t, 2H); 1,98 (br. m, 2H); 1,74-
1,54 (br. m, 4H); 1,40-1,16 (br. m, 16H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: 4-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)butanoato de
pentilo
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Formula quimica: CssHimNsCh

Peso molecular: 204,51

De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 4-((2-(4-(N(2-(dinonilamino)etil)-N-
nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partr de N-nonil-N-(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)glicina (100 mg, 0,28 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona
(174 mg, 0,31 mmol), iPr2EtN (107 pl, 0,62 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,50 ml, 0,84 mmol) en
THF (25 ml). Rendimiento (121 mg, 48 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,01 min. MS (ES): m/z (MH*) 905 para CssH109NsOa

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,93 (t, 2H); 3,61-3,31 (br. m, 8H); 3,17 (m, 4H); 2,55-2,08 (br. m, 16H);
1,71-0,90 (br. m, 64H): 0,75 (m, 15H).

AV: Compuesto 46: 8-((2-((2-(4-(Dinonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)amino)octanoato
de metilo

Etapa 1: 2-(Nonilamino)etan-1-ol
H

A una mezcla de etanolamina (4,4 ml, 72 mmol) y 1-bromononano (3,0 g, 14,5 mmol) en MeCN (150 ml) se
afiadio KoCOs (4,0 g, 29 mmol) y Kl (240 mg, 1,5 mmol) y la mezcla se dej6 agitar a 82 °C durante 12 horas.
La suspensién se enfrié a TAy se filtr6 sobre una capa de celite, enjuagando con hexanos. El MeCN se extrajo
con hexanos 3x y los hexanos combinados se concentraron. La purificacién mediante cromatografia
ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-100 %/[DCM MeOH al 20 % NH4OH al 1 %]) proporcioné 2-
(nonilamino)etan-1-ol (1,0 g, 38 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,66 (t, 2H): 2,80 (t, 2H); 2,62 (t, 2H): 1,96 (br. m, 2H); 1,50 (br. m, 2H); 1,28
(br. m, 12H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: 8-((2-Hidroxietil)(nonil)amino)octanoato de metilo

9]

PO

HO™ N ™™™
Formula quimica: CanHyNOs

Peso molecular; 343,33

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizé 8-((2-
hidroxietil)(nonil)amino)octanoato de metilo a partir de 2-(nonilamino)etan-1-ol (500 mg, 2,67 mmol), 8-
bromooctanoato de metilo (665 mg, 2,8 mmol), K2COs (780 mg, 5,6 mmol) y KI (44 mg, 0,27 mmol) en MeCN
(30 ml). Rendimiento (578 mg, 63 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,01 min. MS (ES): m/z (MH*) 344,31 para C20H1sNO3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 3,59 (t, 2H), 2,65 (br, 2H); 2,51 (t, 4H): 2,32 (t, 2H); 1,65 (br.
m, 2H): 1,49 (br. m, 4H); 1,30 (br. m, 18H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 3: 8-((2-cloroetil)(nonil)amino)octanoato de metilo

o

PP

C|/\/N\/\/\/\/\
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De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizé 8-((2-
cloroetil)(nonil)amino)octanoato de metilo a partir de 8-((2-hidroxietil)(nonil)amino)octanoato de metilo (578 mg,
1,68 mmol), cloruro de metanosulfonilo (163 pl, 2,10 mmol) y trimetilamina (305 pl, 2,20 mmol) en DCM (10
ml). Rendimiento (418 mg, 69 %). UPLC/ELSD: TR = 1,21 min. MS (ES): m/z (MH") 363 para C20H40CINO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (br, 3H); 3,51 (br, 2H), 2,78 (br. m, 2H); 2,47 (br. m, 4H); 2,33 (t, 2H);
1,72-1,20 (br. m, 24H): 0,91 (t, 3H).

Etapa 4: 8-((2-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)amino)octanoato de metilo

(\/\/\/\

0]
>LO)J\/N\,/\N/\/\/\\/\/

\/\/\/\ﬁk

0

A una mezcla de nonilglicinato de terc-butilo (218 mg, 0,85 mmol) y 8-((2-cloroetil)(nonil)amino)octanoato de
metilo (337 mg, 0,93 mmol) en MeCN (10 ml) se afiadié Ko2COs (236 mg, 1,69 mmol) y Kl (14 mg, 0,08 mmol)
y la mezcla se dej6é agitar a 82 °C durante 12 horas. La suspension se enfrié a TA y se filtré a través de una
capa de celite, enjuagando con hexanos. La mezcla se extrajo con hexanos 3x y los hexanos combinados se
concentraron. La purificacién mediante cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (MeOH al 0-10 %/DCM)
proporcioné 8-((2-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)amino)octanoato de metilo (283 mg, 57 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,92 min. MS (ES): m/z (MH*) 584 para CasH7oN204

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 3,28 (s, 2H); 2,80-2,20 (br. m, 12H); 1,85-1,10 (br. m, 47H);
0,91 (t, 6H).

Etapa 5: N-(2-((8-Metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)-N-nonilglicina

(\/\/\/\

Q
HOJK/N\/\N/\/\/\/\/

MO\

O
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetiz6 N-(2-((8-metoxi-8-
oxooctil)(nonil)amino)etil)-N-nonilg-licina a partir de 8-((2-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)Jamino)octanoato de metilo (283 mg, 0,49 mmol) y TFA (1,86 ml, 24,3 mmol) en
DCM (2 ml). Rendimiento (255 mg, 99 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,18 min. MS (ES): m/z (MH*) 528 para Cz1Hs2N204

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H), 3,26 (s, 2H), 2,79 (br. m, 8H), 2,59 (t, 2H), 2,33 (t, 2H), 1,76-
1,08 (br. m, 38H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 6: 8-((2-((2-(4-(Dinonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil )(nonil)amino)etil)(nonil)Jamino)octanoato de metilo

BT
[/\ " r[’K/ N N e
I S /\.l/ N \»/J L\/‘\/’"\v/‘\ﬁfo\

Pormula quimica; CssHsNaOy

Peso molecular: 906,51

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 8-((2-((2-(4-(dinonilglicil)piperazin-
1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)amino)octanoato de metilo a partir de 2-(dinonilamino)-1-(piperazin-1-
illetano-1-ona (75 mg, 0,20 mmol), N-(2-((8-metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)-N-nonilglicina (150 mg, 0,28
mmol), iPr2EtN (88 pl, 0,50 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 409 pl, 0,69 mmol). Rendimiento (57 mg,
32 %). UPLC/ELSD: TR = 2,88 min. MS (ES): m/z (MH*) 905 para CssH100N5O4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,82-2,87 (br. m, 27H); 2,64 (m, 2H); 2,33 (t, 2H); 1,80-1,15 (br. m, 66H);
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0,90 (t, 12H).

AW: Compuesto 47: 8-((2-(Dinonilamino)etil)(2-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)amino)octanoato de
metilo

Etapa 1: 8-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)amino)octanoato de metilo

O

ﬁ\o j\/ MLO/

NH

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 44, se sintetizé 8-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)amino)octanoato de metilo a partir de terc-butilglicina (2,0 g, 12 mmol), 8-bromooctanoato de metilo (2,8
g, 12 mmol), K2COs (3,3 g, 24 mmol) y KI (198 mg, 1,2 mmol) en MeCN (100 ml). Rendimiento (1,16 g, 34 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,69 (s, 3H): 3,33 (s, 2H); 2,62 (t, 2H); 2,32 (s, 2H); 2,16-1,80 (br, 1H); 1,72-
1,42 (br. m, 13H); 1,34 (br. m, 6H).

Etapa 2: 8-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(2-(dinonilamino)etil)amino)octanoato de metilo
i
o (/\’/\’/\AO/
ﬁ\O/U\,N\/\N/\\/\_/W

I\/\/\//\/

Farmula quimica: CasHyN20y

Peso molecular; 382,96

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 46, se sintetizé 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(2-
(dinonilamino)etil)amino)octanoato de metilo a partir de 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)Jamino)octanoato de metilo
(300 mg, 1,0 mmol), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (381 mg, 1,15 mmol), K2CO3 (320 mg, 2,3 mmol) y
Kl (17 mg, 0,10 mmol) en MeCN (10 ml). Rendimiento (285 mg, 47 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,89 min. MS (ES): m/z (MH*) 584 para CssH7o0N204

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,69 (s, 3H): 3,29 (s, 2H); 3,10 (br. m, 8H); 2,59 (t, 2H); 2,32 (t, 2H); 1,82
(br. m, 4H); 1,74-1,16 (br. m, 43H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 3: N-(2-(dinonilamino)etil)-N-(8-metoxi-8-oxooctil)glicina

O

OO0

(8]
HO)J\/N\/\N/W\/\/

W

De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 46, se sintetizé N-(2-(dinonilamino)etil)-N-(8-metoxi-
8-oxooctil)glicina a partir de 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(2-(dinonilamino)etil)amino)octanoato de metilo (285
mg, 0,50 mmol) y TFA (1,87 ml, 24,4 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (254 mg, 98 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,16 min. MS (ES): m/z (MH*) 528 para Cz1Hs2N204

1H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 3,69 (s, 3H): 3,25 (s, 2H); 2,90-2,72 (br. m, 8H); 2,59 (t, 2H); 2,32 (t, 2H);
1,66 (br. m, 6H); 1,48 (br. m, 2H); 1,40-1,20 (br. m, 30H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 4: 8-((2-(Dinonilamino)etil)(2-(4-(dinonilglicil )piperazin-1-il)-2-oxoetil)Jamino)octanoato de metilo
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Farmula quimiear CaHuweNsGy

Peaso molecular; 904,51

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 8-((2-(dinonilamino)etil)(2-(4-
(dinonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)Jamino)octancato de metilo a partir de 2-(dinonilamino)-1-(piperazin-1-
illetano-1-ona (75 mg, 0,20 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-(8-metoxi-8-oxooctil)glicina (150 mg, 0,28 mmol),
iPr2EtN (88 pl, 0,50 mmol) y T3P (soluciéon de EtOAc al 50 %, 409 pl, 0,69 mmol). Rendimiento (80 mg, 39 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,87 min. MS (ES): m/z (MH*) 905 para CzsH100N5O4

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,81-2,21 (br. m, 31H); 1,89-1,05 (br. m, 66H): 0,90 (t, 12H).

AX: Compuesto 48: 8-((2-(4-(Dinonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil )(2-((8-metoxi-8-
oxooctil)(nonil)amino)etil)amino)octanoato de metilo

Etapa 1: 8-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(2-((8-metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)amino)octanoato de metilo
O

j\ (@] (8]
O)k/N\/\N/\/\/\/\/

'\/\/\/}ﬁ&

@]

Pl

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 46, se sintetizd 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(2-((8-
metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etillamino)octanoato de metilo a partir de  8-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)amino)octanoato de metilo (65 mg, 0,23 mmol), 8-((2-cloroetil)(nonil)amino)octanoato de metilo (86 mg,
0,24 mmol), K2COs (69 mg, 0,50 mmol) y Kl (4 mg, 0,02 mmol) en MeCN (4 ml). Rendimiento (60 mg, 43 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,42 min. MS (ES): m/z (MH*) 614 para CasHessN20s

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,66 (s, 6H); 3,25 (s, 2H); 2,66 (m, 2H); 2,54 (m, 4H); 2,38 (m, 4H); 2,28 (t,
4H); 1,61 (m, 4H); 1,54-1,10 (br. m, 39H); 0,87 (t, 3H).

Etapa 2: N-(8-metoxi-8-oxooctil)-N-(2-((8-metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)glicina

O
HO‘J'K/N\/\NfWW

E\/\/WO\

Fémla guimica: CsHeeN2Os
Peso molecular: 556,83
De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 46, se sintetizé6 N-(8-metoxi-8-oxooctil)-N-(2-((8-
metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)glicina a partir de 8-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(2-((8-metoxi-8-

oxooctil)(nonil)amino)etil)amino)octanoato de metilo (60 mg, 0,10 mmol) y TFA (0,37 ml, 4,9 mmol) en DCM (1
ml). Rendimiento (54 mg, 99 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,60 (s, 6H); 3,15 (s, 2H); 2,72 (br. m, 8H); 2,50 (t, 2H); 2,22 (t, 4H); 1,70-
1,05 (br. m, 34H); 0,81 (t, 3H).

Etapa 3: 8-((2-(4-(Dinonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(2-((8-metoxi-8-
oxooctil)(nonil)amino)etil)amino)octanoato de metilo
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De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 8-((2-(4-(dinonilglicil)piperazin-1-
il)-2-oxoetil)(2-((8-metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)amino)octanoato de metilo a partir de 2-(dinonilamino)-1-
(piperazin-1-il)etan-1-ona (26 mg, 0,07 mmol), N-(8-metoxi-8-oxooctil)-N-(2-((8-metoxi-8-
oxooctil)(nonilyamino)etil)glicina (54 mg, 0,10 mmol), iPr2EtN (30 pl, 0,17 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al
50 %, 140 pl, 0,24 mmol). Rendimiento (20 mg, 27 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,56 min. MS (ES): m/z (MH*) 935 para CasH107N3Os

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,70-3,00 (br. m, 18H); 2,55-2,05 (br. m, 18H); 1,70-0,95 (br. m, 62H); 0,76
(t, OH).

AY: Compuesto 49: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(2-(dinonilamino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: 4-(2-(Dinonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
N N N
BOC[O/\/

Formula quimica: CaoHaoN2O2

Peso molecular: 480,82

A una mezcla de 4-(2-aminoetil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,50 g, 6,6 mmol) y 1-bromononano
(1,36 g, 6,57 mmol) en MeCN (100 ml) se afiadié KoCOs (1,83 g, 13,1 mmol) y Kl (109 mg, 0,66 mmol) y la
mezcla se dejé agitar a 82 °C durante 12 horas. La suspension se enfrié a TA, se filtré sobre una capa de celite
enjuagando con hexanos y se concentrd al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre
silice I1ISCO (DCM al 0-100 %/DCM MeOH al 20 % NH4OH al 1 %]) proporcioné 4-(2-
(dinonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (602 mg, 19 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 482 para CzoHsoN202

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,20-2,26 (br. m, 10H); 1,77-1,10 (br. m, 44H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 2: N-Nonil-N-(2-(piperidin-4-il)etil)nonan-1-amina

N ™™™
HO/\/

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé N-nonil-N-(2-(piperidin-4-
iletil)nonan-1-amina a partir de 4-(2-(dinonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (602 mg, 1,25
mmol) y TFA (4,8 ml, 63 mmol) en DCM (5 ml). Rendimiento (406 mg, 85 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,27 min. MS (ES): m/z (MH*) 382 para CasHs2N2

RMN 'H (300 MHz, CDCls) : ppm 3,15 (br. m, 2H); 2,65 (br. m, 2H): 2,42 (br. m, 6H); 1,83-1,04 (br. m, 35H);
0,90 (t, 6H).

Etapa 3: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(2-(dinonilamino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona
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Formula quimica: CsadyNyO

Peso molecular: 859,56

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(2-(dinonilamino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona a partir de N-nonil-N-(2-
(piperidin-4-il)etil)nonan-1-amina (200 mg, 0,53 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (287 mg, 0,58
mmol), /Pr2EtN (201 pl, 1,2 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 938 pl, 1,6 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (90 mg, 20 %). UPLC/ELSD: TR = 3,26 min. MS (ES): m/z (MH") 860 para CssH114N4+O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,62-4,09 (br. m, 2H); 3,55-2,21 (br. m, 20H); 1,94-1,00 (br. m, 77H); 0,91
(t, 15H).

AZ: Compuesto 50: 2-(Dinonilamino)-1-(4-(2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

NH
Bocl\O/\,

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetizé 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-aminoetil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,50 g, 6,6 mmol), 1-
bromononano (1,36 g, 6,57 mmol), K2COs (1,83 g, 13,1 mmol) y KI (109 mg, 0,66 mmol) en MeCN (100 ml).
Rendimiento (288 mg, 13 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,23 min. MS (ES): m/z (MH*) 356 para C21HaoN20>
H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (br. m, 2H); 2,67 (br. m, 6H); 1,80-0,98 (br. m, 30H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: 4-(2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
K\/\/\-/"\
I/ N\/\N’{\//\/W
AT

Farmula quimicar Cy TN 0n

Peso molecular: 654,13

A una mezcla de 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (288 mg, 0,81 mmol) y N-(2-
cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (297 mg, 0,89 mmol) en MeCN ( 20 ml) se afiadié K2COs3 (249 mg, 1,79 mmol)
y Kl (13 mg, 0,08 mmol) y la mezcla se dejé agitar a 82 °C durante 12 horas. La suspensidn se enfrié a TAy
se filtré sobre una capa de celite enjuagando con hexanos y se concentré. La purificacion mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-100 %/[DCM MeOH al 20 % NH4OH al 1 %])
proporcioné 4-(2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (216 mg, 41 %)
UPLC/ELSD: TR = 2,72 min. MS (ES): m/z (MH*) 651 para C41Hs3sNzO2

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (br, 2H); 2,83-2,29 (br. m, 14H); 1,75-1,00 (br. m, 58H); 0,90 (t, 9H).

Etapa 3: N',N', N2-Trinonil-N2-(2-(piperidin-4-il )etil)etano-1,2-diamina
M M Y Ve e
HN W

De la misma manera que en la Etapa 6 para el Compuesto 44, se sintetizdé N N, A-trinonil-A?-(2-(piperidin-4-
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il)etil)etano-1,2-diamina a partir de 4-(2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-
butilo (216 mg, 0,33 mmol) y TFA (1,27 ml, 16,6 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (178 mg, 97 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,84 min. MS (ES): m/z (MH*) 551 para CssH7sN3

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,08 (br. m, 2H); 2,70-2,25 (br. m, 14H): 2,0 (br, 1H); 1,80-1,02 (br. m, 49H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 4: 2-(Dinonilamino)-1-(4-(2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona

TN T NN
(/J/\/N-\,/ASN.A\,/\V/\/\/
>~ NP N
\/’\/\/\/\N/\H/N K/’\
N N Q

Formula quimicar Csabl N0
Pose motzcutar: 859,36
De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 2-(dinonilamino)-1-(4-(2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona a partir de dinonilglicina (96 mg, 0,29 mmol),
N, N N2-trinonil-N2-(2-(piperidin-4-il)etil)etano-1,2-diamina (178 mg , 0,32 mmol), /Pr2EtN (112 pl, 0,65 mmol)
y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 525 I, 0,88 mmol) en THF (6 ml). Rendimiento (121 mg, 48 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,96 min. MS (ES): m/z (MH*) 860 para CsesH114N4O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,63-4,08 (br. m, 4H); 3,34-2,25 (br. m, 18H); 1,90-1,01 (br. m, 77H); 0,91
(t, 15H).

BA: Compuesto 51: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(ditetradecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: Ditetradecilglicinato de metilo

0 (\/\/\/\/\/\/
\OJ\/N\/\/\/\/\/\\/\/
De la misma manera que en la Etapa 1 del Compuesto 11, se sintetizd 3-(ditetradecilamino)propanoato de
metilo a partir de clorhidrato de éster metilico de glicina (564 mg, 4,49 mmol), tetradecanal (2,1 g, 9,89 mmol),
triacetoxiborohidruro de sodio (2,1 g, 9,89 mmol), acido acético (0,6 ml, 9,89 mmol), trimetilamina (0,93 ml, 6,74
mmol), en DCE (22 ml). Rendimiento (1,93 g, 89 %).
TH-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,34 (s, 2H); 1,56 (t, 4H); 1,60-1,03 (br. m, 48H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 2: Ditetradecilglicinato de litio

o}
oy |
Lj® 8/J\\/N\,/\/"\/‘ R N N g N
Formula quimica: CselgLiNG,

Peso molecular: 473,76

De la misma manera que en la Etapa 2 del Compuesto 11, se sintetizé ditetradecilglicinato de litio a partir de
ditetradecilglicinato de metilo (1,93 g, 4,0 mmol) y LiOH 1 M (20 ml, 20 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento
(1,81 g, 97 %).

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,17 (s, 2H); 2,64 (t, 4H); 1,52 (br. m, 4H); 1,31 (br. m, 44H); 0,93 (t, 6H).

Etapa 3: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(ditetradecilglicil)piperazm-1-il)etan-1-ona

0 r-'“" R N N
r"' % J‘\/ N R i N
N P ™ /\ﬂf B \/’J kv”‘v’"\./‘ Sy

i £
P R S P P N [e)
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De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(ditetradecilglicil)piperazin-1-il)etan-1-ona a partir de ditetradecilglicinato
de litio (126 mg, 0,26 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona (134 mg, 0,24
mmol), IPr2EtN (91 pl, 0,52 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 424 ul, 0,71 mmol) en THF (4 ml)
UPLC/ELSD: TR = 3,64 min. MS (ES): m/z (MH*) 1016 para CssH131N3O2

"H-RMN (300 MHz, CDCls) 6: ppm 3,84-2,34 (br. m, 26H); 1,88-0,99 (br. m, 90H); 0,90 (t, 15H).

BB: Compuesto 52: 3-(Dinonilamino)-1-(4-(3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)Jamino)propanoil)piperazin-1-
il)propan-1-ona

Etapa 1: 3-(Dinonilamino)propanoato de metilo

£

Pt

t
O\\fsgg" 1\,\‘_,,""\"\¢ N..-""\1\:\‘_‘m«““&\"\\\»“'\\‘\g\,f#

P

R N

Férmula quimica: C22HasNO2
Peso molecular: 355,61

A una mezcla de clorhidrato de 3-aminopropanoato de metilo (2,0 g, 14 mmol) y 1-bromononano (2,7 ml, 14
mmol) en MeCN (100 ml) se afiadié K2COs (4,0 g, 29 mmol) y Kl (238 mg, 1,4 mmol) y la mezcla se dejé agitar
a 82 °C durante 12 horas. La suspension se enfrid a TAy se filtrd sobre una capa de celite lavando con hexanos
y se concentré al vacio. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-10
%/DCM) proporcioné 3-(dinonilamino)propanoato de metilo (663 mg, 13 %).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69 (s, 3H); 2,80 (t, 2H); 2,41 (br. m, 6H); 1,70-1,10 (br. m, 28H); 0,90 (t,
BH).

Etapa 2: 3-(Dinonilamino)propanoato de litio

(0]
L2 SJK/\N/\/\/\/\/
W

De la misma manera que en la Etapa 2 del Compuesto 11, se sintetizd 3-(dinonilamino)propanoato de litio a
partir de 3-(dinonilamino)propanoato de metilo (663 mg, 1,86 mmol) y LIiOH 1 M (9,32 ml, 9,32 mmol) en THF
(10 ml). Rendimiento (636 mg, 99 %).

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 2,94-1,65 (br. m, 8H); 1,65-1,04 (br. m, 28H); 0,90 (t, 6H). 4-(3-
(Dinonilamino)propanoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

0
<N : e N e
Formuia quimical Cadland0s

Peso molacular 3R RZ

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(3-
(dinonilamino)propanoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(dinonilamino)propanoato de litio
(636 mg, 1,83 mmol), 1-boc-piperazina (388 mg, 2,08 mmol), /Pr2EtN (726 pl, 4,17 mmol) y T3P (solucién de
EtOAc al 50 %, 3,4 ml, 5,68 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento (839 mg, 87 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,26 min. MS (ES): m/z (MH*) 511 para CzoHssN3zO3

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,71-2,21 (br. m, 16H); 1,92-0,98 (br. m, 37H): 0,90 (t, 6H).
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Etapa 3: 3-(Dinonilamino)-1-(piperazin-1-il)propan-1-ona

O

NJ\/\N
HN(\ NN N

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 3-(dinonilamino)-1-(piperazin-1-
ilpropan-1-ona a partir de 4-(3-(dinonilamino)propanoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (839 mg, 1,65
mmol) y TFA (6,3 ml, 83 mmol) en DCM (7 ml). Rendimiento (501 mg, 74 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,19 min. MS (ES): m/z (MH*) 411 para C2sHs1NsO

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,61 (t, 2H); 3,47 (t, 2H); 2,86 (br. m, 6H); 2,46 (br. m, 6H); 1,80 (br, 1H);
1,56-1,08 (br. m, 28H): 0,90 (t, 6H).

Etapa 4: 3-(Nonilamino)propanoato de metilo

\OJ\/\NH
W

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 52, se sintetizé 3-(nonilamino)propanoato de metilo
a partir de clorhidrato de 3-aminopropanoato de metilo (2,0 g, 14 mmol), 1-bromononano (2,7 ml, 14 mmol),
K2COs (4,0 g, 29 mmol) y KI (238 mg, 1,4 mmol) en MeCN (100 ml). Rendimiento (300 mg, 9 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,70 (s, 3H); 2,91 (t, 2H); 2,60 (br. m, 4H); 1,90 (br, 1H); 1,58-1,02 (br. m,
14H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 5: 3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoato de metilo

I/\/\/\/\

0]
\OJK/\N/\/N\/\/\/\/\\

W

De la misma manera que en la Etapa 9 del Compuesto 10, se sintetizé 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoato de metilo a partir de 3-(nonilamino)propanoato de metilo (300 mg,
1,31 mmol), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (478 mg, 1,44 mmol), K2CO3 (400 mg, 2,88 mmol) y Kl (22
mg, 0,13 mmol) en MeCN (20 ml). Rendimiento (348 mg, 51 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,66 min. MS (ES): m/z (MH*) 526 para CssHessN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,69 (s, 3H); 2,82 (t, 2H); 2,44 (br. m, 12H); 1,85-1,05 (br. m, 42H); 0,90 (t,
9H).

Etapa 6: Acido 3-((2-(dinonilamino)etil)(nonilyamino)propanoico

0 (\/\/\/\

HOJ\/\N/\/NWW\

WN

De la misma manera que en la Etapa 10 del Compuesto 10, se sintetizé acido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoico a partir de 3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoato de
metilo (348 mg, 0,66 mmol) y LIOH 1 M (3,3 ml, 3,3 mmol) en THF (3,3 ml). Rendimiento (338 mg, 99 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,29 min. MS (ES): m/z (MH*) 512 para Cs2HesN202

Etapa 7: 3-(Dinonilamino)-1-(4-(3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)propan-1-ona
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Formuts quimica: (ol s

Pasc msdeowan 3,58

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 3-(dinonilamino)-1-(4-(3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)propan-1-ona a partir de 3-(dinonilamino)-1-(piperazin-
1-il)propan-1-ona (298 mg, 0,73 mmol), &cido 3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoico (338 mg, 0,68
mmol), /PraEtN (254 pl, 1,46 mmol) y T3P (soluciéon de EtOAc al 50 %, 1,18 ml, 1,98 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (218 mg, 37 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,89 min. MS (ES): m/z (MH*) 903 para Cs7H115NsO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,65 (br. M, 4H); 3,50 (br. m, 4H); 2,82 (br. m, 4H); 2,66-2,30 (br. m, 18H);
1,61-1,02 (br. m, 70H): 0,90 (t, 15H).

BC: Compuesto 53: 7-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)heptanoato de etilo

Etapa 1: 7-Bromoheptanoato de etilo

MOV

Br 0
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 15, se sintetizé 7-bromoheptanoato de etilo a partir
de acido 7-bromoheptanoico (1,0 g, 4,8 mmol), etanol (5,6 ml, 96 mmol) y H2SO4 (0,25 ml, 4,8 mmol ) en THF
(6 ml). Rendimiento (911 mg, 80 %).

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,15 (q, 2H); 3,42 (t, 2H); 2,33 (t, 2H); 1,87 (m, 2H); 1,66 (m, 2H); 1,57-1,14
(br. m, 7H).

Etapa 2: 7-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)Jamino)heptanoato de etilo

>L0Jk/ Nu \/\:,vo'\,f
o

Forpnda quintdca: CubleNOy
Peso molecular: 413,64
De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé 7-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)heptanoato de etilo a partir de nonilglicinato de terc-butilo (250 mg, 0,97 mmol), 7-
bromoheptanoato de etilo (253 mg, 1,07 mmol), KoCOs (270 mg, 1,94 mmol) y KI (16 mg, 0,10 mmol) en MeCN
(10 ml). Rendimiento (298 mg, 74 %).
UPLC/ELSD: TR = 1,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 414,68 para C2sH47NO4

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,14 (q, 2H); 3,23 (s, 2H); 2,57 (t, 4H); 2,31 (t, 2H); 1,74-1,12 (br. m, 34H);
0,90 (t, 3H).

Etapa 3: N-(7-Etoxi-7-oxoheptil)-N-nonilglicina

HOJJ\/N\/WYO\/

O
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizé N-(7-etoxi-7-oxoheptil)-N-nonilglicina

a partir de 7-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)heptanoato de etilo (298 mg, 0,72 mmol) y TFA (2,8 ml, 36
mmol) en DCM (3 ml). Rendimiento (244 mg, 95 %).
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UPLC/ELSD: TR = 1,07 min. MS (ES): m/z (MH*) 358,50 para C20H39NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,15 (q, 2H); 3,46 (br, 2H); 3,01 (br, 4H); 2,31 (t, 2H); 1,86-1,10 (br. m, 25H);
0,91 (t, 3H).

Etapa 4: 7-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonilamino)heptanoato de etilo

0 NN

a rA\N/ﬂ\vgNwa\Qx\Aﬂ\/
__./‘A ~ O"J‘L\f’\v‘/\»/ “a N f N \-"lj i\\.»“”" f.\\’ /\"‘f \‘\v‘"s

\-“f \\v"/ *\‘\f"x\\w/ ) {'{}
Formuola quimics: CssHieNsOy
Peso molecolar; 904,51
De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 7-((2-(4-(N-(2-(dinonilamino)eti)-N-
nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)Jamino)heptanoato de etilo a partir de N-(7-etoxi-7-oxoheptil)-N-
nonilglicina (111 mg, 0,31 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona (160 mg,

0,28 mmol), /Pr2EtN (109 pl, 0,62 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,51 ml, 0,81 mmol) en THF (10
ml). Rendimiento (70 mg, 27 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,88 min. MS (ES): m/z (MH*) 905,33 para CasH10oN504

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,00 (q, 2H); 3,65-3,34 (br. m, 8H); 3,19 (s, 2H); 3,13 (s, 2H): 2,50-2,10 (br.
m, 16H); 1,65-0,90 (br. m, 67H); 0,75 (t, 12H).

BD: Compuesto 54: 6-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)hexanoato de propilo

Etapa 1: 6-Bromohexanoato de propilo

]

PO

Br
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 15, se sintetizé 6-bromohexanoato de propilo a
partir de acido 6-bromohexanoico (1,0 g, 5,1 mmol), 1-propanol (1,5 g, 26 mmol) y H2SO4 (0,27 ml, 5,1 mmol )
en THF (5 ml). Rendimiento (1,14 g, 94 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,05 (t, 2H); 3,43 (t, 2H); 2,34 (t, 2H); 1,90 (m, 2H); 1,68 (m, 4H); 1,50 (m,
2H); 0,96 (t, 3H).

Etapa 2: 6-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)Jamino)hexanoato de propilo

o]

PO N

Y

Formula quimica: CogHeNOy

Peso molecular: 413,64

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé 6-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)hexanoato de propilo a partir de nonilglicinato de terc-butilo (250 mg, 0,97 mmol), 6-
bromohexanoato de propilo (253 mg, 1,07 mmol), K2COs (270 mg, 1,94 mmol) y KI (16 mg, 0,10 mmol) en
MeCN (10 ml). Rendimiento (258 mg, 64 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,62 min. MS (ES): m/z (MH*) 414,59 para C24H47NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 4,05 (t, 2H); 3,23 (s, 2H); 2,58 (br. m, 4H); 2,33 (t, 2H); 1,75-1,15 (br. m,
31H); 0,91 (m, 6H).
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Etapa 3: N-Nonil-N-(6-oxo-6-propoxihexil)glicina

Férmula quimica: C2oHzoNO4

Peso molecular: 357,54

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizé N-nonil-N-(6-ox0-6-
propoxihexil)glicina a partir de 6-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)hexanoato de propilo (258 mg, 0,62
mmol) y TFA (2,4 ml, 31 mmol) en DCM (3 ml). Rendimiento (223 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,13 min. MS (ES): m/z (MH*) 358,50 para C20H3z9NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,09 (t, 2H); 3,34 (s, 2H); 2,87 (br. m, 4H); 2,36 (t, 2H); 1,77-1,10 (br. m,
22H): 0,92 (m, 6H).

Etapa 4: 6-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)hexanoato de
propilo

a FMM
{ o M ‘Ji\,« M~ N e N e N
T e o o - N\\/J : ™ e
S
Q

Fomula guinnes; CaallemNsO,

Peso molecular 904,51

De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 6-((2-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-
nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)Jamino)hexanoato de propilo a partir de N-nonil-N-(6-oxo-6-
propoxihexil)glicina (111 mg, 0,31 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona
(160 mg, 0,28 mmol), iPr2EtN (109 ul, 0,62 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,51 ml, 0,81 mmol) en
THF (10 ml). Rendimiento (72 mg, 28 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,91 min. MS (ES): m/z (MH*) 905,33 para CzsH100N504

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,09 (t, 2H); 3,78-3,46 (br. m, 8H); 3,34 (s, 2H); 3,28 (s, 2H); 2,68-2,24 (br.
m, 16H); 1,85-1,10 (br. m, 64H); 0,92 (m, 15H).

BE: Compuesto 55: 5-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)pentanoato de butilo

Etapa 1: 5-Bromopentanoato de butilo

(\/\H/OW
Q
Formula quimica: CoHy;Bro,

Peso molecular: 237,14

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 15, se sintetiz6é 5-bromopentanoato de butilo a partir
de acido 5-bromopentanoico (1,47 g, 8,1 mmol), 1-butanol (0,50 g, 6,8 mmol) y H2SO4 (0,36 ml, 6,8 mmol) en

160



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2913 626 T5

THF (7 ml). Rendimiento (1,42 g, 0,89 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,10 (t, 2H); 4,34 (t, 2H); 2,36 (t, 2H); 1,93 (m, 2H); 1,80 (m, 2H); 1,62 (m,
2H); 1,40 (m, 2H); 0,96 (t, 3H).

Etapa 2: 5-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)pentanoato de butilo
O ]/\/\/\/\
>LO/U\/N\/\/'\H/O\/”\./’
O
Formula quimica: CriH4NOy

Peso molecular: 413,64
De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé 5-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)pentanoato de butilo a partir de nonilglicinato de terc-butilo (250 mg, 0,97 mmol), 5-

bromopentanoato de butilo (253 mg, 1,07 mmol), K2COs (270 mg, 1,94 mmol) y Kl (16 mg, 0,10 mmol) en
MeCN (10 ml). Rendimiento (284 mg, 71 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,67 min. MS (ES): m/z (MH*) 414,59 para C24H47NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 4,09 (t, 2H); 3,23 (s, 2H); 2,58 (m, 4H): 2,34 (t, 2H): 1,74-1,20 (br. m, 31H);
0,93 (m, 6H).

Etapa 3: N-(5-butoxi-5-oxopentil)-N-nonilglicina

¢
Formula quimica; CapgizaNOy
Peso molecular: 357,54
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizé N-(5-butoxi-5-oxopentil)-N-

nonilglicina a partir de 5-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)pentanoato de butilo (284 mg, 0,69 mmol) y
TFA (2,6 ml, 34 mmol) en DCM (3 ml). Rendimiento (245 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,09 min. MS (ES): m/z (MH*) 358,50 para C20HzgNO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) & ppm 4,05 (t, 2H); 3,48 (s, 2H); 3,03 (br. m, 4H); 2,34 (t, 2H); 1,85-1,15 (br. m,
22H): 0,93 (m, 6H).

Etapa 4: 5-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)pentanoato de

butilo

0 (\NJOK/N\/\N/\/\/\/\/
/\/\OJKA/\N/\H’N\) NN NN
NN

De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 5-((2-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-
nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)pentanoato de butilo a partir de N-(5-butoxi-5-oxopentil)-N-
nonilglicina (111 mg, 0,31 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona (160 mg,
0,28 mmol), /Pr2EtN (109 pl, 0,62 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,51 ml, 0,81 mmol) en THF (10
ml). Rendimiento (92 mg, 36 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,88 min. MS (ES): m/z (MH*) 905,33 para CasH10oN504

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,90 (t, 2H); 3,65-3,35 (br. m, 8H); 3,19 (s, 2H): 3,13 (t, 2H); 2,52-2,06 (br.
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m, 16H); 1,65-0,95 (br. m, 64H); 0,77 (m, 15H).

BF: Compuesto 56: Hexanoato de 3-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)propilo

Etapa 1. Hexanoato de 3-bromopropilo
l/\/o\ﬂ/\vf\/
Br O

Farmula quimica: CoHp:BrO:

Peso molecular: 237,14

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 15, se sintetizé6 hexanoato de 3-bromopropilo a
partir de 3-bromopropan-1-ol (0,87 ml, 9,6 mmol), acido hexanoico (10 ml, 8,0 mmol) y H2SO4 (1,0 ml, 8,0
mmol) en THF (10 ml). Rendimiento (823 mg, 44 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,23 (t, 2H); 3,49 (t, 2H), 2,33 (t, 2H); 2,20 (m, 2H); 1,65 (m, 2H); 1,34 (m,
4H), 0,91 (t, 3H).

Etapa 2: Hexanoato de 3-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)propilo

0O M\
>LOJ\/N \/\/O\g/\/\/

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé hexanoato de 3-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)propilo a partir de nonilglicinato de terc-butilo (250 mg, 0,97 mmol), hexanoato de 3-
bromopropilo (253 mg, 1,07 mmol), K2COs (270 mg, 1,94 mmol) y KI (16 mg, 0,10 mmol) en MeCN (10 ml).
Rendimiento (335 mg, 83 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,78 min. MS (ES): m/z (MH*) 414,59 para C24H47NO4

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,14 (t, 2H); 3,23 (s, 2H); 2,68 (t, 2H); 2,58 (t, 2H); 2,30 (t, 2H); 1,79 (m, 2H);
1,64 (m, 2H); 1,55-1,20 (br. m, 27H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: N-(3-(Hexanoiloxi)propil)-N-nonilglicina

B¥oesed

G
Formula quimica: CopHsaNOy

Peso molecular: 357,54

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizd6 N-(3-(hexanoiloxi)propil)-N-
nonilglicina a partir de hexanoato de 3-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)propilo (335 mg, 0,81 mmol) y
TFA (3,1 ml, 40 mmol) en DCM (4 ml). Rendimiento (284 mg, 98 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,11 (t, 2H); 3,17 (s, 2H); 2,68 (br. m, 4H); 2,30 (t, 2H); 1,87 (m, 2H); 1,63
(m, 2H); 1,48 (m, 2H); 1,28 (br. m, 16H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: Hexanoato de 3-((2-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)(nonil)amino)propilo
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W

o) (\Nj\/N\/\N/\/\/\/\/
/\/\)J\O/\/\N/WN\) NN
NN NG

De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé hexanoato de 3-((2-(4-(N-(2-
(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)(nonil)amino)propilo a partir de N-(3-
(hexanoiloxi)propil)-N-nonilglicina (111 mg, 0,31 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazina -1-
il)etan-1-ona (160 mg, 0,28 mmol), /Pr2EtN (109 pl, 0,62 mmol) y T3P (solucidén de EtOAc al 50 %, 0,51 ml,
0,81 mmol) en THF (10 ml). Rendimiento (55 mg, 21 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,94 min. MS (ES): m/z (MH*) 905,25 para CssH100N304

RMN "H (300 MHz, CDCls) & ppm 4,01 (t, 2H); 3,77-3,43 (br. m, 8H), 3,23 (m, 4H); 2,64-2,15 (m, 16H); 1,70
(m, 2H); 1,54 (m, 2H); 1,50-0,96 (br. m, 60H): 0,81 (m, 15H).

BG: Compuesto 57: 8-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)octanoato de
metilo

Etapa 1: 4-(2-((8-Metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

M/\io/

N
. h@/\/

Formula quimmca: CaHaN:Oy

Peso melecular 510,80

A una mezcla de 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (239 mg, 0,67 mmol) y 8-
bromooctanoato de metilo (192 mg, 0,81 mmol) en MeCN (10 ml) se afiadié KoCOs (188 mg, 1,35 mmol) y Kl
(11 mg, 0,07 mmol) y la mezcla se dej6 agitar a 82 °C durante 12 horas. La suspensién se enfrié a TA y se
filtré6 sobre una capa de celite enjuagando con EtOAc y se concentrd al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-80 %/hexanos) proporcion6 4-(2-((8-metoxi-8-
oxooctil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (241 mg, 70 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,87 min. MS (ES): m/z (MH*) 512,76 para CzoHssN204

H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 4,07 (br. m, 2H); 3,69 (s, 3H); 2,70 (m, 2H); 2,37 (br. m, 8H); 1,75-1,00 (br.
m, 40H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: 8-(Nonil(2-(piperidin-4-il)etil)amino)octanoato de metilo

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 8-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)octanoato de metilo a partir de 4-(2-((8-metoxi-8-oxooctil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato
de terc-butilo (241 mg, 0,47 mmol) y TFA (1,8 ml, 24 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (193 mg, 99 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,69 (s, 3H); 3,08 (m, 2H); 2,60 (m, 2H); 2,49-2,24 (br. m, 8H); 2,06 (br, 1H);
1,78-1,02 (br. m, 31H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 3: 8-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)octanoato de metilo
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De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 8-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino) octanoato de metilo a partir de 8-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)octanoato de metilo (141 mg, 0,34 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (188 mg, 0,38
mmol), iPraEtN (132 pl, 0,76 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 614 ul, 1,03 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (70 mg, 23 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,97 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,24 para CssH112N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,64-4,09 (br. m, 2H): 3,69 (s, 3H); 3,42-2,83 (br. m, 3H); 2,69-2,24 (br. m,
19H); 1,81-0,99 (br. m, 73H); 0,90 (t, 12H).

BH: Compuesto 58: 7-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)heptanoato
de etilo

Etapa 1: 4-(2-((7-Etoxi-7-oxoheptil)(nonil)amino)etil)piperidina-1carboxilato de terc-butilo
N\/\/\/\rrox/
BOCI\O/\/ &

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizd 4-(2-((7-etoxi-7-
oxoheptil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (239 mg, 0,67 mmol), 7-bromoheptanoato de etilo (192 mg, 0,81 mmol), K2COs3 (188
mg, 1,35 mmol) y Kl (11 mg, 0,07 mmol) en MeCN (10 ml). Rendimiento (247 mg, 72 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,91 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,62 para CaoHssN2Oa
H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,12 (br. m, 4H); 2,80-2,15 (br. m, 10H); 1,75-1,00 (br. m, 41H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: 7-(Nonil(2-(piperidin-4-il)etil)amino)heptanoato de etilo
NMOV
HI\O/\/ o

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 7-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)heptanoato de etilo a partir de 4-(2-((7-etoxi-7-oxoheptil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato
de terc-butilo (247 mg, 0,48 mmol) y TFA (1,9 ml, 24 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (194 mg, 98 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 4,14 (t, 2H); 3,08 (m, 2H); 2,60 (m, 2H); 2,52-2,24 (br. m, 8H); 2,12 (br, 1H);
1,77-1,05 (br. m, 32H): 0,90 (t, 3H).

7-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)amino)heptanoato de etilo

w

JJ\/N\/\M/\/\//\/\\/

M k/\/‘\/\/
\/\/\/\)

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 7-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)heptanoato de etilo a partir de 7-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)heptanoato de etilo (141 mg, 0,34 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (188 mg, 0,38
mmol), iPraEtN (132 pl, 0,76 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 614 ul, 1,03 mmol) en THF (10 ml).
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Rendimiento (42 mg, 14 %). UPLC/ELSD: TR = 3,00 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,32 para CssH112N4Os

1H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 4,55-3,95 (br. m, 4H): 3,38-2,72 (br. m, 4H); 2,66-2,10 (br. m, 18H); 1,72-
0,91 (br. m, 74H); 0,81 (t, 12H).

Bl: Compuesto 59: 6-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)amino)hexanoato de
propilo

Etapa 1: 4-(2-(nonil(6-oxo-6-propoxihexil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

o

(\A)J\o/\/
Ne ™SS
BOCI\O/\J

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizé 4-(2-(nonil(6-oxo-6-
propoxihexil))amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (239 mg, 0,67 mmol), 6-bromohexanoato de propilo (192 mg, 0,81 mmol), K2COs3 (188
mg, 1,35 mmol) y Kl (11 mg, 0,07 mmol) en MeCN (10 ml). Rendimiento (240 mg, 70 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,93 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,78 para CaoHssN2Oa
H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,05 (br. m, 4H); 2,80-2,20 (br. m, 10H); 1,85-1,04 (br. m, 38H); 0,92 (t, 6H).

Etapa 2: 6-(Nonil(2-(piperidin-4-il)etil)amino)hexanoato de propilo

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 6-(nonil(2-(piperidin-4-
ietillamino)hexanoato de propilo a partir de 4-(2-(nonil(6-oxo-6-propoxihexil))amino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (240 mg, 0,47 mmol) y TFA (1,8 ml, 23 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (183 mg,
95 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,04 (t, 2H); 3,08 (m, 2H); 2,60 (m, 2H); 2,35 (br. m, 8H); 1,95 (br, 1H); 1,75-
1,00 (br. m, 29H); 0,92 (m, 6H).

Etapa 3: 6-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil}-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)hexanoato de propilo
0 (\/\/\/\

/\/CTJJ\/N\/\N/\/\/W

SN NN K/\/\/\/

/\/0\(\/\)

o]

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetiz6 6-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)hexanocato de propilo a partir de 6-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)hexanoato de propilo (141 mg, 0,34 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (188 mg, 0,38
mmol), iPraEtN (132 pl, 0,76 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 614 ul, 1,03 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (67 mg, 22 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,02 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,32 para CssH112N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,65-4,13 (br. m, 2H); 4,05 (t, 2H); 3,50-2,81 (br. m, 4H); 2,69-2,18 (br. m,
18H); 1,98-1,02 (br. m, 71H); 0,92 (br. m, 15H).

BJ: Compuesto 60: 5-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)pentanoato de
butilo
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Etapa 1: 4-(2-((5-Butoxi-5-oxopentil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
N\/\/\l.ro\/\./
BOC[\O/\/ o

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizd 4-(2-((5-butoxi-5-
oxopentil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (239 mg, 0,67 mmol), 5-bromopentanoato de butilo (192 mg, 0,81 mmol), K2CO3 (188
mg, 1,35 mmol) y Kl (11 mg, 0,07 mmol) en MeCN (10 ml). Rendimiento (211 mg, 61 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,95 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,78 para CaoHssN2Oa

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,09 (br. m, 4H); 2,70 (br. m, 2H); 2,38 (br. m, 8H); 1,73-1,02 (br. m, 38H);
0,93 (br. m, 6H).

Etapa 2: 5-(Nonil(2-(piperidin-4-il)etil)amino)pentanoato de butilo

NN
. U\/"éxf\/j)ro\/\,/

Formula quimica: CasliseN: 02
Peso molecular: 410,69
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 5-(nonil(2-(piperidin-4-
ihetillamino)pentanoato de butilo a partir de 4-(2-((5-butoxi-5-oxopentil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-

carboxilato de terc-butilo (211 mg, 0,41 mmol) y TFA (1,6 ml, 21 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (169 mg,
99 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,09 (t, 2H); 3,07 (m, 2H); 2,60 (m, 2H); 2,37 (br. m, 8H); 1,83 (br, 1H); 1,76-
1,04 (br. m, 29H); 0,93 (br. m, 6H).

Etapa 3: 5-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)pentanoato de butilo

o (\/\/\/\

o NJ\/N\/\N/\/\/\/\/
/\/\OJ\/\/\N NN
NP

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 5-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)pentanoato de butilo a partir de 5-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)pentanoato de butilo (141 mg, 0,34 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (188 mg, 0,38
mmol), iPraEtN (132 pl, 0,76 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 614 ul, 1,03 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (46 mg, 15 %). UPLC/ELSD: TR = 3,03 min. MS (ES): m/z (MH") 890,32 para CssH112N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,62-4,13 (br. m, 2H); 4,09 (t, 2H); 3,41-2,84 (br. m, 4H); 2,72-2,25 (br. m,
18H); 1,82-1,02 (br. m, 71H); 0,91 (br. m, 15H).

BK: Compuesto 61: Hexanoato de 3-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-
iletil)(nonil)amino)propilo

Etapa 1: 4-(2-((3-(Hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
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Formula quimica: CapHsgNoOy
Peso molecular: 510,80
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizd 4-(2-((3-
(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir  de 4-(2-
(nonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (239 mg, 0,67 mmol), hexanoato de 3-bromopropilo (192

mg, 0,81 mmol), K2COs (188 mg, 1,35 mmol) y Kl (11 mg, 0,07 mmol) en MeCN (10 ml). Rendimiento (195 mg,
57 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,97 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,86 para CzoHssN204

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,11 (br. m, 4H); 2,69 (m, 2H); 2,56-2,22 (br. m, 8H); 1,76 (m, 2H); 1,65 (m,
4H); 1,55-1,05 (br. m, 32H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 2: Hexanoato de 3-(nonil(2-(piperidin-4-il)etil)amino)propilo
N\/\/OY\//\/

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé hexanoato de 3-(nonil(2-(piperidin-
4-il)etilyamino)propilo a partir de 4-(2-((3-(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-
butilo (195 mg, 0,38 mmol) y TFA (1,5 ml, 19 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (149 mg, 95 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,12 (¢, 2H): 3,08 (m, 2H); 2,70-2,22 (br. m, 10H); 2,07 (br, 1H); 1,70 (br. m,
6H); 1,48-1,00 (br. m, 23H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: Hexanoato de 3-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)propilo

o r’\y/\\/'\\/\
o r/’"\N/ﬂ‘vN\/‘\NN\/‘\/\/’
/"v’\/u~of\x/*~Nf’\/i\\) l\.f“\/'\,—/‘v“
TN TN TN
Formuda quimica: CsaHlaNiCh

Paso molecular: 889,54

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetiz6 hexanoato de 3-((2-(1-(N-(2-
(dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)amino)propilo a partir de hexanoato de 3-(nonil(2-
(piperidin-4-il)etil)amino)propilo (141 mg, 0,34 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (188 mg, 0,38
mmol), iPraEtN (132 pl, 0,76 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 614 ul, 1,03 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (64 mg, 21 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,02 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,41 para CssH112N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,67 (br. m, 4H); 3,42-2,81 (br. m, 3H); 2,73-2,23 (br. m, 19H); 1,87-1,00
(br. m, 71H); 0,90 (t, 15H).

BL: Compuesto 62: 4-((3-(4-(3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)-3-
oxopropil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

Etapa 1: 3-(Nonilamino)propanoato de terc-butilo
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LA,

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 44, se sintetizé 3-(nonilamino)propanoato de terc-
butilo a partir de clorhidrato de 3-aminopropanoato de terc-butilo (2,8 g, 15 mmol), 1-bromononano (3,2 g, 15
mmol), K2COs (4,3 g, 31 mmol) y Kl (256 mg, 1,54 mmol) en MeCN (200 ml). Rendimiento (1,74 g, 42 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 2,86 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,46 (t, 2H): 1,65 (br, 1H); 1,47 (br. m, 11H); 1,29
(br. m, 12H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: 4-((3-(terc-Butoxi)-3-oxopropil)(nonil)amino)butanoato de pentilo
S
NN

WO\/\/\

o)

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé 4-((3-(terc-butoxi)-3-
oxopropil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partir de 3-(nonilamino)propanoato de terc-butilo (750 mg, 2,76
mmol), 4-bromobutanoato de pentilo (786 mg, 3,31 mmol), K2COs (764 mg, 5,52 mmol) y KI (46 mg, 0,28 mmol)
en MeCN (30 ml). Rendimiento (934 mg, 79 %). UPLC/ELSD: TR = 1,82 min. MS (ES): m/z (MH*) 428,62 para
Ca25H49NO4

H-RMN (300 MHz, CDC13) 5: ppm 4,08 (t, 2H); 2,74 (t, 2H); 2,50-2,28 (br. m, 8H); 1,76 (m, 2H); 1,64 (m, 2H);
1,50-1,14 (br. m, 27H): 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: Acido 3-(nonil(4-oxo0-4-(pentiloxi)butil}amino)propanoico

@]
HO)J\/\ N/\/\/\/\/

WOW\

O
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetiz6 acido 3-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)propanoico a partir de 4-((3-(terc-butoxi)-3-oxopropil)(nonil)amino)butanoato de pentilo
(934 mg, 2,18 mmol) y TFA (8,4 ml, 109 mmol) en DCM (10 ml). Rendimiento (793 mg, 98 %).
UPLC/ELSD: TR = 1,23 min. MS (ES): m/z (MH*) 372,52 para C21H41NO4

RMN "H (300 MHz, CDC13) &: ppm 4,10 (t, 2H): 2,88 (t, 2H); 2,70 (br. m, 4H), 2,52 (t, 2H); 2,38 (t, 2H); 1,90
(m, 2H); 1,73-1,49 (br. m, 4H); 1,47-1,17 (br. m, 16H): 0,92 (m, 6H).

Etapa 4: 4-(3-(Nonil(4-oxo-4-pentiloxi)butil)amino)propanoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(3-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)propanoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de é&cido 3-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)propanoico (793 mg, 2,13 mmol), 1-boc-piperazina (477 mg, 2,56 mmol), iPr2EtN (0,82
ml, 4,7 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 3,8 ml, 6,4 mmol). Rendimiento (1,15 g, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,86 min. MS (ES): m/z (MH*) 540,65 para CzoHs7N3sOs

Etapa 5: 4-(Nonil(3-oxo-3-(piperazin-1-il)propil)amino)butanoato de pentilo
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De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizé 4-(nonil(3-oxo-3-(piperazin-1-
il)propil)amino)butanoato de pentilo a partir de 4-(3-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butilyamino)propanoil)piperazina-
1-carboxilato de terc-butilo (1,15 g, 2,13 mmol) y TFA (8,2 ml, 106 mmol) en DCM (10 ml). Rendimiento (901
mg, 96 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,75 min. MS (ES): m/z (MH*) 440,47 para CasHaoN3Oa4

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,70-3,40 (br. m, 4H); 2,88 (br. m, 6H); 2,57 (br. m, 6H); 2,36
(t, 2H); 1,83 (m, 2H); 1,64 (m, 2H); 1,49 (m, 2H); 1,41-1,18 (br. m, 17H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 6: 3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoato de terc-butilo

3 N(\/\/\/\
Xjf\/wNWW

W

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 46, se sintetizé 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoato de terc-butilo a partir de 3-(nonilamino)propanoato de terc-butilo
(1,13 mg, 4,14 mol), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (1,65 g, 4,97 mmol), K2COs3 (1,15 g, 8,33 mmol) y Kl
(138 mg, 0,83 mmol) en MeCN (100 ml). Rendimiento (1,41 g, 60 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,90 min. MS (ES): m/z (MH*) 567,79 para CasH7aN202 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
2,78 (, 2H): 2,69-2,29 (br. m, 12H); 1,55-1,15 (br. m, 51H); 0,90 (t, 9H).

Etapa 7: Acido 3-((2-(dinonilamino)etil)(nonilyamino)propanoico

(\/\/\/\

HO\I'(\"N\/\N/\/\/W

O NN PN

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizd éacido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoico a partir de 3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoato de terc-
butilo (1,41 g, 2,49 mmol) y TFA (9,6 ml, 124 mmol) en DCM (10 ml). Rendimiento (924 mg, 73 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,26 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,78 para CasHesN2O»

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 2,76 (br. m, 6H); 2,61 (br. m, 6H); 2,47 (t, 2H); 1,52 (br. m, 6H); 1,40-1,10
(br. m, 36H); 0,90 (t, 9H).

Etapa 8: 4-((3-(4-(3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)-3-
oxopropil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

O O (\/\/\/\
)OS A SUOORE
N\/\er

C

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-((3-(4-(3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partir
de 4-(nonil(3-oxo-3-(piperazin-1-il)propil)amino)butanoato de pentilo (268 mg, 0,61 mmol), &cido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonilyamino)propanoico (343 mg, 0,67 mmol), /Pr2EtN (234 pl, 1,34 mmol) y T3P (solucién
de EtOAc al 50 %, 1,09 ml, 1,83 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento (243 mg, 43 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,26 min. MS (ES): m/z (MH*) 933,10 para Cs7H113NsO4 TH-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
4,07 (t, 2H); 3,72-3,40 (br. m, 8H); 2,81 (m, 4H); 2,66-2,28 (br. m, 20H); 1,77 (m, 2H): 1,64 (m, 2H); 1,54-1,08
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(br. m, 60H); 0,90 (t, 15H).
BM: Compuesto 69: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-(2-(dinonilamino)etil)pirrolidin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: 3-(2-(Dinonilamino)etil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo

BOCNQ/\/N R N PV N

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetizé 3-(2-(dinonilamino)etil)pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(2-aminoetil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,25 g, 5,47 mmol),
1-bromononano (1,13 g, 5,47 mmol), K2COs (757 mg, 5,47 mmol) y Kl (91 mg, 0,55 mmol) en MeCN (100 ml).
Rendimiento (710 mg, 28 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,23 min. MS (ES): m/z (MH*) 467,74 para CasHssN2Ox

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,67-3,34 (br. m, 2H); 3,34-2,75 (br. m, 2H); 2,52-1,89 (br. m, 8H); 1,70-1,03
(br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 2: N-Nonil-N-(2-(pirrolidin-3-il)etil)nonan-1-amina

HNQ/\/N\/\/\/\/\

Férmula quimica: C24HsoNO2
Peso molecular: 366,68

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé6 N-nonil-N-(2-(pirrolidin-3-
iletil)nonan-1-amina a partir de 3-(2-(dinonilamino)etil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (710 mg, 1,52
mmol) y TFA (5,8 ml, 76 mmol) en DCM (6 ml). Rendimiento (541 mg, 97 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,23 min. MS (ES). m/z (MH*) 367,70 para CasHsoN2 'H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm
3,32-1,90 (br. m, 11H); 1,66-1,14 (br. m, 33H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 3: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-(2-(dinonilamino)etil)pirrolidin-1-il)etan-1-ona

AM (\/\/\/\

a
/\/\/\/\/N\/ﬁN)K/N\/\N/\/\/\/\/

W

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-(2-(dinonilamino)etil)pirrolidin-1-il)etan-1-ona a partir de N-nonil-N-(2-
(pirrolidin-3-il)etil)nonan-1-amina (250 mg, 0,68 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (308 mg, 0,62
mmol), iPr2EtN (0,24 ml, 1,4 mmol) y T3P (soluciéon de EtOAc al 50 %, 1,1 ml, 1,9 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (100 mg, 19 %). UPLC/ELSD: TR = 3,17 min. MS (ES): m/z (MH*) 846, 20 para CssH112N4O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,82-2,90 (br. m, 6H); 2,74-1,94 (br. m, 16H); 1,83-1,00 (br. m, 75H); 0,90
(t, 15H).

BN: Compuesto 70: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-((dinonilamino)metil)pirrolidin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: 3-((Dinonilamino)metil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo

BOCNQ/\N/\‘/W\‘/

I\/\/\/\/

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetiz6é 3-((dinonilamino)metil)pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(aminometil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (2,0 g, 10,0 mmol), 1-
bromononano (2,07 g, 10,0 mmol), K2COs (1,39 g, 10,0 mmol) y KI (166 mg, 1,00 mmol) en MeCN (100 ml).
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Rendimiento (1,16 g, 26 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,17 min. MS (ES): m/z (MH*) 453,72 para C29Hs5N202
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72-2,90 (br. m, 4H); 2,36 (br. m, 6H); 2,04-1,04 (br. m, 40H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 2: N-Nonil-N-(pirrolidin-3-ilmetil)nonan-1-amina
"0

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé N-nonil-N-(pirrolidin-3-ilmetil)nonan-
1-amina a partir de 3-((dinonilamino)metil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,16 g, 2,56 mmol) y TFA (9,8
ml, 128 mmol) en DCM (10 ml). Rendimiento (900 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,17 min. MS (ES): m/z (MH*) 353,66 para CasHasN2
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,33-2,23 (br. m, 10H); 1,99 (br, 1H); 1,65-1,00 (br. m, 31H); 0,90 (t, 6H).
Etapa 3: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-((dinonilamino)metil)pirrolidin-1-il)etan-1-ona

(\/\/\/\

o
\/\/\/\/\N/\GN)K/N\/\N/\/\/\/\/

W W/

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-((dinonilamino)metil)pirrolidin-1-il)etan-1-ona a partir de N-nonil-N-
(pirrolidin-3-ilmetil)nonan-1-amina (200 mg, 0,57 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (256 mg, 0,52
mmol), /Pr2EtN (0,198 ml, 1,14 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,92 ml, 1,56 mmol). Rendimiento
(114 mg, 27 %). UPLC/ELSD: TR = 3,22 min. MS (ES): m/z (MH*) 832,26 para Cs4H110N4O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,79-2,96 (br. m, 6H); 2,75-2,18 (br. m, 16H); 2,12-1,01 (br. m, 73H); 0,90
(t, 15H).

BO: Compuesto 72: 4,4'((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)azanodiil)dibutirato de dipentilo

Etapa 1: 4,4'-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)azanodiil)dibutirato de dipentilo

>|\O j\/ NO/\N
\/oj\o/\/\/

A una mezcla de terc-butilglicina (200 mg, 1,52 mmol) y 4-bromobutanoato de pentilo (759 mg, 3,2 mmol) en
MeCN (30 ml) se afiadié KoCOs ( 637 mg, 4,6 mmol) y Kl (51 mg, 0,30 mmol) y la mezcla se dej6 agitar a 82
°C durante 12 horas. La suspensién se enfrié a TA, se filtré sobre una capa de celite enjuagando con EtOAc y
se concentr6 al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-20
%/hexanos) proporciond 4,4'-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)azanodiil)dibutirato de dipentilo (230 mg, 34 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,54 min. MS (ES): m/z (MH*) 444,61 para C24H4sNOs

H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 4,07 (t, 4H); 3,22 (s, 2H): 2,63 (t, 4H): 2,36 (t, 4H); 1,77 (m, 4H); 1,64 (m,
4H); 1,47 (s, 9H); 1,35 (br. m, 8H); 0,93 (t, 6H).

Etapa 2: Bis(4-oxo0-4-(pentiloxi)butil)glicina
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De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetiz6 bis(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)glicina a
partir de 4,4'-((2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)azanodiil)dibutirato de dipentilo (230 mg, 0,52 mmol) y TFA (2 ml, 26
mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (200 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,80 min. MS (ES): m/z (MH*) 388,51 para C2oHs7NOs 'H-RMN (300 MHz, CDC13) &: ppm
4,05 (t, 4H): 3,10 (s, 2H); 2,58 (m, 4H): 2,32 (t, 4H): 1,80 (br. m, 4H); 1,63 (br. m, 4H); 1,32 (br. m, 8H); 0,92 (t,
6H).

Etapa 3: 4,4'-((2-(4-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)Jazanodiil)dibutirato  de

dipentilo
O (\/W\
/\/\/O\io/\ (\NJ\’N\/\N/WW
N/\l-rN\) W
PNy 0
0

De la misma manera que en la Etapa 7 para el Compuesto 44, se sintetizé 4,4'-((2-(4-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperazin-1-il)-2-oxoetil)azanodiil)dibutirato  de  dipentilo a  partr de  bis(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)glicina (200 mg, 0,52 mmol), 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(piperazin-1-il)etan-1-ona
(265 mg, 0,47 mmol) iPr2EtN (180 pl, 1,03 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 838 pl, 1,41 mmol) en
THF (10 ml). Rendimiento (250 mg, 57 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,85 min. MS (ES): m/z (MH*) 935,26 para CssH107N3Os

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 4H); 3,78-3,46 (br. m, 8H); 3,34 (br. m, 4H): 2,72-2,24 (br. m, 18H);
1,78 (m, 4H); 1,64 (m, 4H); 1,50-1,16 (br. m, 50H); 0,91 (m, 15H).

BP: Compuesto 73: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-(2-(dinonilamino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona

Etapa 1: 3-(2-(Dinonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

R N VA VN
BOCI\O/\’N

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetizé 3-(2-(dinonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(2-aminoetil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,00 g, 4,38 mmol),
1-bromononano (907 mg, 4,38 mmol), K2COs (610 mg, 4,38 mmol) y Kl (73 mg, 0,44 mmol) en MeCN (50 ml).
Rendimiento (514 mg, 24 %). "H-RMN (300 MHz, CDC13) d: ppm 4,12-2,24 (br. m, 10H); 1,92-1,00 (br. m,
44H); 0,90 (t, 6H).

N-Nonil-N-(2-(piperidin-3-il)etil)nonan-1-amina

HI\OA/N\/\/\/’\/\

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé N-nonil-N-(2-(piperidin-3-
iletil)nonan-1-amina a partir de 3-(2-(dinonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (514 mg, 1,07
mmol) y TFA (4,1 ml, 53 mmol) en DCM (4 ml). Rendimiento (378 mg, 93 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,27 min. MS (ES): m/z (MH*) 381,62 para CasHs2N2
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1H-RMN (300 MHz, CDC13) &: ppm 3,12-1,95 (br. m, 11H); 1,93-0,98 (br. m, 35H); 0,90 (t, 6H).

2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-(2-(dinonilamino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona
\/\Q )K/N\/\N/\\/\/\//\/

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 2-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(3-(2-(dinonilamino)etil)piperidin-1-il)etan-1-ona a partir de N-nonil-N-(2-
(piperidin-3-il)etil)nonan-1-amina (250 mg, 0,66 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (297 mg, 0,60
mmol), iPr2EtN (0,23 ml, 1,3 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 1,06 ml, 1,8 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (136 mg, 27 %). UPLC/ELSD: TR = 3,22 min. MS (ES): m/z (MH*) 860,39 para CssH114N4O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,56-4,01 (br. m, 2H); 3,48-2,20 (br. m, 20H); 1,99-1,00 (br. m, 77H); 0,90
(t. 15H).

BQ: Compuesto 71: 4-(Nonil(2-(4-(N-nonil-N-(2-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)etil)glicil)piperazin-1-il)}-2-
oxoetil)amino)butanoato de pentilo Etapa 1: 4-(N-Nonil-N-(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)glicil)piperazina-1-
carboxilato de ferc-butilo

0]
o (\)\O/\/\/
NJJ\/N\/\/\/“\/\

BocN\)

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(N-nonil-N-(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)glicil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de N-nonil-N-(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)glicina
(480 mg, 1,34 mmol), 1-bocpiperazina (275 mg, 1,48 mmol), /Pr2EtN (5,14 pl, 2,95 mmol) y T3P (solucién de
EtOAc al 50 %, 2,40 ml, 4,03 mmol) en THF (15 ml). Rendimiento (700 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,90 min. MS (ES): m/z (MH*) 526,79 para CaeHssNzO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,70-3,10 (br. m, 14H); 2,45 (t, 2H); 2,13 (br. m, 2H); 2,00-1,00
(br. m, 29H); 0,91 (br. m, 6H).

Etapa 2: 4-(Nonil(2-oxo-2-(piperazin-1-il)etil)Jamino)butanoato de pentilo

o]
o MO/\/\/
N)J\/N\/\/\/\/\

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(nonil(2-oxo-2-(piperazin-1-
iletil)amino)butanoato de pentilo a partir de 4-(N-nonil-N-(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)glicil)piperazina-1-carboxilato
de terc-butilo (700 mg, 1,33 mmol) y TFA (5,1 ml, 66,6 mmol) en DCM (5 ml). Rendimiento (560 mg, 99 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,77 min. MS (ES): m/z (MH*) 426,65 para C24H47N303

1H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,07 (t, 2H); 3,59 (br. m, 4H): 3,28 (s, 2H) 2,8 6(br m, 4H); 2,50 (br. m, 4H);
2,33 (t, 2H); 2,05 (br, 1H); 1,77 (m, 2H); 1,63 (m, 2H); 1,30 (br. m, 18H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: 4-((2-Hidroxietil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

O
O/\/\/
HO/\/N\M/\/\

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-((2-
hidroxietil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partir de 2-(nonilamino)etan-1-ol (350 mg, 1,87 mmol), 4-
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bromobutanoato de pentilo (487 mg, 2,06 mmol), K2COs (572 mg, 4,11 mmol) y Kl (31 mg, 0,19 mmol) en
MeCN (40 ml). Rendimiento (427 mg, 66 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,25 min. MS (ES): m/z (MH*) 344,55 para C20H41NO3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,09 (t, 2H); 3,61 (t, 2H); 2,67 (t, 2H); 2,56 (m, 4H): 2,36 (t, 2H); 1,85 (m,
2H); 1,65 (m, 2H); 1,49 (m, 2H); 1,42-1,18 (br. m, 16H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: 4-((2-Cloroetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

0O

T

C|/\/N\/\/\/\/\

De la misma manera que en la Etapa 2 para el Compuesto 18, se sintetizd 4-((2-
cloroetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partir de 4-((2-hidroxietil)(nonil)amino)butanoato de pentilo (427
mg, 1,27 mmol), cloruro de metanosulfonilo (120 pl, 1,55 mmol) y trimetilamina (225 pl, 1,62 mmol) en DCM (8
ml). Rendimiento (448 mg, 99 %). UPLC/ELSD: TR = 1,52 min. MS (ES): m/z (MH") 362,51 para C20H40CINO2

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,07-3,71 (br. m, 4H); 3,45-2,76 (br. m, 6H); 2,30 (br. m, 2H); 2,24-1,05 (br.
m, 22H); 0,82 (br. m, 6H).

Etapa 5: 4-((2-((2-(terc-Butoxi)-2-oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

O
>LOJK/N\/\N/\/\/\\/\/

Wow\/\

O

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 46, se sintetizé 4((2-((2-(terc-butoxi)-2-
oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo a partir de nonilglicinato de terc-butilo (338 mg, 1,31
mmol), 4-((2-cloroetil)(nonil)amino)butanoato de pentilo (527 mg, 1,46 mmol), K2CO3 (402 mg, 2,89 mmol) y Kl
(22 mg, 0,13 mmol) en MeCN (30 ml). Rendimiento (200 mg, 26 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,03 min. MS (ES): m/z (MH*) 583,95 para CssH70N204

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,07 (t, 2H); 3,27 (s, 2H); 2,76-2,24 (br. m, 12H): 1,85-1,10 (br. m, 45H);
0,90 (m, 9H).

Etapa 6: N-Nonil-N-(2-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)etil)glicina

(\/\/\/\

Q
HO/”\/N\/\N/\/\/\/\/

K/\H/O\/\/\

O

-(nonil(4-oxo-4-
-(terc-butoxi)-2-
I, 17,2 mmol) en

De la misma manera que en la Etapa 5 para el Compuesto 46, se sintetizé N-nonil-N-(2
(pentiloxi)butil)amino)etil)glicina a partir de 4((2-((2
oxoetil)(nonil)amino)etil)(nonil)amino)butanoato de pentilo (200 mg, 0,34 mmol)y TFA (1,31 m
DCM (2 ml). Rendimiento (160 mg, 89 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,39 min. MS (ES): m/z (MH*) 527,77 para Ca1HeaN2Oa

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,09 (t, 2H); 3,27 (s, 2H); 2,04-2,74 (br. m, 6H); 2,61 (t, 2H); 2,37 (m, 2H);
2,15-1,90 (br. m, 2H); 1,80-1,05 (br. m, 36H); 0,90 (m, 9H).

Etapa 7 4-(Nonil(2-(4-(N-nonil-N-(2-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)etil)glicil)piperazin-1-il)-2-
oxoetil)amino)butanoato de pentilo
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(\/\/\/\

(0]
W\N\N/WN\) K-/\”/o\x/\/\
/\/\/OW % 0
O

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(nonil(2-(4-(N-nonil-N-(2-(nonil(4-
oxo-4-(pentiloxi)butil)Jamino)etil)glicil) piperazin-1-il)-2-oxoetil)Jamino)butanoato de pentilo a partir de 4-(nonil(2-
oxo-2-(piperazin-1-il)etillJamino)butanoato de pentilo (142 mg, 0,33 mmol), N-nonil-N-(2-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butilyamino)etil)glicina (160 mg, 0,30 mmol), iPr2EtN (116 pl, 0,67 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al
50 %, 542 pl, 0,91 mmol). Rendimiento (53 mg, 19 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,79 min. MS (ES): m/z (MH*) 935,34 para CssH107N3Os

H-RMN (300 MHz, CDC13) : ppm 4,08 (t, 4H); 3,78-3,53 (br. m, 8H); 3,32 (br. m, 4H); 2,76-2,24 (br. m, 18H);
1,87-1,10 (br. m, 58H); 0,91 (br. m, 15H).

BR: Compuesto 80: 4-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-3-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de
pentilo

Etapa 1: 3-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
S ;
O U\/ e S N e

Formula quimica; CyiHaN>O,

Peso malecular: 354,38

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetiz6é 3-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(2-aminoetil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,00 g, 4,38 mmol),
1-bromononano (907 mg, 4,38 mmol), K2COs (610 mg, 4,38 mmol) y Kl (73 mg, 0,44 mmol) en MeCN (50 ml).
Rendimiento (474 mg, 31 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,23 min. MS (ES): m/z (MH*) 355,58 para C21H42N202

"H-RMN (300 MHz, CDC13) &: ppm 3,88 (br, 2H); 3,00-2,43 (br. m, 6H); 1,92-0,97 (br. m, 30H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: 3-(2-(Nonil(4-oxo-4-pentiloxi)butil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
Q
>I\ 0 MO/\/\/
OJ\U\/N\/\/\/\/\

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizé 3-(2-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (474 mg, 1,34 mmol), 4-bromobutanoato de pentilo (380 mg, 1,6 mmol), K2COs3 (223
mg, 1,60 mmol) y Kl (44 mg, 0,27 mmol) en MeCN (15 ml). Rendimiento (492 mg, 72 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,09 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,70 para CzoHssN204

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,08 (t, 2H): 3,90 (br. m, 2H); 2,87-2,22 (br. m, 10H); 1,91-1,00 (br. m, 38H);
0,91 (m, 6H).

Etapa 3: 4-(Nonil(2-(piperidin-3-il)etil)amino)butanoato de pentilo
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De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(nonil(2-(piperidin-3-
ietillamino)butanocato de pentilo a partir de 3-(2-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (492 mg, 0,96 mmol) y TFA (3,7 ml, 48 mmol) en DCM (4 ml). Rendimiento (390 mg,
99 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,85 min. MS (ES): m/z (MH*) 411,72 para CasHsoN202 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
4,08 (t, 2H); 3,03 (br. m, 2H); 2,66-2,18 (br. m, 10H); 2,18-0,98 (br. m, 30H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: 4-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil}-N-nonilglicil)piperidin-3-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo

0

\/\/\O)I\/\l o TS

SN N)J\/N\/\N/\/\/\\/“\/

W

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperidin-3-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo a partir de 4-(nonil(2-(piperidin-3-
iletil)amino)butanoato de pentilo (250 mg, 0,61 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (275 mg, 0,55
mmol), PraEtN (0,21 ml, 1,2 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,98 ml, 1,7 mmol). Rendimiento (96
mg, 20 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,08 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,32 para CseH112N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,55-4,01 (br. m, 4H); 3,48-2,21 (br. m, 22H); 1,95-1,00 (br. m, 71H); 0,90
(m, 15H).

BS: Compuesto 81: 4-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)pirrolidin-3-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de
pentilo

Etapa 1: 3-(2-(Nonilamino)etil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo

N
BQCNQ/\/ P W N T
Formula quimica: CopFlioN2 0>

Peso moelecular; 340 53

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetiz6é 3-(2-(nonilamino)etil)pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(2-aminoetil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,25 g, 5,47 mmol),
1-bromononano (1,13 g, 5,47 mmol), K2COs (757 mg, 5,47 mmol) y Kl (91 mg, 0,55 mmol) en MeCN (100 ml).
Rendimiento (420 mg, 23 %).
UPLC/ELSD: TR = 1,08 min. MS (ES): m/z (MH*) 341,52 para C20H40N202
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,68-1,91 (br. m, 9H); 1,71-1,12 (br. m, 28H); 0,90 (t, 3H).
Etapa 2: 3-(2-(Nonil(4-oxo-4-pentiloxi)butil)amino)etil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo
O
g
BOCMQ/\/N\/\/\/’\/\

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizé 3-(2-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)etil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(2-(nonilamino)etil)pirrolidina-1-
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carboxilato de terc-butilo (420 mg, 1,23 mmol), 4-bromobutanoato de pentilo (321 mg, 1,36 mmol), Ko2CO3 (187
mg, 1,36 mmol) y Kl (41 mg, 0,25 mmol). Rendimiento (390 mg, 64 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,98 min. MS (ES): m/z (MH*) 497,67 para CasHssN2Oa

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,50 (br. m, 2H); 3,34-2,76 (br. m, 2H); 2,52-1,87 (br. m, 10H);
1,87-1,02 (br. m, 34H): 0,91 (t, 6H).

Etapa 3: 4-(Nonil(2-(pirrolidin-3-il)etil)amino)butanoato de pentilo
Q

MO/\\,/\/’

Formula quimica: CaHyggNoOs

Peso molecular: 396,66

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(nonil(2-(pirrolidin-3-
ietillamino)butanocato de pentilo a partir de 3-(2-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)etil)pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (390 mg, 0,79 mmol) y TFA (3,0 ml, 40 mmol) en DCM (3 ml). Rendimiento (298 mg,
96 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 397,62 para C24H4sN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,20-2,82 (br. m, 4H); 2,58-2,24 (br. m, 8H); 2,11-1,11 (br. m,
28H): 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: 4-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil}-N-nonilglicil)pirrolidin-3-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo

Q

o

@]
/\/\/\/\/N\/\C/N)K/NVI\N/\/\/\/\/

WN

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)pirrolidin-3-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo a partir de 4-(nonil(2-(pirrolidin-3-
iletil)amino)butanoato de pentilo (202 mg, 0,51 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (230 mg, 0,46
mmol), /Pr2EtN (0,177 ml, 1,0 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,82 ml, 1,4 mmol) en THF (10 ml).
Rendimiento (109 mg, 27 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,06 min. MS (ES): m/z (MH*) 876,30 para CssH110N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5 ppm 4,08 (t, 2H); 3,83-2,85 (br. m, 7H); 2,78-1,88 (br. m, 19H); 1,83-1,14 (br. m,
B67H): 0,90 (m, 15H).

BT: Compuesto 82: 4-(((1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)pirrolidin-3-il)metil)(nonil)amino)butanoato de
pentilo

Etapa 1: 3-((Nonilamino)metil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo

BGCNQ/\N’W\’/\“/
H

Formula quimica: CigHasNaOn

Peso moelecular: 326,33

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetizé 3-((nonilamino)metil)pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo a partir de 3-(aminometil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo (2,0 g, 10,0 mmol), 1-
bromononano (2,07 g, 10,0 mmol), K2COs (1,39 g, 10,0 mmol) y KI (166 mg, 1,00 mmol) en MeCN (100 ml).
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Rendimiento (1,53 g, 47 %).
UPLC/ELSD: TR = 0,92 min. MS (ES): m/z (MH*) 327,54 para C19H3sN202
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,69-1,79 (br. m, 9H); 1,74-1,13 (br. m, 26H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: 3-((Nonil(4-oxo-4-pentiloxi)butil)Jamino)metil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo

BOCNQ/\ K/\H,

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizd6 3-((nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)metil)pirrolidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 3-((nonilamino)metil)pirrolidina-1-
carboxilato de terc-butilo (500 mg, 1,53 mmol), 4-bromobutanoato de pentilo (400 mg, 1,68 mmol), K2COs3 (423
mg, 3,07 mmol) y KI (51 mg, 0,31 mmol) en MeCN (100 ml). Rendimiento (233 mg, 32 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,85 min. MS (ES): m/z (MH*) 483,65 para C2sHs4N204

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,08 (t, 2H); 3,59-2,91 (br. m, 4H); 2,49-1,83 (br. m, 10H); 1,83-1,13 (br. m,
32H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: 4-(Nonil(pirrolidin-3-ilmetil)amino)butanoato de pentilo

Formula quimica: CasHusN2O;
Peso molecular; 382,63
De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(nonil(pirrolidin-3-
ilmetil)Jamino)butanocato de pentilo a partir de 3-((nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)metil)pirrolidina-1-
carboxilato de ferc-butilo (233 mg, 0,48 mmol)y TFA (1,84 ml, 24 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (179 mg,
97 %).
UPLC/ELSD: TR = 0,70 min. MS (ES): m/z (MH*) 383,51 para C23HsN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,08 (t, 2H); 3,11-2,81 (br. m, 3H); 2,67-1,51 (br. m, 16H); 1,51-1,03 (br. m,
19H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: 4-(((1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)pirrolidin-3-il)metil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo

(\/\/\/\

\/\/\/\/\N/\GNJK/N\/\N/\/\/\/\/

/\/\/OW WW

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-(((1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-N-
nonilglicil)pirrolidin-3-il)metil)(nonil)amino)butanoato  de  pentilo a partir de  4-(nonil(pirrolidin-3-
ilmetil)amino)butanoato de pentilo (179 mg, 0,47 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (211 mg, 0,43
mmol), /Pr2EtN (163 pl, 0,95 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 0,76 ml, 1,1 mmol). Rendimiento (88
mg, 24 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,05 min. MS (ES): m/z (MH*) 862,28 para CaaH10sN4Os
1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,76-2,17 (br. m, 24H); 2,12-1,05 (br. m, 67H); 0,90 (m, 15H).

BU: Compuesto 83: 4-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonilJamino)butanoato de
pentilo
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Etapa 1: 4-(2-(Nonil(4-oxo-4-pentiloxi)butil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo
O
!/\,JJ s sl et

N e ™ ™
BQCPO/\/

Formula quinnca: CapHsgN20Oy
Peso molecular: 510,80
De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizé 4-(2-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)etil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(2-(nonilamino)etil)piperidina-1-

carboxilato de terc-butilo (500 mg, 1,41 mmol), 4-bromobutanoato de pentilo (368 mg, 1,55 mmol), K2CO3 (390
mg, 2,82 mmol) y Kl (23 mg, 0,14 mmol) en MeCN (100 ml). Rendimiento (487 mg, 68 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,03 min. MS (ES): m/z (MH*) 511,57 para CzoHssN204

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (m, 4H); 2,69 (m, 2H); 2,51-2,25 (br. m, 8H); 1,83-1,55 (br. m, 6H);
1,53-1,02 (br. m, 32H): 0,91 (m, 6H).

Etapa 2: 4-(Nonil(2-(piperidin-4-il)etil)amino)butanoato de pentilo

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizdé 4-(nonil(2-(piperidin-4-
ietillamino)butanocato de pentilo a partir de 4-(2-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)etil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (487 mg, 0,953 mmol) y TFA (3,6 ml, 48 mmol) en DCM (4 ml). Rendimiento (386 mg,
98 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,87 min. MS (ES): m/z (MH*) 411,43 para C2sHs0N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,07 (m, 2H); 2,60 (m, 2H); 2,50-2,28 (br. m, 8H); 2,03 (br, 1H);
1,86-1,55 (br. m, 6H); 1,52-1,02 (br. m, 23H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: 4-((2-(1-(N-(2-(Dinonilamino)etil)-N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo
o T
AN/”\/N\/\N/\/\/\VA\/
R N e L»/\/*\.f'\/
/WO\F/\/J
o

Formula quimica: C?&HU{}NiO}
Pesn molecudar 88%.54
De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-((2-(1-(N-(2-(dinonilamino)etil)-
N-nonilglicil)piperidin-4-il)etil)(nonil)Jamino)butanoato de pentilo a partir de 4-(nonil(2-(piperidin-4-
iletil)amino)butanoato de pentilo (351 mg, 0,855 mmol), N-(2-(dinonilamino)etil)-N-nonilglicina (467 mg, 0,941

mmol), /Pr2EtN (328 pl 1,88 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 1,53 ml, 2,56 mmol) en THF (15 ml).
Rendimiento (192 mg, 25 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,00 min. MS (ES): m/z (MH*) 890,13 para CssH112N4O3 H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
4,61-4,14 (br. m, 2H); 4,08 (t, 2H); 3,40-2,24 (br. m, 22H); 1,86-0,99 (br. m, 71H); 0,90 (m, 15H).

BV: Compuesto 84: 4-((3-(1-(3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperidin-4-
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il)propil)(nonil)amino)butanoato de pentilo

Etapa 1: 4-(3-(Nonilamino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

ﬁ/\../\./\/\/
BocN

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetizé 4-(3-(nonilamino)propil)piperidina-
1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(3-aminopropil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (2,50 g, 10,3
mmol), 1-bromononano (2,14 g, 10,3 mmol), K2COs (2,85 g, 20,6 mmol) y Kl (171 mg, 0,170 mmol) en MeCN
(200 ml). Rendimiento (1,27 g, 33 %).

"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (m, 2H); 2,69 (br. m, 8H); 1,79-0,98 (br. m, 32H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: 4-(3-(Nonil(4-oxo-4-pentiloxi)butil)amino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

Formula quimica: CiiHgN2Oy

Peso molecular: 524,83

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizé 4-(3-(nonil(4-oxo-4-
(pentiloxi)butil)amino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(3-(nonilamino)propil)piperidina-
1-carboxilato de terc-butilo (500 mg, 1,36 mmol), 4-bromobutanoato de pentilo (354 mg, 1,49 mmol), KoCOs
(375 mg, 2,71 mmol) y Kl (23 mg, 0,14 mmol) en MeCN (20 ml). Rendimiento (624 mg, 88 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,12 min. MS (ES): m/z (MH*) 525,60 para C31HsoN204 "H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
4,08 (br. m, 4H), 2,69 (m, 2H); 2,38 (br. m, 8H); 1,85-1,55 (br. m, 6H); 1,54-1,00 (br. m, 34H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 3: 4-(Nonil(3-(piperidin-4-il)propil)amino)butanoato de pentilo

Formula quimica: CagHs:N2Oo

Peso molecular: 424,71

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizd 4-(nonil(3-(piperidin-4-
il)propil)amino)butanoato de pentilo a partir de 4-(3-(nonil(4-oxo-4-(pentiloxi)butil)amino)propil)piperidina-1-
carboxilato de terc-butilo (624 mg, 1,19 mmol) y TFA (4,5 ml, 60 mmol) en DCM (5 ml). Rendimiento (467 mg,
92 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,94 min. MS (ES): m/z (MH*) 424,62 para C2sHs52N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,16 (m, 2H); 2,65 (m, 2H); 2,39 (br. m, 8H); 1,84-1,57 (br. m,
6H); 1,52-1,04 (br. m, 26H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 4: 4-((3-(1-(3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperidin-4-il)propil)(nonil)amino)butanoato

de pentilo

oo Tle ot

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé 4-((3-(1-(3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperidin-4-il)propil)(nonil)amino)butanoato de pentilo a partir de 4-
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(nonil(3-(piperidin-4-il)propil)amino)butanoato de pentilo (259 mg, 0,61 mmol), acido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonilyamino)propanoico (343 mg, 0,67 mmol), /Pr2EtN (234 pl, 1,34 mmol) y T3P (solucién
de EtOAc al 50 %, 1,09 ml, 1,83 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento (270 mg, 48 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,85 min. MS (ES): m/z (MH*) 918,18 para CssH11N4Os

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,61 (m, 1H); 4,08 (t, 2H); 4,08 (m, 1H); 3,08-2,72 (br. m, 4H); 2,63-2,26 (br.
m, 20H); 1,87-1,57 (br. m, 6H); 1,54-1,00 (br. m, 67H); 0,90 (m, 15H).

BW: Compuesto 85: 3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(3-(dinonilamino)propil)piperidin-1-il)propan-1-
ona

Etapa 1: 4-(3-(Dinonilamino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

N/\/W\/
BocN I\/\/\/\/

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 49, se sintetizé 4-(3-(dinonilamino)propil)piperidina-
1-carboxilato de terc-butilo a partir de 4-(3-aminopropil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (2,50 g, 10,3
mmol), 1-bromononano (2,14 g, 10,3 mmol), K2COs (2,85 g, 20,6 mmol) y Kl (171 mg, 0,170 mmol) en MeCN
(200 ml). Rendimiento (1,03 g, 20 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,46 min. MS (ES): m/z (MH*) 495,66 para Cz1Hs2N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,09 (br. m, 2H); 2,69 (br. m, 2H); 2,39 (br. m, 6H); 1,75-1,00 (br. m, 46H);
0,90 (t, 6H).

Etapa 2: N-Nonil-N-(3-(piperidin-4-il)propil)nonan-1-amina

NI e
HN k/\/\/\/

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé N-nonil-N-(3-(piperidin-4-

il)propil)nonan-1-amina a partir de 4-(3-(dinonilamino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (1,03 g, 2,08

mmol) y TFA (8,0 ml, 104 mmol) en DCM (10 ml). Rendimiento (778 mg, 95 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,31 min. MS (ES): m/z (MH*) 395,61 para CasHaaN2

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,18-2,50 (br. m, 4H): 2,40 (br. m, 6H); 1,70 (m, 2H); 1,58-1,03 (br. m, 36H);
0,90 (t, 6H).

Etapa 3: 3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(3-(dinonilamino)propil)piperidin-1-il)propan-1-ona

o NN

N/U\/\N/\/N\/\/\/\/\
AT

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizd 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)-1-(4-(3-(dinonilamino)propil)piperidin-1-il)propan-1-ona a partir de N-nonil-N-
(3-(piperidin-4-il)propil)nonan-1-amina (247 mg, 0,63 mmol), acido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoico (352 mg, 0,69 mmol), /Pr2EtN (240 pl, 1,4 mmol) y T3P (solucién de
EtOAc al 50 %, 1,1 ml, 1,9 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento (293 mg, 53 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,01 min. MS (ES): m/z (MH*) 888,08 para CssH11sN4O

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,61 (m, 1H); 3,86 (m, TH); 2,99 (m, 1H); 2,82 (m, 2H); 2,61-2,29 (br. m,
19H); 1,75 (m, 2H); 1,60-1,00 (br. m, 77H); 0,89 (t, 15H).

BX: Compuesto 86: Hexanoato de 3-((3-(4-(3-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)-3-
oxopropil)(nonil)amino)propilo

Etapa 1: Hexanoato de 3-((3-(terc-butoxi)-3-oxopropil)(nonil)amino)propilo
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>LOJ(L/\N/\/\Oj\/\/\
NN

De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 44, se sintetizé heptanoato de 2-((3-(terc-butoxi)-3-
oxopropil)(nonil)amino)etilo a partir de 3-(nonilamino)propanoato de ferc-butilo (750 mg, 2,76 mmol), hexanoato
de 3-bromopropilo (786 mg, 3,32 mmol), K2COs (764 mg, 5,53 mmol) y Kl (46 mg, 0,28 mmol) en MeCN (100
ml). Rendimiento (661 mg, 56 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,80 min. MS (ES): m/z (MH*) 428,49 para CasHasNO4 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
4,12 (t, 2H); 2,73 (t, 2H); 2,56-2,24 (br. m, 8H); 1,77 (m, 2H); 1,64 (m, 2H); 1,55-1,10 (br. m, 27H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 2: Acido 3-((3-(hexanoiloxi)propil)(nonilJamino)propanoico

Q O

HOJK/\N/\/\O)K/\/\
NN

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 44, se sintetizd éacido 3-((3-
(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propanoico a partir  de hexanoato de  3-((3-(terc-butoxi)-3-
oxopropil)(nonil)amino)propilo (661 mg, 1,55 mmol) y TFA (5,9 ml, 77 mmol) en DCM (6 ml). Rendimiento (556
mg, 97 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,14 min. MS (ES): m/z (MH*) 372,31 para C21H41NO4

1H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 4,13 (t, 2H); 2,84 (t, 2H): 2,72 (t, 2H); 2,62 (t, 2H); 2,46 (t, 2H); 2,31 (t, 2H);
1,90 (m, 2H); 1,72-1,10 (br. m, 20H); 0,90 (M, 6H).

Etapa 3: 4-(3-((3-(Hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propanoil )piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

o]
(\NJJ\/\N/\/\OJJ\/\/\
BOCN\) W
De la misma manera que en la Etapa 3 para el Compuesto 11, se sintetizd 4-(3-((3-
(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propanoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo a partir de acido 3-((3-
(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propanocico (570 mg, 1,49 mmol), 1-boc-piperazina (334 mg, 1,80 mmol),

iPr2EtN (573 pl, 3,29 mmol) y T3P (solucién de EtOAc al 50 %, 2,67 ml, 4,49 mmol) en THF (20 ml). Rendimiento
(635 mg, 79 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,85 min. MS (ES): m/z (MH*) 540,52 para CzoH37N30s

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,12 (t, 2H); 3,60 (m, 2H); 3,46 (br. m, 6H); 2,80 (m, 2H); 2,58-2,37 (br. m,
BH); 2,30 (t, 2H); 1,78 (m, 2H); 1,63 (m, 2H); 1,54-1,10 (br. m, 27H); 0,90 (m, 6H) .

Etapa 4: Hexanoato de 3-(nonil(3-oxo-3-(piperazin-1-il)propil)amino)propilo

o

(\NJ\/\N/\/\OJO]\/\/\
HN NN NN

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé hexanoato de 3-(nonil(3-oxo-3-
(piperazin-1-il)propil)amino)propilo a partir de 4-(3-((3-(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propanoil)piperazina-1-
carboxilato de terc-butilo (635 mg, 1,18 mmol) y TFA (4,5 ml, 59 mmol) en DCM (5 ml). Rendimiento (510 mg,
99 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,72 min. MS (ES): m/z (MH*) 440,47 para CasHaoNsO3

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,12 (t, 2H); 3,60 (m, 2H) 3,46 (m, 2H); 2,85 (br. m, 6H); 2,49 (br. m, 6H);
2,30 (t, 2H); 1,80 (m, 2H); 1,64 (m, 2H); 1,52-1,10 (br. m, 19H); 0,91 (m, 6H).

Etapa 5: Hexanoato de 3-((3-(4-(3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)-3-
oxopropil)(nonil)amino)propilo
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o S

JK/\ AN SN
W (\N N
VWOWNWN\) WW

De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé hexanoato de 3-((3-(4-(3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)(nonil)amino)propilo a partir de hexanoato
de  3-(nonil(3-oxo-3-(piperazin-1-il)propil)amino)propilo (154 mg, 0,351 mmol), acido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonilyamino)propanoico (197 mg, 0,386 mmol), iPr2EtN (134 pl, 0,77 mmol) y T3P (solucién
de EtOAc al 50 %, 616 pl, 1,05 mmol) en THF (10 ml). Rendimiento (69 mg, 21 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,70 min. MS (ES): m/z (MH*) 933,10 para Cs7H113N504

H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 4,12 (t, 2H); 3,72-3,40 (br. m, 8H); 2,81 (br. m, 4H); 2,61-2,36 (br. m, 18H);
2,30 (, 2H); 1,78 (m, 2H); 1,64 (m, 2H); 1,54-1,06 (br. m, 60H); 0,90 (m, 15H).

BY: Compuesto 87: Hexanoato de 3-((3-(1-(3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperidin-4-
il)propil)(nonil)amino)propilo

Etapa 1: 4-(3-((3-(Hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo

O

NN O

De la misma manera que en la Etapa 1 para el Compuesto 57, se sintetizd 4-(3-((3-
(hexanoiloxi)propil)(nonil)amino)propil)piperidina-1-carboxilato  de  terc-butilo a partir de 4-(3-
(nonilamino)propil)piperidina-1-carboxilato de terc-butilo (500 mg, 1,36 mmol), hexanoato de 3-bromopropilo
(386 mg, 1,63 mmol), K2COs (375 mg, 2,71 mmol) y Kl (45 mg, 0,27 mmol) en MeCN (100 ml). Rendimiento
(322 mg, 45 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,09 min. MS (ES): m/z (MH*) 525,60 para Cz1HsoN204

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,12 (br. m, 4H); 2,67 (m, 2H); 2,56-2,24 (br. m, 8H); 1,90-1,00 (br. m, 40H);
0,91 (m, 6H).

Etapa 2: Hexanoato de 3-(nonil(3-(piperidin-4-il)propil)amino)propilo

N/\/\OJJ\/\/\
H'O/\/\ NP

De la misma manera que en la Etapa 4 para el Compuesto 11, se sintetizé hexanoato de 3-(nonil(3-(piperidin-
4-il)propil)amino)propilo a partir de 4-(3-((3-(hexanoiloxi)propil)(nonilyamino)propil)piperidina-1-carboxilato de
terc-butilo (322 mg, 0,614 mmol) y TFA (2,3 ml, 31 mmol) en DCM (2,5 ml). Rendimiento (260 mg, 99 %).
UPLC/ELSD: TR = 0,89 min. MS (ES): m/z (MH*) 425,54 para C2sHs52N202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,12 (t, 2H); 3,12 (m, 2H); 2,75-2,24 (br. m, 10H); 1,84-1,54 (br. m, 6H);
1,54-1,02 (br. m, 26H): 0,90 (m, 6H).

Etapa 3: Hexanoato de 3-((3-(1-(3-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperidin-4-
il)propil)(nonil)amino)propilo
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De la misma manera que en la Etapa 11 para el Compuesto 11, se sintetizé hexanoato de 3-((3-(1-(3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonil)amino)propanoil)piperidin-4-il)propil(nonil)amino)propilo a partir de hexanoato de 3-
(nonil(3-(piperidin-4-il)propil)amino)propilo (149 mg, 0,351 mmol), acido 3-((2-
(dinonilamino)etil)(nonilyamino)propanoico (197 mg, 0,386 mmol), iPr2EtN (134 pl, 0,77 mmol) y T3P (solucién
de EtOAc al 50 %, 616 pl, 1,05 mmol) en THF (10 ml). Rendimiento (39 mg, 12 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,83 min. MS (ES): m/z (MH*) 918,01 para CssH11N4O3

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 4,61 (m, 1H); 4,12 (t, 2H); 3,87 (m, 1H); 3,08-2,74 (br. m, 4H); 2,70-2,23 (br.
m, 20H); 1,82-1,56 (br. m, 6H); 1,56-1,00 (br. m, 67H); 0,90 (m, 15H).

BZ. Compuesto 17-1: 2-(Dihexilamino)etan-1-ol

NN,
HO™ N (Compuesto 17-1)

A una solucién de 1-bromohexano (5 g, 82 mmol) en MeCN (380 ml) se afiadié etanolamina (11,5 ml, 82 mmol),
KoCOs (22,7 g, 164 mmol) y Kl (1,36 g, 8,2 mmol). La reaccién se dejé agitar a 82 °C durante 48 horas. La
mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se filtrd y los sélidos se lavaron con hexanos. El filtrado
se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio. La purificacibn mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 2-(dihexilamino)etan-1-ol
(2,58 g, 14 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 229,95 para C1aH::NO RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm
3,62 (t, 2H); 2,70 (t, 2H): 2,57 (t, 4H): 1,50 (br. m, 4H); 1,30 (br, 12H); 0,91 (t, 6H).

CA. Compuesto 17-2: 2-(Hexil((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
Etapa 1: 2-(Hexilamino)etan-1-ol

Se aislé 2-(hexilamino)etan-1-ol de la misma reaccién que produjo con el Compuesto 1, 2-(dihexilamino)etan-
1-ol.

H
HO/\/NW\/

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,62 (t, 2H): 2,78 (t, 2H); 2,62 (t, 2H); 2,10-1,80 (br. m, 2H); 1,49 (m, 2H);
1,30 (br. m, 6H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: 2-(Hexil((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol

(/\/\/

HONNWWWWW{CO}}WM%) 173}

A una solucién de (6Z,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (0,2 g, 0,61 mmol) en MeCN (3,5 ml) se afiadié 2-
(hexilamino)etan-1-ol (80 mg, 0,55 mmol), K2COs (76 mg, 0,55 mmol) y KI (9 mg, 0,06 mmol). La reaccion se
dejé agitar a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente,
se afiadi6 acetato de etilo y se extrajo con agua. Los extractos combinados se secaron con Na2SOq, se filtraron
y se concentraron al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-
10 %/DCM) proporciond 2-(hexil((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)Jamino)etan-1-ol (23 mg, 11 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,47 min. MS (ES): m/z (MH*) 394,60 para C2sHs1NO

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 4H); 4,07 (m, 2H); 3,23-3,13 (m, 6H); 2,77 (m, 2H); 2,04 (m, 4H);
1,86 (m, 4H); 1,34 (m, 23H); 0,89 (m, 6H)

CB. Compuesto 17-3: 2-(Nonil((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
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El Compuesto 17-3 se sintetizd seglin el mismo procedimiento que el Compuesto 17-2.

(\\/\/\/\

NVWWN ‘ P
HO™ {Compuesto 17-3}

UPLC/ELSD: TR = 2,72 min. MS (ES): m/z (MH*) 436,63 para CagHs7NO

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 4H); 3,55 (t, 2H); 2,77 (t, 2H); 2,60 (t, 2H); 2,47 (m, 4H); 2,04 (m,
4H); 1,55-1,18 (br. m, 33H); 0,87 (m, 6H).

CD. Compuesto 17-4: 2-(Dodecil((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
El Compuesto 17-4 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 17-2.
r/\/\N\N
NNMWW .
HO {Compusste 17-4}

UPLC: TR = 3,18 min. MS (ES): m/z (MH*) 478,516 para Cs2HssNO

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 5,33 (m, 4H); 3,53 (s, 2H); 2,75 (t, 2H); 2,58 (m, 2H); 2,45 (m, 4H); 2,03 (dt,
4H); 1,43 (m, 4H); 1,24 (m, 34H); 0,86 (m, 6H).

CE. Compuesto 17-5: 2-(((9Z,122)-Octadeca-9,12-dien-1-il)(tetradecil)amino)etan-1-ol

El Compuesto 17-5 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 17-2.

r’\/\/\/‘\/\,/\/

HD/\,’NWMMA\:-/’\_—_AN

{Compueste 17-5)
Formuda quiniice: CaHaNO

Peso molecular: 305 92
UPLC/ELSD: TR = 3,39 min. MS (ES): m/z (MH*) 506,56 para C34Hs7NO

RMN 'H (300 MHz, CDCl) &: ppm 5,37 (m, 4H); 3,58 (m, 2H); 2,80 (m, 2H); 2,69 2,42 (br. m, 5H); 2,07 (m,
4H); 1,56-1,18 (br. m, 44H); 0,91 (m, 6H).

CF. Compuesto 17-6: 2-(((92,122)-Octadeca-9,12-dien-1-il)(octadecil)amino)etan-1-ol

El Compuesto 17-6 se sintetizd seguin el mismo procedimiento que el Compuesto 17-2.

M\A/V\//\/\/

HoNNMWATJW

{{Compusste 17-0}
UPLC/ELSD: TR = 3,68 min. MS (ES): m/z (MH*) 562,58 para CssHzsNO

RMN 'H (300 MHz, CDCl) &: ppm 5,39 (m, 4H); 3,58 (m, 2H); 2,80 (m, 2H); 2,68 2,44 (br. m, 5H); 2,07 (m,
4H); 1,57-1,20 (br. m, 52H); 0,91 (m, 6H).

CG. Compuesto 17-7: 2-(Ditetradecilamino)etan-1-ol

El Compuesto 17-7 se sintetizd segun el mismo procedimiento que el Compuesto 17-1.

W

Ho"a\r" NMW\/

(Compuasio 17-T,
UPLC/ELSD: TR = 3,30 min. MS (ES): m/z (MH*) 454,46 para CsoHesNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,54 (br. m, 2H); 2,59 (br. m, 2H); 2,46 (br. m, 4H); 1,56-1,17 (br. m, 48H);
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0,90 (br. m, 6H).
CG. Compuesto 17-8: 2-(Di((2)-octadec-9-en-1-il)amino)etan-1-ol
El Compuesto 17-8 se sintetizd seglin el mismo procedimiento que el Compuesto 17-1.

N N ™ N N N
WO - (Contpuesto 17-8)

Formula quitnica; CagHaNO
Peso molecular, 562,62
UPLC/ELSD: TR = 7,325 min. MS (ES): m/z (MH*) 562,60 para CssH7sNO 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
5,34 (m, 4H); 3,53 (t, 2H); 2,58 (t, 2H); 2,45 (t, 4H); 2,01 (m, 8H); 1,44 (m, 4H); 1,38-1,18 (br. m, 44H); 0,88 (t,
6H).

CH. Compuesto 17-9: (92,122)-N-(2-Metoxietil)-N-((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-
amina

El Compuesto 17-9 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 17-1.
Aol . DV N NP W W s N
peg” N N NN o et 17-9)
UPLC/ELSD: TR = 3,53 min. MS (ES): m/z (MH*) 572,72 para CagH7sNO

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 5: ppm 5,39 (m, 8H); 3,47 (m, 2H): 3,37 (s, 3H); 2,80 (m, 4H); 2,5 (m, 2H): 2,46 (m,
4H); 2,09 (m, 8H); 1,50-1,22 (m, 36H); 0,92 (m, 6H).

Cl. Compuesto 17-10: 2-(Dinonilamino)etan-1-ol

El Compuesto 17-10 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 17-1.
S NS SN
HO {Compueste 17-10)

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29 (br. m,
24H): 0,91 (t, 6H).

CJ: Compuesto 17-11: 2-(Didodecilamino)etan-1-ol
El Compuesto 17-11 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 17-1.
N A VN P

HO™

{Corapuesto 1711}

UPLC/ELSD: TR = 2,69 min. MS (ES): m/z (MH*) 398,56 para CasH3sNO 'H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm
3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H): 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29 (br. m, 36H); 0,91 (t, 6H).

CK. Compuesto 17-12: 3-(Didodecilamino)propan-1-ol

El Compuesto 17-12 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 1.

HO s N e ™™ (Compueesto 17-12)
UPLC/ELSD: TR = 2,75 min. MS (ES): miz (MH*) 412,36 para Co7Ha7NO

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,79 (t, 2H); 2,66 (t, 2H); 2,43 (br. m, 4H); 1,69 (br. m, 2H); 1,47 (br. m, 4H)
1,25 (br. m, 36H); 0,87 (t, 6H).
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CL. Compuesto 17-13: 4-(Didodecilamino)butan-1-ol

El Compuesto 17-13 se sintetizd segln el mismo procedimiento que el Compuesto 17-1.

(\/\/\/\/\/

AP S TV g 13
HO™ " {Compuesto 17-13)
Formula quimica: TagHsoNG

Peso molecular: 423,79

UPLC/ELSD: TR = 2,80 min. MS (ES): m/z (MH*) 426,42 para C2sHasNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,56 (br. m, 2H); 2,46 (br. m, 6H); 1,66 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,26
(br. m, 36H); 0,88 (t, 6H).

CM. Compuesto 19-1: N-Nonil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)nonan-1-amina

Etapa 1: 4-(2-(dinonilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

(\/\/\/\

L N e e

BocN._J

Se dejé agitar una mezcla de 1-bromononano (1,81 g, 8,72 mmol), 4-(2-aminoetil)-1-boc-piperazina (2,0 g, 8,72
mmol), K2COs (2,4 g, 17,4 mmol), Kl (145 mg, 0,872 mmol) en 44 ml de MeCN a 65 °C durante 16 horas. La
mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se filtrd y los sélidos se lavaron con hexanos. El filtrado
se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio. La purificacibn mediante
cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 4-(2-
(dinonilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (924 mg, 1,92 mmol, 44 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,99 min. MS (ES): m/z (MH*) 482,36 para CasHsoNsO»

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 3,45 (br. m, 4H); 3,10 (br. m, 2H); 2,59 (br. m, 2H); 2,44 (br. m, 8H); 1,60-
1,00 (br. m, 37H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 2: Compuesto 19-1: N-Nonil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)nonan-1-amina

(\/\/\/\

N/\/N\/\/‘\/\/‘\

HN.

Se trat6é una solucién de 4-(2-(dinonilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (924 mg, 1,92 mmol) en
8 ml de DCM con TFA (7,4 ml, 96 mmol). La reaccidn se dej6 agitar a temperatura ambiente durante 16 horas.
La reaccién se concentrd y el residuo bruto se recogié en cloroformo y se lavd con Na2COs al 5 % y salmuera
, se secHd sobre Na2SOs anhidro, se filtrd y se concentré al vacio. La purificacién mediante cromatografia
ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-100 %/[DCM MeOH al 20 % NH4OH al 1 %]) proporcion6 N-nonil-N-
(2-(piperazin-1-il)etil)nonan-1-amina (563 mg, 1,48 mmol, 77 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,27 min. MS (ES): m/z (MH*) 382,54 para C24Hs1N3

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 2,92 (br. m, 4H): 2,62 (br. m, 2H); 2,48 (br. m, 10H); 2,40-1,88 (br. m, 1H);
1,46 (br. m, 4H); 1,29 (br. m, 24H), 0,91 (t, 6H).

CN. Compuesto 19-2: N-Dodecil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)Jdodecan-1-amina

Etapa 1: 4-(2-(Didodecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo

(\/\/\/\/\/

N
Bocl\(\_)
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Se dej6 agitar a temperatura ambiente una mezcla de 1-bromododecano (1,1 ml, 4,6 mmol), 4-(2-aminoetil)-1-
boc-piperazina (1,0 g, 4,4 mmol), K2COs (0,61 g, 4,4 mmol), en 10 ml de MeCN durante 12 h. Transcurrido este
tiempo la reaccion se filtré y se concentrd. El material bruto se purificd por cromatografia en gel de silice (MeOH
al 0-20 % en DCM con NH4OH al 1 % para producir 4-(2-(didodecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de ferc-
butilo (450 mg, 0,80 mmol, 18 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,87 min. MS (ES): m/z (MH") 566,655 para CssH71NsO2

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 3,40 (m, 4H): 2,56 (m, 2H); 2,40 (m, 10H); 1,44 (s, 9H); 1,40-1,24 (m, 40H),
0,86 (t, 6H).

Etapa 2: Compuesto 19-2: N-Dodecil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)dodecan-1-amina

(\/\/\/\/\/

NN
HN._ ]

Se traté una solucién de 4-(2-(didodecilamino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (154 mg, 0,27 mmol)
en 1 ml de DCM con TFA (0,21 ml, 2,7 mmol). La reaccién se dejé agitar durante la noche. Transcurrido este
tiempo se afiadié TFA (0,1 ml, 1,3 mmol). Después de 3 h adicionales, se concentré la reaccion. El residuo
bruto se recogié en DCM y se lavo con KoCOs al 5 % y salmuera, se sec sobre Na2SOg4, se filtré y se concentré.
El material bruto se purificé mediante cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-20 % en DCM con NH4OH al
1 %) para proporcionar N-dodecil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)dodecan-1-amina (109 mg, 87 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,10 min. MS (ES): m/z (MH*) 466,379 para CaoHesN3
RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 2,88 (t, 4H); 2,61 (m, 2H); 2,45 (m, 10H); 1,43-1,24 (m, 40H); 0,86 (t, 6H).

CO. Compuesto 19-3: (9Z,122)-N-((9Z,122)-Octadeca-9,12-dien-1-il)-N-(2-(piperazin-1-il)etil)octadeca-9,12-
dien-1-amina

Etapa 1. Metanosulfonato de (92,122)-octadeca-9,12-dien-1-ilo

e

OMs

A una solucién a 0 °C de alcohol linoleilico (10 ml, 31,2 mmol) y trietilamina (5,68 ml, 40,5 mmol)) en DCM (50
ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de metanosulfonilo (2,66 ml, 34,3 mmol) en DCM (20 ml). Se
dejé que la reaccién volviera a la temperatura ambiente y se dejé agitar durante 4 horas. La mezcla se inactivé
mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. La capa organica se lavé con solucidén saturada de NaHCOs
y salmuera, se sec6é sobre NaxSOs anhidro, se filtrdé y se concentréd al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-40 %/hexanos) proporcioné metanosulfonato de
(9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-ilo (10,0 g, 93 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (m, 4H); 4,22 (t, 2H); 2,99 (s, 3H); 2,77 (t, 2H); 2,04 (q, 4H); 1,74 (m,
2H); 1,30 (br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: (6Z,9Z2)-18-Bromooctadeca-6,9-dieno

NN NN

Br

A una solucién de metanosulfonato de (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-ilo (10,0 g, 29,0 mmol) en éter dietilico
(372 ml) se afiadié etil eterato de bromuro de magnesio (22,5 g, 87,1 mmol). La reaccidén se dejé agitar a
temperatura ambiente durante 16 horas. La mezcla se inactivd mediante la adicién de agua y se extrajo con
éter dietilico. Las capas organicas combinadas se lavaron con K2COs al 1 % y salmuera, se secaron sobre
Na2804 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida
sobre silice ISCO proporcioné (6Z,97)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (8,9 g, 93 %).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 4H): 3,41 (t, 2H); 2,77 (t, 2H); 2,05 (g, 4H); 1,86 (m, 2H); 1,48-1,22
(br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 3: 4-(2-(Di((9Z,122Z)-octadeca-9, 12-dien-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo
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A

N/\/N\/\/W\c/E/W

BocN\)

Se dejé agitar a temperatura ambiente una mezcla de (6Z,9Z)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (1,5 g, 4,55 mmol),
4-(2-aminoetil)-1-boc-piperazina (1,04 g, 4,54 mmol), K2COs (1,27 g, 9,10 mmol), Kl (75 mg, 0,452 mmol) en
22 mlde MeCN durante 48 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se filtré y los sélidos
se lavaron con hexanos. El filtrado se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio.
La purificacién mediante cromatografia ultrarrédpida sobre silice ISCO (DCM al 0-50 %/[DCM, MeOH al 20 %,
NH4OH al 1 %]) proporciond 4-(2-(di((9Z,122Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de
terc-butilo (1,08 g, 1,49 mmol, 65 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 5,43-5,26 (br. m, 8H): 3,42 (t, 4H); 2,77 (m, 4H); 2,57 (m, 2H); 2,41 (br. m,
10H); 2,04 (br. m, 8H): 1,60-1,00 (br. m, 45H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 4: Compuesto 19-3: (9Z,122)-N-((9Z,122)-Octadeca-9,12-dien-1-il)-N-(2-(piperazin-1-il)etil)octadeca-

9,12-dien-1-amina

HN.

Se tratd una solucién de 4-(2-(di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)piperazina-1-carboxilato de terc-
butilo (1,06 g, 1,46 mmol) en 6 ml de DCM con TFA (5,6 ml, 73 mmol). Después de 4 horas, se concentré la
mezcla. El residuo bruto se recogié en cloroformo, se lavdé con NaxCOs al 5 % y salmuera, se secd sobre
Naz2804 anhidro y se concentr6 al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrépida sobre silice
ISCO (DCM al 0-100 %/[DCM, MeOH al 20 %, NH4OH al 1 %]) y cromatografia ultrarrépida ISCO C18 (50-100
% [MeCN TFA al 1 %])[H20 TFA al 1 %]). Las fracciones deseadas se lavaron con Na2COs al 5 % y se extrajeron
con hexanos. Los hexanos se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na>xSO4 anhidro y se concentraron al
vacio para proporcionar (92,122)-N-((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)-N-(2-(piperazin-1-il)etil)octadeca-9,12-
dien-1-amina (108 mg, 12 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,98 min. MS (ES): m/z (MH*) 626,75 para C42H79Ns

RMN "H (400 MHz, CDCls) 8: ppm 5,47-5,25 (br. m, 8H); 2,92 (m, 4H); 2,76 (m, 4H); 2,66 (br. m, 2H); 2,50 (br.
m, 10H); 2,05 (m, 8H); 1,60-1,10 (br. m, 36H), 0,89 (t, 6H).

CP. Compuesto 19-4: N-Dodecil-N-(2-(4-metilpiperazin-1-il)etil)Jdodecan-1-amina Intermedio 1: 2-

(Didodecilamino)etan-1-ol

A una solucién de 1-bromododecano (10 g, 40,1 mmol) en MeCN (84 ml) se afiadi6é etanolamina (1,10 ml 18,2
mmol), K2COs (11,1 g, 80,1 mmol) y Kl (302 mg, 1,82 mmol). La reaccién se dej6 agitar a 82 °C durante 48
horas. La mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente, se filtré y los sélidos se lavaron con hexanos.
El filtrado se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 2-(didodecilamino)etan-1-ol
(3,87 g, 53 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,69 min. MS (ES): m/z (MH*) 398,56 para C2sHssNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H); 1,29 (br. m,
36H); 0,91 (t, 6H).

Etapa 2: N-(2-Cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina

W

N VA e e e e Y
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A una solucién a 0 °C de 2-(didodecilamino)etan-1-ol (3,87 g, 9,73 mmol) y trietilamina (1,76 ml, 12,6 mmol) en
DCM (50 ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de metanosulfonilo (0,941 ml, 12,2 mmol) en DCM
(5 ml). Se dejé que la reaccién volviera a la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. La mezcla se
inactivé mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. La capa orgénica se lavé con solucién saturada de
NaHCOs y salmuera, se sec6 sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. La purificacidn mediante
cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-10 %/hexanos) proporciond N-(2-cloroetil)-N-
dodecildodecan-1-amina (1,92 g, 47 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,51 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,47 (br. m, 4H); 1,44 (br. m, 4H); 1,28 (br. m,
36H); 0,90 (t, 6H).

Etapa 3: Compuesto 19-4: N-Dodecil-N-(2-(4-metilpiperazin-1-il)etil)Jdodecan-1-amina

I/\/\/\/\/\/

Se dej6 agitar a 82 °C una mezcla de N-metilpiperazina (40 pl, 0,36 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-
1-amina (166 mg, 0,4 mmol) y K2COs (50 mg, 0,36 mmol) en 2 ml de MeCN durante 12 h. La reaccién se dejé
enfriar a temperatura ambiente, se filtr6 y se concentrd. El material bruto se purificé mediante cromatografia
en gel de silice (MeOH al 0-20 % en DCM con NH4OH al 1 %) para proporcionar N-dodecil-N-(2-(4-
metilpiperazin-1-il)etil)dodecan-1-amina (87,9 mg, 51 %).

UPLC: TR =2,24 min. MS (ES): m/z (MH*) 480,662 para Ca1HssNs
RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 2,49 (m, 16H); 2,36 (s, 3H); 1,50 (m, 4H); 1,34 (m, 36H); 0,96 (t, 6H).

CQ. Compuesto 19-5. N-Dodecil-N-(2-(4-(4-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)dodecan-1-amina

MeO\Q\, O/\,N

Formula guimica: CiHN;0

Peso molecular: 386,01

Se dejé agitar a 80 °C una mezcla de 1-(4-metoxibencil)piperazina (206 mg, 1,0 mmol), N-(2-cloroetil)-N-
dodecildodecan-1-amina (289 mg, 0,69 mmol), K2COs (286 mg, 2,07 mmol) y KI (11 mg, 0,069 mmol) en 3,5
ml de MeCN durante 2 h. Transcurrido este tiempo, la reaccién se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se
inactivé con agua. La mezcla se extrajo con EtOAc tres veces. Los extractos organicos agrupados se lavaron
con salmuera, se secaron sobre MgSQOs, se filtraron y se concentraron. El material bruto se purificé mediante
cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-20 % en DCM) para proporcionar N-dodecil-N-(2-(4-(4-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)dodecan-1-amina (0,24 g, 59 %).

UPLC: TR =2,30 min. MS (ES): m/z (MH*) 586,92 para CssH71NsO

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5: ppm 7,19 (d, 2H); 6,83 (d, 2H); 3,78 (s, 3H); 3,42 (s, 2H); 2,99-2,45 (br. m, 16H);
1,71-1,24 (br. m, 40H); 0,86 (t, 6H).

CR. Compuesto 19-6: (92,122)-N-(2-(4-Dodecilpiperazin-1-il)etil}-N-((9Z,122Z)-octadeca-9, 12-dien-1-
ilYoctadeca-9,12-dien-1-amina

( S TN e N N
(/\ N/\\/ N R i P g T U g
B i o N N‘vfi

Formula quindea CsHyuNz

Peso moleculan: 794,44
Se dejé agitar a 65 °C una mezcla de (92,122)-N-((92,12Z)-Octadeca-9,12-dien-1-il)-N-(2-(piperazin-1-
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il)etil)octadeca-9,12-dien-1-amina (54 mg, 0,086 mmol), 1-bromododecano (24 mg, 0,095 mmol), KoCOs (24
mg, 0,172 mmol), KI (2 mg, 0,012 mmol), en 1,5 ml de THF durante 16 horas. La reaccién se enfrié a
temperatura ambiente, se diluyé con H20 y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion por
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-100 %/[DCM MeOH al 20 % EtsN al 1 %]) proporcioné
(92,122)-N-(2-(4-dodecilpiperazin-1-il)etil)-N-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina
(51 mg, 0,064 mmol, 74 %). UPLC/ELSD: TR = 3,40 min. MS (ES): m/z (MH*) 795,12 para CssH103Ns.

CS. Compuesto 20-1: N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina

Etapa 1: N-(terc-Butoxicarbonil)-N-dodecilglicinato de metilo

Boc
MGOJ\/N\/\/\/\/\/\/

Se tratd una solucién a 0 °C de éster metilico de N-(terc-butoxicarbonil)glicina (7,7 g, 40,7 mmol) en DMF (100
ml) con NaH (60 %, 1,71 g, 42,7 mmol) y la mezcla se dej6 agitar durante 30 minutos. Se dej6 que la solucién
volviera a la temperatura ambiente antes de afiadir 1-bromododecano (15,2 g, 61,0 mmol) y se dejé agitar la
reaccién durante la noche. La reaccién se inactivé con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos
se lavaron con salmuera, se secaron sobre NaxSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La
purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-20 %/hexanos) proporcion6 N-
(terc-butoxicarbonil)-N-dodecilglicinato de metilo (4,03 g, 28 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,01-3,84 (br. m, 2H); 3,75 (s, 3H); 3,27 (br. m, 2H); 1,67-1,39 (br. m, 11H);
1,28 (br, 18H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 2: Dodecilglicinato de metilo
Q H
Meo)]\/N\/\/\/\/W

A una solucién a 0 °C de N-(terc-butoxicarbonil)-N-dodecilglicinato de metilo (4,03 g, 11,3 mmol) en DCM (17
ml) se afiadi6 gota a gota TFA (17 ml, 226 mmol). Se dej6 que la reaccién volviera a la temperatura ambiente
y se agit6é durante 6 horas. La mezcla de reaccién se concentré al vacio y el material bruto se disolvié en DCM.
La solucién se lavé con NaOH al 10 % y salmuera, se sec6 sobre NaxSO4 anhidro, se filtré y se concentré al
vacio para proporcionar dodecilglicinato de metilo (2,84 g, 98 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) : ppm 3,75 (s, 3H); 3,44 (s, 2H); 2,62 (t, 2H); 1,70 (br, 1H); 1,51 (m, 2H); 1,29 (br,
18H); 0,90 (t, 3H).

Etapa 3: 2-(Didodecilamino)etan-1-ol

HO/\/N\/\\/\/\/W
A una solucién de 1-bromododecano (10 g, 40,1 mmol) en MeCN (84 ml) se afiadi6é etanolamina (1,10 ml 18,2
mmol), K2COs (11,1 g, 80,1 mmol) y Kl (302 mg, 1,82 mmol). La reaccién se dej6 agitar a 82 °C durante 48
horas. La mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente, se filtré y los sélidos se lavaron con hexanos.
El filtrado se extrajo con hexanos y los extractos combinados se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporcioné 2-(didodecilamino)etan-1-ol
(3,87 g, 53 %).
UPLC/ELSD: TR = 2,69 min. MS (ES): m/z (MH*) 398,56 para C2sHssNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,57 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 2,49 (br. m, 4H); 1,48 (br. m, 4H): 1,29 (br, 36H);
0,91 (t, 6H).

Etapa 4: N-(2-Cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina

(\/\/\/\/\/

C|/\/N\/\/\/\./\/\/
A una solucién a 0 °C de 2-(didodecilamino)etan-1-ol (3,87 g, 9,73 mmol) y trietilamina (1,76 ml, 12,6 mmol) en
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DCM (50 ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de metanosulfonilo (0,941 ml, 12,2 mmol) en DCM
(5 ml). Se dejé que la reaccién volviera a la temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. La mezcla se
inactivé mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. La capa orgénica se lavé con solucién saturada de
NaHCOsy salmuera, se secd sobre NaxSO4 anhidro, se filtrdé y se concentrd al vacio. La purificacidn mediante
cromatografia ultrarrdpida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-10 %/hexanos) proporciond N-(2-cloroetil)-N-
dodecildodecan-1-amina (1,92 g, 47 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,51 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,47 (br. m, 4H); 1,44 (br. m, 4H): 1,28 (br, 36H);
0,90 (t, 6H).

Etapa 5: N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-dodecilglicinato de metilo

\/\/\/\/\/\I

N\/\._N/\H,OME
/\/\/\/\/\) O

A una solucién de dodecilglicinato de metilo (425 mg, 1,65 mmol) en MeCN (10 ml) se afiadié N-(2-cloroetil)-
N-dodecildodecan-1-amina (825 mg, 1,98 mmol), Ko2COs (457 mg, 3,30 mmol) y Kl (27 mg, 0,165 mmol). La
reaccién se dej6 agitar a 82 °C durante 72 horas. La mezcla de reaccion se filtré y los sélidos se lavaron con
hexanos. El filtrado se concentré al vacio para proporcionar el producto bruto. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporciond N-(2-(didodecilamino)etil)-/N-
dodecilglicinato de metilo (652 mg, 62 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,77 min. MS (ES): m/z (MH*) 638,18 para C41HssN202

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,72 (s, 3H); 3,41 (s, 2H); 2,90-2,20 (br. m, 10H); 1,60-1,00 (br. m, 60H);
0,90 (t, 9H).

Etapa 6: N-(2-(Didodecilamino)etil)-N-dodecilglicina

!/’ R N N Y
HO\H/\ NS NN N
e L\/\/"‘\/\/“\«" T {Compugsto 20-1)

Formula quinnes) TbfpN:O,

Peso molecutar 523,11

Se dejo agitar a 65 °C una solucién de N-(2-(didodecilamino)etil)-N-dodecilglicinato de metilo (652 mg, 1,02
mmol) en THF (6 ml) y LiOH 1 M (5 ml, 5 mmol) durante 16 horas. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente
y se acidificé con HCl al 10 %. La mezcla se extrajo con cloroformo y los extractos orgénicos se lavaron con
salmuera, se secaron sobre NaxSO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (MeOH al 0-20 %/DCM) proporciond N-(2-(didodecilamino)etil)-/N-
dodecilglicina (153 mg, 24 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,60 min. MS (ES): m/z (MH*) 624,07 para CaoHs2N2O»

H-RMN (300 MHz, CDCls) 8: ppm 4,02-3,40 (br. m, 6H); 3,16 (br, 6H); 1,78 (br, 6H); 1,46-1,01 (br. m, 54H);
0,90 (t, 9H).

CT. Compuesto 20-2: 6-(Dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)Jamino)etil)Jamino)hexanoato de pentilo

Etapa 1: 2-(Dodecilamino)etan-1-ol

H
HO/\/N\//\/\/\./W

Se disolvié dodecilglicinato de metilo (3,4 g, 13,2 mmol) en 2 ml de THF bajo atmésfera de N2 y se dejé enfriar
el matraz de reaccién en un bafio de hielo. A la solucién se afiadié lentamente LiAIH4 (0,55 g, 14,5 mmol). La
reaccidén se dej6 agitar a la misma temperatura durante 1 h. Transcurrido este tiempo, la reaccién se inactivd
mediante la adicién posterior de 0,55 ml de H20, 0,55 ml de NaOH al 10 % y a continuacién 1,65 ml de H20. A
continuacién, la reaccién se filtré y el filtrado se concentré al vacio. El material bruto se purificé mediante
cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-20 % en DCM, con NH4sOH al 1 %) para producir 2-
(dodecilamino)etan-1-ol (1,9 g, 8,28 mmol, 63 % de rendimiento).
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RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 3,63 (t, 2H); 2,78 (t, 2H); 2,63 (t, 2H); 1,48 (m, 2H); 2,14 (m, 18H); 0,88 (t,
3H).

Etapa 2: 6-Bromohexanoato de pentilo

O
Bra o o

Féornonla quimicar €y (Ha:Br(,

Peso molecular: 263,19

A una solucién de acido 6-bromohexanoico (2 g, 10,3 mmol) y pentan-1-ol (2,2 ml, 20,5 mmol) en 26 ml de
DCM, se afiadieron EDC-HCI (1,97 g, 10,3 mmol) y DMAP (0,26 g, 2,1 mmol). La solucidén se dej6 agitar a
temperatura ambiente durante la noche. Transcurrido este tiempo, la reaccién se inactivé mediante la adicién
de agua. La mezcla se extrajo tres veces con DCM. Los extractos organicos se agruparon y lavaron con
solucién saturada de NaHCOs, acido citrico al 10 % y salmuera. A continuacion, los extractos organicos se
secaron sobre MgSQOs4, se filtraron y se concentraron al vacio. El material bruto se purificé mediante
cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-30 % en hexanos) para producir el producto deseado (2,3 g, 8,67
mmol).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,06 (t, 2H); 3,39 (t, 2H); 2,30 (t, 2H); 1,84 (m, 2H); 1,62 (m, 4H); 1,46 (m,
2H); 1,31 (m, 4H); 0,88 (t, 3H).

Etapa 3: 6-(Dodecil(2-hidroxietil)Jamino)hexanoato de pentilo

(@]
O/W
HO/\/N\/V\/WV

A una solucién de 2-(dodecilamino)etan-1-ol (0,50 g, 2,18 mmol) en 10 ml de THF, se afiadi6 6-
bromohexanoato de pentilo (0,87 g, 3,27 mmol) seguido de K2COs3 (0,60 g, 4,36 mmol) y Kl (36 mg, 0,22 mmol).
La reaccion se dejé agitar bajo N2 a 65 °C durante 24 h. Transcurrido de este tiempo, la reaccion se dejé enfriar
a temperatura ambiente y la reaccidén se diluyé con agua. La mezcla se extrajo tres veces con EtOAc. Los
extractos organicos agrupados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQOs, se filtraron y se
concentraron. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-20 % en
hexanos) para producir 6-(dodecil(2-hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo (300 mg, 33 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,04 (t, 2H); 3,51 (m, 2H); 2,56 (m, 2H); 2,42 (m, 4H); 2,28 (t, 2H); 1,60 (m,
4H); 1,42 (m, 4H); 1,30-1,24 (m, 24); 0,87 (m, 6H).

Etapa 4: 6-((2-Cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo

O

PO W

C|/\\/N\/’\/\/\\/\/'\/

A una solucién a 0 °C de 6-(dodecil(2-hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo (300 mg, 0,73 mmol) en 2 ml de
DCM, se afiadié cloruro de metanosulfonilo (0,062 ml, 0,80 mmol), seguido de trietilamina (0,13 ml, 1,3 mmol).
La reaccién se dejé calentar lentamente a temperatura ambiente y se agité durante 12 h bajo N2. La reaccién
se inactivd mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. Los extractos organicos agrupados se secaron
sobre MgSQq, se filtraron y se concentraron. La capa acuosa se volvié a extraer con EtOAc tres veces. Los
extractos organicos se agruparon y lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQs, se filtraron y se
concentraron. El material bruto se combiné y la purificacién mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al
0-30 % en hexanos) proporcioné 6-((2-cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo (285 mg, 66 %).

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: ppm 4,04 (t, 2H); 3,45 (t, 2H); 2,74 (t, 2H); 2,43 (m, 4H); 2,28 (t, 2H); 1,65-1,59
(m, 4H); 1,31-1,24 (m, 32H); 0,88 (m, 6H).

Etapa 5: 6-(Dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo
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0]
07
HO\,/\N/\/NW\/\/’\N

W\/\ (Compuesto 20-2)

A una solucién de 6-((2-cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de pentilo (94 mg, 0,22 mmol) en MeCN (2 ml) y
THF (2 ml) se afiadié 2-(dodecilamino)etan-1-ol (50 mg, 0,22 mmol), K2COs (60 mg, 0,44 mmol) y Kl (4 mg,
0,022 mmol). La reaccién se dejé agitar a 65 °C durante 18 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a
temperatura ambiente, se filtré y los sélidos se lavaron con hexanos y EtOAc. El filtrado se extrajo con EtOAc
tres veces. Los extractos organicos se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre NaxSOq, se filtraron y
se concentraron al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-
100%, [MeOH al 20 %, NHs« OH al 1 %)YDCM) proporcioné  6-(dodecil(2-(dodecil(2-
hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo (21 mg, 15 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,86 min. MS (ES): m/z (MH*) 625,86 para CzoHsoN203

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,07-4,05 (m, 2H); 3,53 (m, 2H), 2,60-2,43 (br. m, 12H); 2,33-2,29 (m, 2H);
1,65-1,64 (m, 4H); 1,46 (m, 6H); 1,34-1,28 (br. m, 42H); 0,92-0,90 (m, 9H).

CU. Compuesto 20-3: 6-((2-(Didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)Jamino)hexanoato de pentilo
Etapa 1: 6-((2-hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo

O

H
HO/\/N\/\/\)J\O/\/\/

A una solucién de 6-bromohexanoato de pentilo (4,65 g, 17,5 mmol) en MeCN (88 ml) se afiadié etanolamina
(1,10 ml 17,5 mmol), K2COs (4,85 g, 35,1 mmol) y Kl (291 mg, 1,75 mmol). La reaccidn se dejé agitar a 82 °C
durante 48 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se filtré y los sélidos se lavaron
con hexanos y EtOAc. Elfiltrado se extrajo con EtOAc tres veces. Los extractos organicos se lavaron con agua
y salmuera, se secaron sobre Na2SQOs4, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (DCM al 0-100%, [MeOH al 20 %, NH4OH al 1 %]/DCM)
proporcioné 6-((2-hidroxietil)amino))hexanoato de pentilo (1,74 g, 41 %).

UPLC/ELSD: TR = 0,30 min. MS (ES): m/z (MH*) 246,21 para C13H27NO3

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,69 (t, 2H), 2,82 (t, 2H); 2,68 (t, 2H): 2,35-2,31 (m, 4H); 1,72-
1,52 (br. m, 6H); 1,39-1,32 (br. m, 6H); 0,93 (t, 3H).

Etapa 2: 6-((2-(Didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo

NN TN
i
HQL o~ K N e N g
O ™™
I | .
o {Compuesto 20-3)

Formula quimica: CadlNaCh

Peso modecular: 625,08

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetiz6  6-((2-(didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)Jamino)hexanoato de pentilo a partir de 6-((2-
hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo (108 mg, 0,44 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (183
mg, 0,44 mmol), KoCOs (122 mg, 0,88 mmol) y Kl (7,3 mg, 0,044 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml).
Rendimiento (88 mg, 32 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,92 min. MS (ES): m/z (MH*) 626,0 para CssHsoN20s

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,07 (t, 2H); 3,53 (t, 2H), 2,62-2,40 (br. m, 12H); 2,31 (t, 2H); 1,70-1,60 (m,
4H); 1,53-1,43 (m, BH); 1,27 (br. m, 42H); 0,91 (m, 9H).
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CV. Compuesto 20-4: 6,6'((2-(Dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo

{Compuesto 20-4)

De la misma manera que el pentil-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)Jamino)etil)amino)hexanoato, se sintetizd
6,6'-((2-(dodecil(2-hidroxietil)Jamino)etil)Jazanodiil)dihexanoato de dipentilo a partir de 2-(dodecilamino)etan-1-
ol (60 mg, 0,26 mmol), 6,6'-((2-cloroetil)azanodiil)dihexanoato de dipentilo (118 mg, 0,26 mmol), K2COs (73 mg,
0,53 mmol) y Kl (5 mg, 0,026 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml). Rendimiento (60 mg, 36 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,37 min. MS (ES): m/z (MH*) 641,95 para CzsH7sN20s

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 4H); 3,57 (m, 2H), 2,64-2,53 (br. m, 12H); 2,32 (t, 4H); 1,72-1,60 (m,
8H); 1,50 (m, 6H); 1,38-1,28 (br. m, 30H); 0,95-0,88 (m, 9H).

CW. Compuesto 20-5:

6,6'-((2-((6-(Heptiloxi)-6-oxohexil)(2 hidroxietil)amino)etil)azanodiil)dihexanoato de diheptilo

[®]
"B"\Ox"\\ e NN goad
~J 7
ICNIPNPNGR NIP RN NN
1\\/'”\\,-/“\”«0\/\«"\/\
O {Compuesto 20-3)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetiz6 6,6'-((2-((6-(heptiloxi)-6-oxohexil)(2-hidroxietil)amino)etilJazanodiil)dihexanoato de diheptilo a partir de
6-((2-hidroxietil)Jamino)hexanoato de heptilo (100 mg, 0,37 mmol), 6,6'((2-cloroetil)azanodiil)dihexanoato de
diheptilo (184 mg, 0,37 mmol), K2COs (101 mg, 0,73 mmol) y Kl (6 mg, 0,037 mmol) en MeCN (2 ml) y THF (2
ml). Rendimiento (91 mg, 34 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,33 min. MS (ES): m/z (MH*) 742,08 para CasHsaN207 RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm
4,08 (t, 6H); 3,66 (m, 2H); 3,23-2,53 (br. m, 12H); 2,37-2,30 (m, 6H); 1,74-1,31 (br. m, 48H); 0,93-0,89 (m, 9H).

CX. Compuesto 20-6: 6-((2-(Dinonilamino)etil)(2-hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo

HO\/’\N/\\/N\/’\\/\\/’\\/’\
l\/\/\”/O\/"’\v/\\
0 {(Compuesto 20-6)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd6  6-((2-(dinonilamino)etil)(2-hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo a partir de 6-((2-
hidroxietil)amino)hexanoato de pentilo (100 mg, 0,41 mmol), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (101 mg,
0,41 mmol), KoCOs (108 mg, 0,82 mmol) y Kl (7 mg, 0,041 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml). Rendimiento
(25 mg, 13 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,37 min. MS (ES): m/z (MH*) 541,90 para CssHessN203

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,54 (t, 2H), 2,63-2,42 (br. m, 12H); 2,32 (t, 2H); 1,71-1,61 (m,
4H); 1,51-1,46 (m, 6H); 1,35-1,29 (br. m, 30H); 0,95-0,88 (m, 9H).

CX. Compuesto 20-7: 6-(Dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de heptilo
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O
O TN T

HO\/\N/‘\/N\/\\/"\/\\/\\/"‘\/’

WM {Compuesto 20-7)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd6  6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)Jamino)etil)amino)hexanoato de heptilo a partir de 2-
(dodecilamino)etan-1-ol (100 mg, 0,37 mmol), 6-((2-cloroetil)(dodecil)amino)hexanoato de heptilo (152 mg,
0,37 mmol), KoCOs (101 mg, 0,73 mmol) y Kl (6 mg, 0,037 mmol) en MeCN (2 ml) y THF (2 ml). Rendimiento
(41 mg, 17 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,14 min. MS (ES): m/z (MH*) 654,0 para Ca1HsaN20s

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,55 (t, 2H), 2,63-2,45 (br. m, 12H); 2,32 (t, 2H); 1,71-1,59 (m,
4H); 1,54-1,28 (br. m, 52H); 0,92-0,88 (m, 9H).

CY. Compuesto 20-8: 8-((2-(Didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)amino)octanoato de nonilo
(\/\/\x’\/\/’
HO N :
L\/‘\/\/'\‘roxx’\v/‘\/”\/\\
O

(Compuesio 20-8)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetiz6  8-((2-(didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)Jamino)octanoato de nonilo a partir de 8-((2-
hidroxietil)amino)octanoato de nonilo (240 mg, 0,73 mmol), N-(2-cloroetil}-N-dodecildodecan-1-amina (335 mg,
0,80 mmol), KoCOs (121 mg, 0,88 mmol) y KI (12 mg, 0,072 mmol) en MeCN (1,5 ml) y THF (1,5 ml).
Rendimiento (122 mg, 24 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,41 min. MS (ES): m/z (MH*) 709,93 para C4sHs2N203

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,08 (t, 2H); 3,56 (m, 2H), 2,91-2,37 (br. m, 12H); 2,31 (m, 2H); 1,64(br. m,
4H); 1,55-1,20(br. m, 60H); 0,91 (m, 9H).

CZ: Compuesto 20-9: 8-((2-(Didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)Jamino)octanoato de heptadecan-9-ilo

Etapa 1: 8-Bromooctanoato de heptadecan-9-ilo

Br\/\/\/\)ol\o/(\/i/\w/\//

A una solucién de acido 8-bromooctanoico (1,04 g, 4,6 mmol) y heptadecan-9-ol (1,5 g, 5,8 mmol) en
diclorometano (20 ml) se afiadié clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (1,1 g, 5,8 mmol),
N,N-diisopropiletilamina (3,3 ml, 18,7 mmol) y DMAP (114 mg, 0,9 mmol). La reaccién se dej6é agitar a
temperatura ambiente durante 18 h. La reaccién se diluy6 con diclorometano y se extrajo con solucion saturada
de bicarbonato de sodio. La capa organica se separé, se lavé con salmuera y se sec6 sobre MgSQOa. La capa
organica se filtré y el filtrado se evaporé al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice
(acetato de etilo al 0-10 % en hexanos) para obtener 8-bromooctanoato de heptadecan-9-ilo (875 mg, 1,9
mmol, 41 %).

RMN ™H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,89 (m, 1H); 3,42 (m, 2H); 2,31 (m, 2H); 1,89 (m, 2H); 1,73-1,18 (br. m,
36H); 0,88 (m, 6H).

Etapa 2: 8-((2-(Didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)amino)octanoato de heptadecan-9-ilo
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HD\/\\N/\/NM/\/W

KN\AWO
0 m\ 0 20-0
(Compuesto 20-9}

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 8-((2-(didodecilamino)etil)(2-hidroxietil)Jamino)octanoato de heptade-can-9-ilo a partir de 8-((2-
hidroxietil)Jamino)octanoato de heptadecan-9-ilo (100 mg, 0,23 mmol), N-(2-cloroetil}-N-dodecildodecan-1-
amina (94 mg, 0,23 mmol), K2COs (63 mg, 0,45 mmol) y KI (4 mg, 0,023 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml).
Rendimiento (107 mg, 57 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,91 min. MS (ES): m/z (MH*) 822,3 para CssH10sN203

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,89 (p, 1H); 3,56 (m, 2H), 2,62-2,45 (br. m, 12H); 2,30 (t, 2H); 1,88-1,11
(br. m, 78H); 0,92-0,88 (m, 12H).

DA. Compuesto 20-10: 8,8'-((2-(Dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)azanodiil)dioctanoato de dinonilo

£
J/U\O»A\f’\\.f’\/’\\_/
( S 0
; i
M~ N VL \/\/\/\)\O/\“W
B T N {Compueste 20-1(9)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetiz6  8,8'-((2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)azanodiil)dioctanoato de dinonilo a partir de 2-
(dodecilamino)etan-1-ol (100 mg, 0,44 mmol), 8,8'<((2-cloroetil)azanodiil)dioctanoato de dinonilo (269 mg, 0,44
mmol), K2COs (121 mg, 0,87 mmol) y Kl (72 mg, 0,044 mmol) en MeCN (2,5 ml) y THF (2,5 ml). Rendimiento
(172 mg, 49 %).

UPLC/ELSD: TR = 4,09 min. MS (ES): m/z (MH*) 810,31 para CsoH100N203

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm 4,07 (t, 4H); 3,55 (m, 2H), 2,64-2,47 (br. m, 12H); 2,31 (t, 4H); 1,66-1,59 (br.
m, 8H); 1,46-1,28 (br. m, 60H); 0,92-0,88 (m, 9H).

DB: Compuesto 20-11: 3-((2-(Ditetradecilamino)etil)(dodecil)amino)propan-1-ol

K\/M/I\JW
HO™ NN NI NS e N N N
I N {Compuesto 20-11)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetiz6 3-((2-(ditetradecilamino)etil)(dodecil)amino)propan-1-ol a partir de 3-(dodecilamino)propan-1-
oloctanoato (50 mg, 0,21 mmol), N-(2-cloroetil)-N-tetradeciltetradecan-1-amina (109 mg, 0,23 mmol), K2COs3
(57 mg, 0,41 mmol) y Kl (3,4 mg, 0,021 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml). Rendimiento (65 mg, 46 %).
UPLC/ELSD: TR = 3,65 min. MS (ES): m/z (MH*) 679,81 para CasHasN20

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,76 (t, 2H); 2,63-2,42 (br. m, 12H), 1,66-1,26 (br. m, 70H); 0,90-0,86 (m,
9H).

DC: Compuesto 20-12: 2-((2-(Ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etan-1-ol
HO\/\N"\/N\/’\«/\/’W\V’\,/

W {Compuesto 20-12)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
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sintetizd 2-((2-(ditetradecilamino)etil)(tetradecil)amino)etan-1-ol a partir de 2-(tetradecilamino)etan-1-ol (100
mg, 0,39 mmol), N-(2-cloroetil)-N-tetradeciltetradecan-1-amina (184 mg, 0,39 mmol), Ko.COs (107 mg, 0,78
mmol) y Kl (6,5 mg, 0,039 mmol) en MeCN (2 ml) y THF (2 ml). Rendimiento (87 mg, 32 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,81 min. MS (ES): m/z (MH*) 694,02 para C4sHosN20O
RMN 'H (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,56 (m, 2H); 2,61-2,45 (br. m, 12H), 1,47-1,29 (br. m, 72H); 0,91 (m, 9H).
DD: Compuesto 20-13: 2-((2-(Di((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol

Etapa 1: (6Z,92)-18-(Metillsulfonil)octadeca-6,9-dieno

~.U
A N VW e N e Y Y
OS

A una solucién a 0 °C de alcohol linoleilico (10 ml, 31,2 mmol) y trietilamina (5,68 ml, 40,5 mmol)) en DCM (50
ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de metanosulfonilo (2,66 ml, 34,3 mmol) en DCM (20 ml). Se
dejé que la reaccién volviera a la temperatura ambiente y se dejé agitar durante 4 horas. La mezcla se inactivé
mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. La capa organica se lavé con solucidén saturada de NaHCOs
y salmuera, se sec6é sobre NaxSOs anhidro, se filtrdé y se concentréd al vacio. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO (EtOAc al 0-40 %/hexanos) proporcioné (6Z,92)-18-
(metilsulfonil)octadeca-6,9-dieno (10,0 g, 93 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (m, 4H); 4,22 (t, 2H); 2,99 (s, 3H); 2,77 (t, 2H); 2,04 (q, 4H); 1,74 (m,
2H); 1,30 (br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: (6Z,9Z2)-18-Bromooctadeca-6,9-dieno

(NN NN

Br

A una solucién de (6Z,92)-18-(metilsulfonil)octadeca-6,9-dieno (10,0 g, 29,0 mmol) en éter dietilico (372 ml) se
afadid etil eterato de bromuro de magnesio (22,5 g, 87,1 mmol). La reaccidén se dejé agitar a temperatura
ambiente durante 16 horas. La mezcla se inactivd mediante la adicién de agua y se extrajo con éter dietilico.
Las capas organicas combinadas se lavaron con K2COs al 1 % y salmuera, se secaron sobre Na2SO4 anhidro,
se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice ISCO
proporcioné (6Z,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (8,9 g, 93 %).

1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 4H): 3,41 (t, 2H); 2,77 (t, 2H); 2,05 (g, 4H); 1,86 (m, 2H); 1,48-1,22
(br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 3: 2-((2-(Di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol

HO"\-—’”\' N N N T T T NP e NIl

{

R P N {Compuasto 2{-13)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol a partir de 2-(do-
decilamino)etan-1-ol (50 mg, 0,22 mmol), (9Z,12Z)-N-(2-cloroetil)}-N-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
ilJoctadeca-9,12-dien-1-amina (126 mg, 0,22 mmol), K2COs (60 mg, 0,44 mmol), and Kl (3,6 mg, 0,022 mmol)
en MeCN (2 ml). Rendimiento (33 mg, 20 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,74 min. MS (ES): m/z (MH*) 770,20 para Cs2H100N20

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,39 (m, 8H): 3,55 (m, 2H), 2,80 (m, 4H); 2,61-2,44 (br. m, 12H); 2,07 (m,
8H); 1,46-1,29 (br. m, 56H); 0,92 (m, 9H).

DE: Compuesto 20-14: 2-((2-(Di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)((9Z,122)-octadeca-9, 12-dien-1-
illamino)etan-1-ol

Etapa 1: 2-(((9Z,122Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
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H
Férmula quimica: C20HzgNO
Peso molecular: 309,54
De la misma manera que el 2-(dodecilamino)etan-1-ol, se sintetizé 2-(((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
illamino)etan-1-ol a partir de etanolamina (0,37 ml, 6,1 mmol), (6Z,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (2,0 g, 6,1
mmol), Ko2COs (1,67 g, 12,1 mmol) y Kl (101 mg, 0,607 mmol) en MeCN (28 ml). Rendimiento (453 mg, 24 %).
UPLC/ELSD: TR = 5,457 min. MS (ES): m/z (MH") 311,38 para C2oH3zgsNO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 4H): 3,62 (t, 2H); 2,78 (m, 4H); 2,61 (t, 2H); 2,05 (m, 4H); 1,49 (m,
2H); 1,30 (br. m, 16H); 0,89 (t, 3H).

Etapa 2: 2-(Di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol
N\/\\/\/\/\:/\:/\/\/
HO™ ™
De la misma manera que el 2-(didodecilamino)etan-1-ol, se sintetizé 2-(di((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-
illamino)etan-1-ol a partir de (62,92)-18-bromooctadeca-6,9-dieno (4 g, 12,1 mmol), etanolamina (0,334 ml,
5,62 mmol), KoCOs (3,36 g, 24,3 mmol) y Kl (92 mg, 0,552 mmol) en MeCN (26 ml). Rendimiento (1,9 g, 62 %).
UPLC/ELSD: TR = 6,80 min. MS (ES): m/z (MH*) 557,94 para CasH71NO

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (m, 8H); 3,52 (t, 2H); 2,77 (t, 4H): 2,57 (t, 2H); 2,43 (t, 4H); 2,04 (q,
8H); 1,48-1,18 (br. m, 36H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 3: (9Z,122)-N-(2-Cloroetil)-N-((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina
NMA/\:A:/\/\/
CI/\/
De la misma manera que el compuesto N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina, se sintetizé (92,122)-N-(2-
cloroetil)-N-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina a partir de 2-(di((92,122)-octadeca-
9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol (250 mg, 0,45 mmol), trietilamina (81 pl, 0,58 mmol) y cloruro de metanosulfonilo

(38 pl, 0,49 mmol) en DCM (2 ml). Rendimiento (134 mg, 52 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,36 (m, 8H): 3,49 (t, 2H); 2,78 (m, 6H): 2,45 (t, 4H); 2,05 (q, 8H); 1,48-1,18
(br. m, 36H); 0,89 (t, 6H).

Etapa 4: 2-((2-(Di((9Z,122Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)((9Z,122)-octadeca-9, 12-dien-1-il)Jamino)etan-1-

K\V\f/\«/’\wr/\ [ ‘/\\.,- ‘/\"w/

L\«wafm\\,»w\,m (Compuesto 20-14)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etil)((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)Jamino)ean-1-
ol a partir de 2-(((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol (75 mg, 0,24 mmol), (92,122)-N-(2-cloroetil)-
N-((92,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)octadeca-9,12-dien-1-amina (154 mg, 0,27 mmol), KoCO3 (67 mg, 0,49
mmol), and Kl (4 mg, 0,024 mmol) en MeCN (2 ml). Rendimiento (35 mg, 17 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,94 min. MS (ES): m/z (MH*) 850,03 para CasH10sN20
1H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,35 (br. m, 12H); 2,77 (t, 6H); 2,70-2,38 (br. m, 14H); 2,05 (m, 12H); 1,50-
1,00 (br. m, 54H); 0,88 (t, 9H).
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DF: Compuesto 20-15: 2-((2-(Didodecilamino)etil)(hexil)amino)etan-1-ol
KW*\/W
HO\,/\N/\/N\,/‘\,/\/\N\/’

W (Compuesto 20-15)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(didodecilamino)etil)(hexil)amino)etan-1-ol a partir de 2-(hexilamino)etan-1-ol (50 mg, 0,34
mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (143 mg, 0,34 mmol), K2COs (95 mg, 0,69 mmol) y Kl (5,7
mg, 0,034 mmol) en MeCN (2 ml). Rendimiento (145 mg, 80 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,73 min. MS (ES): m/z (MH*) 525,66 para CssH72N20.
RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,54 (m, 2H); 2,61-2,44 (br. m, 12H), 1,46-1,28 (br. m, 48H); 0,90 (m, 9H).
DG: Compuesto 20-16: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(nonil)amino)etan-1-ol

K\/\/\/\

HO\/’\;N/‘VN\/’\V/\V’\\/\

NN (Compuesto 20-16)

A una solucién de 2-((2-aminoetil)amino)etan-1-ol (2,0 g, 18,6 mmol) y DCE (50 ml) a 0 °C se afiadié nonanal
(12,8 ml, 74,6 mmol), seguido de AcOH (3,2 ml, 55,9 mmol). La reaccién se dejé agitar a 0 °C durante 20 min.
Se afiadié Na(OAc):BH (15,8 g, 74,6 mmol) y la reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité
durante 18 horas a temperatura ambiente. La mezcla se inactivé mediante la adicién lenta de solucién acuosa
saturada de NaHCOz y se extrajo con DCM tres veces. Las capas organicas combinadas se secaron sobre
Na2804 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién mediante cromatografia ultrarrapida
sobre silice ISCO proporcion6 2-((2-(dinonilamino)etil)(nonil)amino)etan-1-ol. Rendimiento (75 mg, 0,8 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,28 min. MS (ES): m/z (MH*) 483,47 para C21HesN20O
RMN 'H (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,53 (m, 2H); 2,61-2,41 (br. m, 12H), 1,43-1,25 (br. m, 42H); 0,86 (m, 9H).
DH: Compuesto 20-17: 2-((2-(Didodecilamino)etil)(nonil)amino)etan-1-ol
(\/\/\/\N
HO o ™ N

W (Compueste 20-17)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(didodecilamino)etil)(nonil)amino)etan-1-ol a partir de 2-(nonilamino)etan-1-ol (50 mg, 0,27
mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (111 mg, 0,27 mmol), K2COs (74 mg, 0,53 mmol) y Kl (4,4
mg, 0,027 mmol) en 1,4-dioxano (1,5 ml). Rendimiento (29 mg, 19 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,05 min. MS (ES): m/z (MH*) 567,91 para Cs7H7sN20

RMN ™H (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,71 (m, 2H); 3,14-2,97 (br. m, 8H), 2,80 (m, 2H); 2,66 (m, 2H); 1,70 (m,
4H); 1,53 (m, 2H); 1,34-1,28 (br. m, 48H); 0,90 (m, 9H).

DI: Compuesto 20-18: 2-((2-(Dinonilamino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(dinonilamino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol a partir de 2-(dodecilamino)etan-1-ol (100 mg, 0,44
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mmol), N-(2-cloroetil)-N-nonilnonan-1-amina (145 mg, 0,44 mmol), KoCOs (120 mg, 0,87 mmol) y Kl (7,2 mg,
0,044 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml). Rendimiento (155 mg, 67 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,78 min. MS (ES): m/z (MH*) 525,99 para CssH72N20
RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,55 (m, 2H); 2,63-2,47 (br. m, 12H), 1,47-1,28 (br. m, 48H); 0,90 (m, 9H).

DJ: Compuesto 20-19: 2-((2-(Didodecilamino)etil)amino)etan-1-ol

WW
H (Compuesto 20-19)

Se combinaron etanolamina (50 mg, 0,82 mmol), N-(2-cloroetil}-N-dodecildodecan-1-amina (0,75 g, 1,8 mmol),
K2COs (0,25 g, 1,8 mmol) y KI (14 mg, 0,082) y 4 ml de THF en un matraz de fondo redondo. La reaccién se
coloco en una manta calefactora a 65 °C y se dej6 agitar bajo N2 durante 12 h. Transcurrido este tiempo se
dejé enfriar la reaccién a temperatura ambiente y se filtrd. El filtrado se lavé con H2O y salmuera, se secé sobre
MgSOs, se filtrd y se concentrd. El material bruto se purificé mediante cromatografia de fase inversa C18
(MeCN al 5-100 % en H20 con TFA al 0,1 %). Las fracciones se agruparon y concentraron. El material aislado
se recogié en CHCIs, se lavé con NaOH al 10 % y salmuera, se sec sobre MgSOs, se filtrd y se concentré. A
continuacién, el producto se volvié a purificar mediante cromatografia en gel de silice (MeOH al 0-20 % en
DCM con NH4OH al 1 %) para producir 2-((2-(didodecilamino)etil)amino)etan-1-ol (0,15 g, 41 %).

UPLC/ELSD: TR = 2,15 min. MS (ES): m/z (MH*) 441,37 para C2sHeoN20

H-RMN (400 MHz, CDCls) 5: ppm 3,59 (t, 2H); 2,75 (t, 2H): 2,62 (t, 2H); 2,50 (t, 2H); 2,37 (t, 4H); 1,39 (m, 4H);
1,24 (m 38H); 0,86 (t, 6H).

DK: Compuesto 20-20: 2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol

]/\/'\/\/\/\/

WV\/\/\ {Compuesto 20-20)

Se dejé enfriar bajo N2 una solucién de 2-((2-aminoetil)amino)etan-1-ol (2 g, 19,2 mmol) en 50 ml de DCE en
un bafio de hielo. Se afiadié6 dodecanal (26 ml, 76,8 mmol) seguido de &cido acético (3,3 ml, 57,6 mmol).
Después de 20 min, se afiadid Na(OAc)sBH (16,3 g, 76,8 mmol). La reaccion se dejd calentar lentamente a
temperatura ambiente y se agité durante 48 h. Transcurrido de este tiempo, la reaccién se inactivé mediante
la adicion en porciones de solucién saturada de NaHCOzs. La mezcla se extrajo tres veces con DCM. Los
extractos organicos agrupados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQOs, se filtraron y se
concentraron. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-100 % en
hexanos) dos veces para producir 2-((2-(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)etan-1-ol limpio (7,4 g, 63 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,20 min. MS (ES): m/z (MH*) 609,97 para C4oHssN20O
"H-RMN (400 MHz, CDCls) &: ppm 3,51 (t, 2H); 2,57-2,40 (br. m, 12H), 1,41-1,23 (br. m, 60H); 0,86 (t, 9H).
DL: Compuesto 20-21: 3-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)propan-1-ol

{/\/\/\/\\af\v/

HOMNNNMM

WN\ {Compuesto 20-21)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 3-((2-(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)propan-1-ol a partir de 3-(dodecilamino)propan-1-ol (39 mg,
0,16 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (75 mg, 0,18 mmol), K2COs (44 mg, 0,32 mmol) y KI (2,7
mg, 0,016 mmol) en THF (1 ml). Rendimiento (170 mg, >98 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,29 min. MS (ES): m/z (MH*) 623,71 para C41HssN20O
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RMN "H (300 MHz, CDCls) 8 ppm 3,76 (m, 2H); 2,64-2,39 (br. m, 12H), 1,66 (m, 2H); 1,44-1,26 (br. m, 60H);
0,88 (m, 9H).

DM: Compuesto 20-22: 4-((2-(Didodecilamino)etil)(dodecil)amino)butan-1-ol 4-(Dodecilamino)butan-1-
ol

H
HO/\/\/N\/W\/\//\/

De la misma manera que el 2-(dodecilamino)etan-1-ol, se sintetizé 4-(dodecilamino)butan-1-ol a partir de 4-
aminobutan-1-ol (2,5 ml, 27 mmol), 1-bromododecano (6,75 g, 27 mmol), KoCO3 (7,5 g, 54 mmol) y Kl (450 mg,
2,7 mmol) en MeCN (125 ml). Rendimiento (303 mg, 4 %).

UPLC/ELSD: TR = 1,09 min. MS (ES): m/z (MH*) 258,22 para C1sH3sNO

H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 3,60 (t, 2H); 2,76-2,62 (br. m, 4H); 1,72-1,58 (br. m, 6H); 1,29 (br. m, 18H);
0,89 (t, 3H).

rMA/’W

HO o NP ™S S
i
R (Compussto 20-22)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 4-((2-(didodecilamino)etil)(dodecil)amino)butan-1-ol a partir de 4-(dodecilamino)butan-1-ol (75 mg,
0,29 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (133 mg, 0,32 mmol), K2COs3 (80 mg, 0,58 mmol) y KI (5
mg, 0,029 mmol) en MeCN (2 ml). Rendimiento (104 mg, 56 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,27 min. MS (ES): m/z (MH*) 637,85 para C42HssN20

H-RMN (300 MHz, CDCls) 5: ppm 3,56 (br. m, 2H); 2,58 (br. m, 4H); 2,45 (br. m, 8H); 1,65 (br. m, 4H); 1,45
(br. m, 6H); 1,25 (br. m, 54H), 0,88 (t, 9H).

DN: Compuesto 20-23: (Z)-2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodec-6-en-1-il)amino)etan-1-ol
Etapa 1: Bromuro de (6-hidroxihexil)trifenilfosfonio

@ -
HO P

Se combinaron 6-bromo-1-hexanol (4,89 g, 27 mmol) y trifenilfosfina (7,87 g, 30 mmol) y 50 ml de MeCN en un
matraz de fondo redondo. El matraz se equip6 con un condensador y se coloc6 en una manta calefactora y la
reaccién se dej6 agitar a 82 °C durante 48 h. Transcurrido este tiempo, la reaccién se dej6 enfriar a temperatura
ambiente y la solucién se canulé en 200 ml de Et20, produciendo un precipitado blanco. Se dejaron sedimentar
los sélidos y se eliminé el disolvente por decantacién. Se afiadieron 20 ml de DCM para disolver los sélidos y
a continuacion se afiadieron lentamente 100 ml de Et2O para producir un precipitado blanco. A continuacidn
se elimind el disolvente al vacio para producir bromuro de (6-hidroxihexil)trifenilfosfonio limpio (9,4 g, 21,2
mmol, con un rendimiento del 78 %).

H-RMN (300 MHz, CDCl) &: ppm 7,80 (m, 15H); 3,80 (m, 2H); 3,65 (m, 2H); 2,23 (m, 2H); 1,68 (m, 4H); 1,52
(m, 4H).

Etapa 2: (Z)-Dodec-6-en-1-ol

Se dejo enfriar una solucién de bromuro de (6-hidroxihexil)trifenilfosfonio (3,0 g, 6,77 mmol) en 25 ml de THF
en un bafio de acetona/hielo seco a -78 °C. Una vez enfriado, se afiadié gota a gota n-BuLi (2,5 M en hexanos)
(5,7 ml, 14,2 mmol). Después de 1 h, se afiadieron 10 ml adicionales de THF y n-BuLi (1,35 ml) y se continué
agitando a la misma temperatura durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se afiadié 1-hexanal (1,6 ml, 13,5
mmol) y la reaccién se dejé calentar ata y se agité durante 3 h. Transcurrido este tiempo, la reaccidn se inactivd
mediante la adiciéon de un exceso de solucién saturada de NH4Cl. La solucidn se extrajo tres veces con EtOAc.
Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQs, se filtraron y se
concentraron al vacio. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-50 %
en hexanos) para producir el producto deseado como un aceite transparente (0,76 g, 4,1 mmol, 61 %).
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H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 2H); 3,62 (t, 2H); 2,01 (m, 4H); 1,56 (m, 2H); 1,35-1,27 (m, 11H);
0,87 (t, 3H).

Etapa 3: Metanosulfato de (Z)-dodec-6-en-1-ilo

MSOW
A una solucién a 0 °C de (Z)-dodec-6-en-1-0l (1,81 g, 9,3 mmol) en 20 ml de DCM, se afiadié EtsN (1,7 ml, 12,1
mmol) y cloruro de metanosulfonilo (0,80 ml, 10,2 mmol). La reaccidn se dejé calentar lentamente a temperatura
ambiente y se agité durante la noche. La reaccién se inactivé mediante la adiciéon de agua y la mezcla se extrajo
dos veces con DCM. Los extractos organicos se agruparon, se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSOs,

se filtraron y se concentraron. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-
30 % en hexanos) para producir el producto deseado limpio (2,2 g, 8,4 mmol, 90 %).

H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 2H); 4,20 (t, 2H); 2,98 (s, 3H); 2,01 (m, 4H); 1,74 (m, 2H); 1,38-
1,27 (m, 10H); 0,87 (t, 3H).

Etapa 4: (Z)-1-Bromododec-6-eno

B T T N
En un matraz de fondo redondo, bajo Nz, se disolvié metanosulfonato de (Z)-dodec-6-en-1-ilo (2,2 g, 8,3 mmol)
en 40 ml de Et20. Se afiadié MgBr2-Et20 (6,5 g, 25 mmol) y la reaccién se dejé agitar durante 48 h. Transcurrido
este tiempo, la reaccién se inactivé mediante la adicién de hielo. A continuacién, la mezcla se extrajo con Et2O
tres veces. Los extractos organicos agrupados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSOq, se filtraron
y se concentraron. El material bruto se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 0-30 % en
hexanos) para producir el producto deseado (1,8 g, 7,28 mmol, 88 %).
"H-RMN (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,34 (m, 2H); 3,39 (t, 2H); 2,01-1,84 (m, 8H); 1,28 (m, 10H); 0,87 (t, 3H).
Etapa 5: (Z)-2-((2-(Didodecilamino)etil)(dodec-6-en-1-il)amino)etan-1-ol

(\/\/\/\/\/

HO\/’\N""‘\/ N ™ ™

e (Compuesto 20-23)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizdé (2)-2-((2-(didodecilamino)etil)(dodec-6-en-1-il)Jamino)etan-1-ol a partir de (Z)-2-(dodec-6-en-1-
ilamino)etan-1-ol (100 mg, 0,44 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (183 mg, 0,44 mmol), K2COs
(122 mg, 0,88 mmol) y KI (7,3 mg, 0,044 mmol) en MeCN (1 ml) y THF (1 ml). Rendimiento (90 mg, 34 %).
UPLC/ELSD: TR = 3,24 min. MS (ES): m/z (MH*) 608,08 para C4oHs2N20

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: ppm 5,42-5,35 (m, 2H); 3,55 (m, 2H), 2,62-2,45 (br. m, 12H); 2,06-2,00 (m, 4H);
1,48-1,28 (br. m, 52H): 0,91 (m, 9H).

DO: Compuesto 20-24: 2-((2-(Didodecilamino)etil)(tetradecil)amino)etan-1-ol

WWVV\ (Compuesto 20-24)

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(didodecilamino)etil)(tetradecil)amino)etan-1-ol a partir de 2-(tetradecilamino)etan-1-ol (100 mg,
0,39 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (162 mg, 0,39 mmol), K2CO3 (107 mg, 0,78 mmol) y Kl
(6,5 mg, 0,039 mmol) en MeCN (3 ml). Rendimiento (128 mg, 52 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,47 min. MS (ES): m/z (MH*) 637,92 para C42HssN20

RMN H (300 MHz, CDCls) &: ppm 3,54 (m, 2H); 2,61-2,44 (br. m, 12H): 1,46-1,28 (br. m, 64H); 0,91 (m, 9H).
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DP: Compuesto 20-25: 2-((2-(Didodecilamino)etil)((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol

De la misma manera que el 6-(dodecil(2-(dodecil(2-hidroxietil)amino)etil)amino)hexanoato de pentilo, se
sintetizd 2-((2-(didodecilamino)etil)((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol a partir de 2-(((92,122)-
octadeca-9,12-dien-1-il)amino)etan-1-ol (50 mg, 0,16 mmol), N-(2-cloroetil)-N-dodecildodecan-1-amina (67 mg,
0,16 mmol), K2COs (45 mg, 0,32 mmol) y KI (3 mg, 0,016 mmol) en MeCN (2 ml). Rendimiento (45 mg, 41 %).

UPLC/ELSD: TR = 3,64 min. MS (ES): m/z (MH*) 689,95 para CasHe2N20O

RMN "H (300 MHz, CDCls) 8: ppm 5,39-5,32 (m, 4H); 3,56 (m, 2H), 2,80 (m, 2H); 2,62-2,52 (br. m, 12H); 2,08
(m, 4H); 1,48-1,28 (br. m, 58H); 0,91 (m, 9H).

DQ. Compuesto 21-1: 1-(2,2-Di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopropil)}-N, N dimetiimetanamina

R N NP B N
HO OH — = HO OBn

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de nonano-1,9-diol (96,16 g, 0,60 mol) en 100 ml de DMF a una
suspensién de NaH (24,0 g, 0,60 mol) en 800 ml de DMF. Después de agitar durante 1 h, se afiadi6 lentamente
una solucién de bromuro de bencilo (71,4 ml, 0,60 mol) en 200 ml de DMF. Después de la adicién, la mezcla
de reaccidn se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante la noche. La TLC mostré que el material de
partida estaba casi consumido. La mezcla de reaccién se vertié sobre hielo y a continuacién se extrajo con
EtOAc (3 X). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera y a continuacién se secaron
sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracién, el producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al 0 a 100 %/hexanos y a continuacién MeOH al 0 a 5
%/diclorometano) para producir el producto como un aceite incoloro (74,4 g, 50 %).

RO NN TN N g e T TN T T

A 0 °C, a una solucién de 9-(benciloxi)nonan-1-ol (14,88 g, 61,5 mmol) en 150 ml de diclorometano, se afiadid
CBrs (30,6 mmol, 92,2 mmol). Y a continuacién se afiadié en porciones trifenilfosfina (27,4 g, 0,104 mol).
Después de agitar a temperatura ambiente durante la noche, la TLC mostré que la reaccién se habia
completado. La mezcla de reaccién se vertié sobre hielo y a continuacién se extrajo con diclorometano (2 X).
Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera y a continuacién se secaron sobre sulfato
de magnesio. Después de la filtracién y concentracion, el residuo se purificé mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0
a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (21,0 g, cuant.).

HO OBn
L S SO0
OBn

A una suspensién de magnesio (3,23 g, 0,134 mol) en 80 ml de THF, se afiadi6 una cantidad catalitica de yodo
y a continuacién se agité hasta que desaparecié el color. Se afiadié lentamente una solucién de (((9-
bromononil)oxi)metil)benceno (21,0 g, 67,2 mmol) en 40 ml de THF en 15 min a temperatura ambiente y a
continuacién la mezcla se calenté a reflujo durante 1 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afiadié
gota a gota una solucién de formiato de metilo (4,2 ml, 67,2 mmol) en 10 ml de THF y la mezcla se agité durante
la noche. La reaccién se inactivé mediante la adicion de HCI 5 N y agua, y la mezcla se extrajo con EtOAc (2
X). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio. Después
de la filtracion y concentracién, el residuo se disolvié en EtOH y a continuacién se afiadieron KOH y agua.
Después de agitar durante la noche, la mezcla de reaccién se concentré hasta sequedad. Se afiadié agua y a
continuacién se ajusté el pH ~7 con HCI 1 N. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 X) y la capa organica
combinada se sec6 sobre sulfato de magnesio. Después de la filtracién y concentracién, el producto bruto se
purificé mediante ISCO (SiO2. EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite
incoloro (6,64 g, 40 %).

—_—
OBn OBn
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A 0 °C, se afladié lentamente una solucidén de 1,19-bis(benciloxi)nonadecan-10-ol (6,64 g, 13,4 mmol) en 30
ml de diclorometano a una solucién de peryodinano de Dess-Martin (7,94 g, 18,7 mmol) en 70 ml de
diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccion se agité a esta temperatura durante 3 h. La TLC mostré
que se habia consumido el material de partida. La mezcla de reaccién se diluyé con diclorometano y a
continuacion se afiadieron solucién de Na2S203 al 10 % y solucidn saturada de bicarbonato de sodio. Después
de la extracciéon con diclorometano (2 X), las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se
concentraron. El residuo se disolvi6 en éter y se lavé con solucién saturada de bicarbonato de sodio y salmuera.
Después de secar sobre sulfato de sodio, la solucién se filtré6 y se concentrd. El producto bruto se purificd
mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 20 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (6,23

g, 94 %).
—
OBn GBn

A 0 °C, se afiadié terc-butdxido de potasio (1,70 g, 15,1 mmol) a una solucién de bromuro de metilfosfonio
(5,40 g, 15,1 mmol) en 80 ml de THF que se purg6 con nitrégeno 3 veces. Después de 1 h, se transfirié a través
de una canula a la mezcla de reaccién una solucién de 1,19-bis(benciloxi)nonadecan-10-ona (6,23 g, 12,6
mmol) en 20 ml de THF (purgado con nitrégeno 3 veces) y a continuacion la reaccién se dej6 calentar a
temperatura ambiente durante la noche. La TLC mostré que la reaccién se habia completado y la mezcla de
reaccién se filtré a través de Celite. Después de la concentracion, el producto bruto se purificé mediante ISCO
(SiO2: EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (6,0 g, 96 %).

LCOCOREE GSOOa

A una solucién a reflujo de (((10-metilenononadecano-1,19-diil)bis(oxi))bis(metileno))dibenceno (2,99 g, 6,08
mmol) en 160 ml de diclorometano, se afiadié una solucién de Cu(acac). (180 mg, 0,69 mmol) en 40 ml de
diclorometano. Y a continuacién se afiadi6 diazoacetato de etilo (que contiene diclorometano al 13 %, 1,1 ml 9
X ) cada 30 min. La MS mostré la formacion de producto. La reaccion se inactivé con MeOH y se agité durante
1 h a temperatura ambiente. Después de la concentracién, el producto bruto se purificé mediante cromatografia
en columna ultrarrapida (SiO2 EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite
incoloro (3,65 g, contiene 1 equivalente de acetato como subproducto).

Se agité a temperatura ambiente una mezcla de 2,2-bis(9-(benciloxi)nonil)ciclopropano-1-carboxilato de etilo
(2,8 g, 4,8 mmol) y paladio sobre carbono (10 % en peso, 500 mg) en 500 ml de EtOAc bajo globo de hidrégeno
durante 4,5 h. La MS y TLC mostraron una reacciéon completa. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite
y se lavé con EtOAc. El filtrado se concentré para proporcionar el producto mezclado con el subproducto,
succinato de dietilo (2,53 g, contiene 0,94 equivalentes de subproducto, 94 %).

A 0 °C, se afiadid lentamente una solucién de 2,2-bis(9-hidroxinonil)ciclopropano-1-carboxilato de etilo (2,4 g,
6 mmol) en 100 ml de diclorometano a una suspension de peryodinano de Dess-Martin (7,67 g, 18 mmol) en
100 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccién se agit6é a temperatura ambiente durante 4 h.
Después de inactivar con soluciéon acuosa de Na2S203 al 10 % y solucién saturada de bicarbonato de sodio, la
mezcla se extrajo con diclorometano (2 X). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio
y se concentraron para producir el producto como un aceite incoloro (2,3 g, contiene aproximadamente 0,7 g
de subproducto).

Preparacién de yoduro de (Z)-non-3-en-1-iltrifenilfosfonio:

@ Q

P e N B N N I N N N NN
QH | PPhsl

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de trifenilfosfina (110 g, 0,419 mol) en 200 ml de diclorometano a
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una solucién de (Z)-non-3-en-1-ol (49,6 g, 0,349 mol), imidazol (50,0 g, 0,732 mol) y yodo (124 g, 0,488 mol)
en 800 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccion se dejé a temperatura ambiente durante la
noche. La TLC mostré que quedaba una pequefia cantidad de (Z)-non-3-en-1-ol. La mezcla de reaccién se
concentré y el residuo se trituré con hexanos. La solucion se filtré a través de un tapén de gel de silice y se
eluyé con hexanos para proporcionar el yoduro como un liquido incoloro (81 g, 92 %).

Se calent6 a reflujo una solucién de (Z)-1-yodonon-3-eno (81 g, 0,321 mol) y trifenilfosfina (169 g, 0,643 mol)
en acetonitrilo (1,1 1) durante la noche. Después de concentrar hasta sequedad, el residuo se trituré con
hexanos. La goma blanca se disolvié en diclorometano y se purific6 mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (SiO2: MeOH al 0 a 5 %/CH2Cl2) para proporcionar el producto como un aceite incoloro que a
continuacién se convirtié en un sélido de color blanco (114 g, 69 %).

4 ®/\/=\/\\/\\
. IPhgP
~o

EtO,C

A 0 °C, se afiadid terc-butdxido de potasio (1,98 g, 17,7 mmol) a una solucidén de yoduro de (Z)-non-3-en-1-
iltrifenilfosfonio (9,2 g, 17,9 mmol) en 300 ml de THF que se purgé con nitrégeno 3 veces. Después de 1 h, se
transfiri6 mediante una canula a la mezcla de reaccién una solucién de 2 2-bis(9-oxononil)ciclopropano-1-
carboxilato de etilo (2,05 g, 5,2 mmol) en 100 ml de THF (purgado con nitrégeno 3 veces). y a continuacién se
dejé calentar la reaccién hasta temperatura ambiente durante la noche. La TLC mostrd una reaccién completa.
La reaccién se inactivd con solucién saturada de cloruro de amonio y a continuacién se extrajo con hexanos (2
X). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio. Después
de la filtracién y concentracidn, el residuo se purificé por ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 5%/hexanos) para
proporcionar el producto como un aceite incoloro (1,54 g, 48 %).

,f“ \' N N N
o i

EYG, i
R Y N PN

T T TN TN T N T N

Se afiadid lentamente una solucién de hidruro de litio y aluminio (2,0 M en THF, 1,9 ml, 3,8 mmol) a una
solucién de 2,2-di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopropano-1-carboxilato de etilo (1,54 g, 2,52 mmol) en
150 ml de THF y a continuacién la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 min. La
reaccién se inactivé mediante la adicién lenta de NaxSO4-10H20, a continuacién, la mezcla se filtré y se lavd
con THF. El filtrado se concentrd y se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al
0 a 15 %/Hexanos) para producir el producto como un aceite incoloro (1,2 g, 84 %).

HO

H

A0 °C, se afladié lentamente una solucién de (2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopropil)metanol (1,04
g, 1,83 mmol) en 100 ml de diclorometano a una suspensiéon de peryodinano de Dess-Martin (1,18 g, 2,77
mmol) en 200 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccidén se agité a temperatura ambiente
durante 3 h. Después de inactivar con solucidén saturada de bicarbonato de sodio, la mezcla se extrajo con
diclorometano (2 X). La capa organica combinada se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentrd para producir
el producto como un aceite incoloro (0,95 g, 91 %).
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H

(Compuesto 21-1)
Férmula quimica: Ca2H77N
Peso molecular: 596,09

A una solucién de 2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopropano-1-carbaldehido (0,95 g, 1,68 mmol) en
300 ml de THF, se afiadieron secuencialmente dimetilamina (2,0 M en THF, 2 ml, 4 mmol), triacetoxiborohidruro
de sodio (840 mg, 4 mmol) y 4cido acético (0,23 ml, 4 mmol), y la mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante la noche. La MS mostr6 que la reaccién se habia completado y se afiadié solucidén saturada
de bicarbonato de sodio para inactivar la reaccidén. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 X) y las capas orgénicas
combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y
concentracién, el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: MeOH al 0 a 10
%/diclorometano) para producir el producto 1-(2,2-Di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopropil)}-N,N-
dimetilmetanamina como un aceite incoloro (0,56 g, 56 %).

RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,27-5,42 (m, 8 H), 2,76 (t, 4 H, J= 6,2 Hz), 2,38 (bs, 8 H), 2,04 (q, 8 H, J = 6,6
Hz), 1,18-1,41 (m, 38 H), 0,96-1,17 (m, 2 H), 0,88 (, 6 H, J = 6,6 Hz), 0,66-0,76 (m, 1 H), 0,48-0,56 (m, 1 H),
0,05-0,13 (m, 1 H).

APCI: m/z = 506,6 [M+H]".

DR. Compuesto 21-2: 4-(Dimetilamino)butanoato de 3,3-di((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclobutilo

Cl
OB O Cl
> OBn
OBn
OBn

Preparacién del par Zn-Cu: Se agité una suspensioén de polvo de zinc (10 g) en 10 ml de HCI 4 M durante 10
min y a continuacién se decanté la fase acuosa. Después de lavar el sélido con agua (2 x 20 ml), se afiadieron
posteriormente 20 ml de agua y sulfato de cobre (0,75 g). Después de agitar durante la noche, se decanté el
agua y a continuacién se lavé el residuo con THF (2 x 10 ml). El sélido negro se secé al vacio y se almacené
en nitrégeno.

A una suspension del par Zn-Cu (1,295 g, 19,8 mmol) en 30 ml de éter purgado con nitrégeno 3 veces, se
afiadié una solucién de (((10-metilenononadecano-1,19-diil)bis(oxi))bis(metileno))dibenceno (2,96 g, 6,0 mmol)
en 10 ml de éter purgado con nitrégeno y a continuacién se afiadié gota a gota una solucién de POCIs (1,85
ml, 19,8 mmol) y cloruro de 2,2, 2-tricloroacetilo (2,23 ml, 19,8 mmol) en 15 ml de éter purgado con nitrégeno.
Después de la adicién, la mezcla se calenté a reflujo durante 22 h. La TLC mostré trazas de material de partida.
La mezcla de reaccién se enfrid6 en un bafio de hielo y a continuacién se afiadieron 8,0 g de carbonato de
potasio. Se afiadieron gota a gota 30 ml de MeOH y se agité hasta que no hubo desprendimiento de gas. Se
afiadidé EtOAc y la mezcla se filtrd a través de Celite. El filtrado se concentrd y el residuo se purificé por ISCO
(SiO2: EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (3,02 g, 83 %).

cl
o cl ©
oBn ———™ OBn
OBn OBn

A una solucion de 3,3-bis(9-(benciloxi)nonil)-2,2-diclorociclobutan-1-ona (3,02 g, 5,0 mmol) en 80 ml de MeOH,
se afladié polvo de Zn (1,96 g, 30 mmol). Después de agitar durante 15 min, se afiadié cloruro de amonio (1,6
g, 30 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 3 h. La TLC mostré que la
reaccidén se habia completado y la mezcla se concentré hasta sequedad. Se afiadieron 100 ml de agua y 100
ml de EtOAc y la mezcla se filtré a través de Celite. El filtrado se lav6 con salmuera y se secd sobre sulfato de
magnesio. Tras la filtracién y concentracion se obtuvo el producto (2,58 g, 97 %), que se utilizé para la siguiente
etapa sin purificacion.
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O HO
fiooooadnli OGOty
OBn CBn
A 0 °C, se afiadid borohidruro de sodio (0,51 g, 13,51 mmol) a una solucidén de 3,3-bis(9-
(benciloxi)nonil)ciclobutan-1-ona (2,58 g, 4,82 mmol) en 48 ml de MeOH/THF (5:1), y a continuacidn la reaccién
se agitdé a esta temperatura durante 1 h. La TLC mostr6é una reacciéon completa. La reaccién se inactivd con
solucién saturada de bicarbonato de sodio y a continuacién se extrajo con EtOAc (2 X). Las capas orgénicas

combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y
concentracién, el producto se obtuvo como un aceite incoloro (2,68 g, cuant.), que se utilizé para la siguiente

etapa sin purificacion.
OBn

HO. TBSC
ﬁm\oan .
'OBnN

A una solucién de 3,3-bis(9-(benciloxi)nonil)ciclobutan-1-ol (3,31 g, 6,17 mmol) e imidazol (0,92 g, 13,57 mmol)
en 50 ml de diclorometano, se afiadi6é cloruro de terc-butildimetilsililo (1,15 g, 7,28 mmol) y la mezcla de
reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 4 h. La TLC mostré una reaccion completa. Se afiadi6 agua
para inactivar la reaccidn y la mezcla se extrajo con diclorometano (2 X). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracidn, el residuo
se purifico por ISCO (SiOz: EtOAc al 0 a 20 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro
(3,53 g, 90 %).

TBSC. TBSO.
jreoooa il Coood:
OBn OH

Se purgé una mezcla de (3,3-bis(9-(benciloxi)nonil)ciclobutoxi)(terc-butil)dimetilsilano (3,53 g, 5,42 mmol) y
paladio sobre carbono (10 % en peso, 0,71 g) en 350 ml de EtOAc con nitrégeno e hidrégeno, respectivamente.
Después de agitar bajo un globo de hidrégeno durante la noche, la TLC mostrdé que la reaccién se habia
completado y a continuacién la mezcla de reaccién se filtré a través de Celite. Después de la concentracién, el
residuo se purificé mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 70 %/hexanos) para proporcionar el producto como un
aceite incoloro (2,35 g, 92 %).

TBSO TBSO
L ostotindlis COOON
CH ~o

A 0 °C, se afiadié lentamente una solucidén de 9,9'-<(3-((terc-butildimetilsilil)oxi)ciclobutano-1,1-diil)bis(honan-1-
ol) (1,49 g, 3,16 mmol) en 20 ml de diclorometano a una solucién de peryodinano de Dess-Martin (2,68 g, 6,33
mmol) en 70 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccién se agit6é a esta temperatura durante
3 h. Después de agitar a temperatura ambiente durante 1 h, la mezcla de reaccidn se diluyé con diclorometano
y a continuacién se afiadieron solucion de Na2S20s al 10 % y solucién saturada de bicarbonato de sodio.
Después de la extraccién con diclorometano (2 X), las capas organicas combinadas se lavaron con solucién
saturada de bicarbonato de sodio y salmuera. La capa organica se secé sobre sulfato de sodio y se concentré.
El producto bruto se purificé mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto
como un aceite incoloro (0,88 g, 60 %).

C @ —
~o

TBSO

A 0 °C, se afiadid terc-butdxido de potasio (0,51 g, 4,53 mmol) a una solucidén de yoduro de (Z)-non-3-en-1-
iltrifenilfosfonio (2,33 g, 4,53 mmol) en 30 ml de THF que se purgé con nitrégeno 3 veces. Después de 1 h, se
transfiri6 mediante una cénula a la mezcla de reaccibn una solucion de 9,9'-(3-((terc-
butildimetilsilil)oxi)ciclobutano-1,1-diil)dinonanal (0,88 g, 1,89 mmol) en 25 ml de THF (purgado con nitrégeno
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3 veces) y a continuacion se dejé calentar la reaccién hasta temperatura ambiente durante la noche. La TLC
mostré una reaccién completa. La reacciéon se inactivé con soluciéon saturada de cloruro de amonio y a
continuacién se extrajo con EtOAc (2 X). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se
secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracién, el residuo se purificé por ISCO (SiOz2:
EtOAc al 0 a 20 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (543 mg, 42 %).

TBSO

HO:

A una solucién de terc-butil(3,3-di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclobutoxi)dimetilsilano (0,67 g, 0,98
mmol) en 60 ml de THF, se afiadié una solucién de TBAF (1,0 M en THF, 9,8 ml, 9,8 mmol) y la mezcla de
reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h. La TLC mostré una reaccion completa. El disolvente se
elimind al vacio y el residuo se purific6 mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 20 %/hexanos) para proporcionar
el producto como un aceite incoloro (0,64 g, cuant.).

HO\S{V\/\/\/"\/‘\/\/\
Rt e Ve - -
—— N ©
NN NN (Compuesto 21-
2)

Formula quimica: CigHgsNO»

Peso molecutar: 682,18

0 °C, se afladieron piridina (2,4 ml) y solucién de anhidrido propilfosfénico (50 % en peso en DMF, 2,4 ml, 4,16
mmol) a una solucién de clorhidrato de &cido 4-(dimetilamino)butanoico (564 mg, 3,37 mmol) en 6 ml de DMF.
Después de agitar durante 10 min, se afiadié una solucién de 3,3-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
ilyciclobutan-1-ol (0,64 g, 1,12 mmol) en 4 ml de DMF y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante la noche. La MS y TLC mostraron la formacién de producto. Se afiadié solucién saturada de
bicarbonato de sodio para inactivar la reaccién y a continuacién se extrajo con EtOAc (2 X). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio y concentrar,
el residuo se purificé mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 100 %/hexanos) para proporcionar el producto 4-
(dimetilamino)butanoato de 3,3-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclobutiio como un aceite de color
ligeramente amarillo (479 mg, 63 %).

RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,28-5,42 (m, 8 H), 4,89-4,99 (m, 1 H), 2,76 (t,
8

4
7.4 Hz), 2,23 (s, 6 H), 2,15-2,21 (m, 2H), 2,04 (g, 8 H, J = 6,6 Hz), 1,68-1,84 (m

H, J=6,1Hz),2,30 (t, 4 H, J=
.4 (
(t, 6 H, J= 6,6 Hz).

1
H), 1,08-1,40 (m, 40 H), 0,88

APCI: m/z 682,6 (M+H)*.
DS. Compuesto 21-3: 3-(Dimetilamino)propanoato de 3,3-di((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopentilo

OH Br:
/\/\ — j\/\
Br TBSO Br

Br

A 0°C, a una solucién de 1,4-dibromobutan-2-ol (75,0 g, 0,328 mol) e imidazol (49,0 g, 0,72 mol) en 500 ml de
diclorometano, se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de terc-butildimetilsililo (57,0 g, 0,36 mol) en 300
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ml de diclorometano. Después de la adicion, la mezcla de reaccién se calent6é a temperatura ambiente y se
mantuvo en agitaciéon durante la noche. La TLC mostré una conversién limpia. La mezcla de reaccion se filtrd
y se lavé con diclorometano. Después de la concentracién, el residuo se recogié con diclorometano y se lavé
con agua y salmuera. La capa organica se secd sobre Na2SOa4. Después de la filtracién y concentracion, el
producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: éter al 0 a 10 %/hexanos)
para proporcionar un producto puro como un liquido incoloro (83,05 g, 71 %).

TBSO

Br 0
j\A
TBSO Br OE
EtO

Se agité a temperatura ambiente una solucién de terc-butil((1,4-dibromobutan-2-il)oxi)dimetilsilano (53,7 g,
0,152 mol), malonato de dietilo (10,0 g, 0,138 mol), carbonato de potasio (47,6 g, 0,345 mol) y bromuro de
tetrabutilamonio (4,45 g, 13,8 mmol) en 700 ml de DMF durante 3 dias. La TLC casi no mostré material de
partida. La mezcla de reaccién se diluyé con agua y se extrajo con EtOAc (3 X) y las capas organicas
combinadas se lavaron con solucién saturada de cloruro de amonio y salmuera. Después de secar sobre sulfato
de sodio, la solucién se filtré y se concentrd. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (SiOz2: EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para producir el producto deseado como un aceite incoloro
(36,92 g, 77 %).

TBSO
OH

0 TBSO
— D<o
QOEt

e’ ©

A 0 °C, se afiadié una solucién de hidruro de litio y aluminio (2,0 M en THF, 43,2 ml, 86,4 mmol) a una solucién
de 3-((terc-butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-dicarboxilato de dietilo (14,89 g, 43,2 mmol) en 60 ml de THF y
a continuacién la mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante la noche. La TLC mostré una
conversion limpia. La reaccién se inactivé afiadiendo lentamente agua (6 ml) y NaOH 1 N (20 ml) y a
continuacién se agitd durante 30 min. La suspensién se filtré a través de Celite y se lavé con EtOAc. Después
de la concentracion, el residuo se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al 0 a
90 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (9,86 g, 88 %).

0
TBSO o TBSO |
—_—
T o 20

A -78 °C, se afladié gota a gota una solucién de DMSO (2,15 ml, 30,3 mmol) en 10 ml de diclorometano a una
solucién de cloruro de oxalilo (1,35 ml, 15,2 mmol) en 15 ml de diclorometano y a continuacién se afiadi6é
inmediatamente una solucién de (3-((terc-butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-diil)dimetanol (1,88 g, 7,2 mmol)
en 15 ml de diclorometano. Después de agitar durante 30 min, se afiadid trietilamina (7,25 ml, 52,0 mmol) y la
mezcla de reaccién se calent6é a temperatura ambiente. La TLC mostré una conversién limpia. La reaccién se
inactivé con agua y se extrajo con éter (2 X). Las capas organicas combinadas se lavaron con solucién saturada
de cloruro de amonio y salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio, la solucién se filtré y se concentré
para producir el producto como un aceite amarillo (2,00 g, cuant.), que se us6 para la siguiente etapa sin
purificacién adicional.

Preparacién de yoduro de (8-(benziloxi)octil trifenilfosfonio:

/\/\/\/\/ /\/\/\/\/
HO OH O OBn
® B
/\/\/\/\/
PhsP o R — |7 OB
|

A 0 °C, se afiadié lentamente una solucién de octano-1,8-diol (100 g, 0,684 mol) en 100 ml de DMF a una
suspensién de NaH (27,35 g, 0,684 mol) en 700 ml de DMF. Después de agitar durante 30 min, se afiadi6é

210



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2913 626 T5

lentamente una solucién de cloruro de bencilo (78,7 ml, 0,684 moles) en 200 ml de DMF. Después de la adicion,
la mezcla de reaccidn se calenté a temperatura ambiente y se agité durante la noche. La TLC mostré que el
material de partida estaba casi consumido. La mezcla de reaccién se vertié sobre hielo y a continuacién se
extrajo con EtOAc (2 X). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera y a continuacion
se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracidn, el producto bruto se purificé
mediante cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al 0 a 60 %/hexanos) para proporcionar el
producto como un aceite incoloro (85,83 g, 53 %).

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de trifenilfosfina (114,4 g, 0,436 mol) en 300 ml de diclorometano a
una solucién de 8-(benciloxi)octan-1-ol (85,83 g, 0,363 mol), imidazol (52 g, 0,76 mol) y yodo (129,1 g, 0,51
mol) en 1200 ml de diclorometano y a continuacién se dejd que la mezcla de reaccién alcanzara la temperatura
ambiente durante 3 dias. Después de la filtracién, el filtrado se concentré y el residuo se trituré con hexanos.
La solucidén se filtré a través de un tapdn de gel de silice y se eluyé con éter al 10 % en hexanos para
proporcionar el producto como un liquido turbio (81,09 g). El sélido gomoso se disolvid en diclorometano y se
pasd a través de gel de silice y se eluyé con éter al 10 % en hexanos para proporcionar un liquido turbio (20,0
g). Rendimiento total: 101,1 g (80 %).

Se calenté a reflujo una solucién de (((8-yodooctil)oxi)metil)benceno (101,1 g, 0,293 mol) y trifenilfosfina (154,1
g, 0,586 mol) en acetonitrilo (1 1) durante la noche. Después de concentrar hasta sequedad, el residuo se
disolvié en diclorometano y se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrpida (SiO2: MeOH al 0 a 10
%/CH2Cl2) para proporcionar el producto como un aceite amarillo (144,1 g, 81 %).

PhaP@
Iej\/\/\/\
TBSO (lJ OBn‘- TBSO —_ OBn
\0440 \ 0Bn

A 0 °C, se afadid terc-butéxido de potasio (2,42 g, 21,6 mmol) a una solucién de yoduro de (8-
(benciloxi)octil trifenilfosfonio (14,2 g, 23,3 mmol) en 80 ml de THF que se purgd con nitrégeno 3 veces.
Después de 1 h, se transfiri6 mediante una canula a la mezcla de reaccién una solucién de 3-((terc-
butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-dicarbaldehido (2,00 g, 7,2 mmol) en 20 ml de THF (purgado con nitrégeno
3 veces) y a continuacidn la reaccién se dejd calentar a temperatura ambiente durante la noche. La TLC mostré
una reaccién completa. La reaccién se inactivd con solucidén saturada de cloruro de amonio y a continuacion
se extrajo con éter (2 X). La capa organica combinada se lavd con salmuera y se secd sobre sulfato de sodio.
Después de lafiltracidn y concentracion, el residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (SiOz:
éter al 0 a 6 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (3,77 g, 79 %).

Se purgé con nitrbgeno una mezcla de ((3,3-bis(( -(benciloxi)non-1-en-1-il)ciclopentilJoxi)(terc-
butil)dimetilsilano (3,04 g, 4,6 mmol) y paladio sobre carbono (10 %, 600 mg) en 200 ml de EtOAc a
continuacién con hidrégeno y a continuacién se agitd bajo hidrégeno durante la noche. La TLC y MS mostraron
una reaccién completa. La mezcla de reaccién se filtré a través de Celite y se lavé con EtOAc. El filtrado se
concentré para producir el producto como un aceite incoloro (2,32 g, cuant.).

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de 9,9'-(3-((terc-butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-diil)bis(nonan-
1-0l) (2,32 g, 4,6 mmol) en 30 ml de diclorometano a una solucién de peryodinato de Dess- Martln (5,46 g, 12,88
mmol) en 70 mI de diclorometano y a continuacion la mezcla de reaccién se agité a esta temperatura durante
4 h. La TLC mostré que se habia consumido el material de partida. La mezcla de reaccién se diluyé con
diclorometano y a continuacién se afiadieron solucion de Na2S20s al 10 % y solucién saturada de bicarbonato
de sodio. Después de la extraccidén con diclorometano (2 X), las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera y se concentraron. El residuo se disolvid en éter y se lavé con solucidn saturada de bicarbonato de
sodio y salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio, la solucién se filtré y se concentrd. El producto
bruto se purific6 mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 50 %/hexanos) para proporcionar el producto como un
aceite incoloro (0,73 g, 16 %).
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TBSO =0

TBSO - -

A 0 °C, se afladié terc-butoxido de potasio (363 mg, 3,23 mmol) a una solucién de yoduro de (Z)-non-3-en-1-
iltrifenilfosfonio (1,66 g, 3,23 mmol) en 30 ml de THF que se purgé con nitrégeno 3 veces. Después de 1 h, se
transfiri6 mediante una cénula a la mezcla de reaccibn una solucion de 9,9'-(3-((terc-
butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-diil)dinonanal (0,52 g, 1,08 mmol) en 10 ml de THF (purgado con nitrégeno
3 veces) y a continuacion se dejé calentar la reaccién hasta temperatura ambiente durante la noche. La TLC
mostré una reaccién completa. La reacciéon se inactivé con soluciéon saturada de cloruro de amonio y a
continuacién se extrajo con éter (2 X). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron
sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracion, el residuo se purificd por ISCO (SiO2: EtOAc
al 0 a 5 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (170 mg, 22 %).

TBSO - —

__» HO

A una solucién de terc-butil(3,3-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopentil)oxi)dimetilsilano (170 mg, 0,24
mmol) en 20 ml de THF, se afiadié una solucién de TBAF (1,0 M en THF, 2,4 ml, 2,4 mmol) y la mezcla de
reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 2 h. La TLC mostré una reacciéon completa. El disolvente se
elimind al vacio y el residuo se purific6 mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 20 %/hexanos) para proporcionar
el producto como un aceite incoloro (80 mg, 57 %).

{(Compuesto 21-3)

A 0 °C, se afiadieron piridina (0,1 ml) y solucién de anhidrido propilfosfénico (50 % en peso en EtOAc, 0,51
mmol) a una solucién de clorhidrato de acido 3-(dimetilamino)propanoico (63 mg, 0,41 mmol) en 3 ml de DMF.
Después de agitar durante 10 min, se afiadié una solucién de 3,3-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
ilciclopentan-1-ol (80 mg, 0,14 mmol) en 2 ml de DMF y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante la noche. La MS y TLC mostraron la formacién de producto. Se afiadié solucién saturada de
bicarbonato de sodio para inactivar la reaccién y a continuacién se extrajo con EtOAc (2 X). La capa organica
combinada se lavd con agua y salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio y concentrar, el residuo se
purificé mediante ISCO (SiO2. EtOAc al 0 a 100 %/hexanos) para proporcionar el producto 3-
(Dimetilamino)propanoato de 3,3-di((9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopentilo como un aceite incoloro (59
mg, 62 %).

RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,28-5,42 (m, 8 H), 5,12-5,17 (m, 1 H), 2,76 (t, 4 H, J = 6,0 Hz), 2,5
6,9 Hz), 2,42 (t, 2 H, J= 6,9 Hz), 2,23 (s, 6H), 2,04 (q, 8 H, J = 6,9 Hz), 1,75-2,00 (m, 2 H), 1,38-1,
1,14-1,39 (m, 39 H), 0,88 (t, 6 H, J= 6,9 Hz).

9(t 2
72 (m
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APCI: m/z 682,6 (M+H)".

DT. Compuesto 21-4: 4-(Dimetilamino)butanoato de 3,3-di((92,122)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopentilo

TN TN NN ~  (Compuesta 21-
4)

A 0 °C, se afiadieron piridina (0,6 ml) y solucién de anhidrido propilfosfénico (50 % en peso en DMF, 2,4 ml,
4,16 mmol) a una solucién de clorhidrato de acido 4-(dimetilamino)butanoico (565 mg, 3,37 mmol) en 3 ml de
DMF. Después de agitar durante 10 min, se afiadié una soluciéon de 3,3-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
ilyciclopentan-1-ol (0,65 g, 1,115 mmol) en 1 ml de DMF y la mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante la noche. La MS y TLC mostraron la formacién de producto. Se afiadié solucién saturada de
bicarbonato de sodio para inactivar la reaccién y a continuacién se extrajo con EtOAc (2 X). La capa organica
combinada se lavd con agua y salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio y concentrar, el residuo se
purificé mediante ISCO (SiO2 EtOAc al 0 a 100 %/hexanos) para proporcionar el producto 4-
(dimetilamino)butanoato de 3,3-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)ciclopentilo como un aceite incoloro (556
mg, 72 %).

RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,28-5,42 (m, 8 H), 5,06-5,15 (m, 1 H), 2,76 (t, 4 H, J = 6,0 Hz), 2,29 (t, 4 H, J=
7.4 Hz), 2,23 (s, 6 H), 2,04 (q, 8 H, J = 6,6 Hz), 1,14-1,99 (m, 48 H), 0,88 (t, 6 H, J= 6,9 Hz).

APCI: m/z 696,6 (M+H)*.

DU. Compuesto 21-5: 3-(Dimetilamino)propanoato de 3,3-di((10Z,132)-nonadeca-10,13-dien-1-il)ciclopentilo

=) ] - \z‘/-\(’f\f‘f\
S0 © - OBn
\Oéc X OB

A 0 °C, se afadié terc-butdxido de potasio (10,03 g, 89,4 mmol) a una solucién de yoduro de (9-
(benciloxi)nonilitrifenilfosfonio (43,0 g, 69,0 mmol) en 160 ml de THF que se purgé con nitrégeno 3 veces.
Después de 1 h, se transfiri6 mediante una canula a la mezcla de reaccién una solucién de 3-((terc-
butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-dicarbaldehido (7,70 g, 29,8 mmol) en 60 ml de THF (purgado con
nitrégeno 3 veces) y a continuacién la reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente durante la noche. La
TLC mostré una reaccién completa. La reaccidn se inactivé con solucién saturada de cloruro de amonio y a
continuacién se extrajo con éter (2 X). La capa organica combinada se lavé con salmuera y se sec6 sobre
sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracién, el residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna ultrarrapida (SiO2: éter al 0 a 6 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro
(6,52 g, 32 %).

Se purgd con nitrégeno una mezcla de ((3,3-bis((Z)-10-(benciloxi)dec-1-en-1-il)ciclopentil)oxi)(terc-
butil)dimetilsilano (6,52 g, 9,86 mmol) y paladio sobre carbono (10 %, 1,30 g) en 400 ml de EtOAc, a
continuacién con hidrégeno y a continuacién se agitd bajo hidrégeno durante Ia noche. La TLC y MS mostraron
una reaccién completa. La mezcla de reaccién se filtré a través de Celite y se lavé con EtOAc. El filtrado se
concentré y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al 0 a 80
%/hexanos) para producir el producto como un semisélido (4,60 g, 96 %).

0
PhaPE BN
TBbO"</
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°C, se afladid lentamente una solucién de 10,10'-(3-((terc-butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-
d|||)b|s(decan -1-0l) (4,60 g, 9,49 mmol) en 100 ml de dlclorometano a una solucién de peryodlnano de Dess—
Martin (11,276 g, 26,6 mmol) en 50 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccidn se agitd a esta
temperatura durante 2 h. La mezcla de reaccién se diluy6 con diclorometano y a continuacidén se afiadieron
solucion de Na2S20s al 10 % y solucidn saturada de bicarbonato de sodio. Después de extraer con
diclorometano (2 X), la capa organica combinada se lavé con solucién saturada de bicarbonato de sodio y
salmuera. La capa orgénica se secd sobre sulfato de sodio y se concentré. El producto bruto se purificé
mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 80 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (1,20
g, 26 %).

Preparacién de yoduro de (9-(benciloxi)nonil)trifenilfosfonio:

HO\/’\/‘\/’\\,/\/OH HO\/\M/\\/OBH

SO

Ph3P§/\/\//\//\/OBn
l@

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de nonano-1,9-diol (96,16 g, 0,60 mol) en 100 ml de DMF a una
suspensién de NaH (24,0 g, 0,60 mol) en 800 ml de DMF. Después de agitar durante 1 h, se afiadi6 lentamente
una solucién de bromuro de bencilo (71,4 ml, 0,60 mol) en 200 ml de DMF. Después de la adicién, la mezcla
de reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agité durante la noche. La TLC mostré que estaba casi
consumida. La mezcla de reaccién se vertié sobre hielo y a continuacioén se extrajo con EtOAc (3 X). La capa
organica combinada se lavé con agua y salmuera y a continuacién se sec6 sobre sulfato de sodio. Después
de la filtracién y concentracién, el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida
(SiO2: EtOAc al 0 a 100 %/hexanos y a continuacién MeOH al 0 a 5 %/diclorometano) para proporcionar el
producto como un aceite incoloro (74,4 g, 50 %).

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de trifenilfosfina (30,65 g, 0,117 mol) en 100 ml de diclorometano a
una solucién de 9-(benciloxi)nonan-1-ol (23,0 g, 0,097 mol), imidazol (13,93 g, 0,204 mol) y yodo (34,60 g,
0,136 mol) en 200 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccién se dej6 a temperatura ambiente
durante la noche. Después de la filtracion, el filtrado se concentrd y el residuo se triturd con hexanos. La
solucién se filtrd a través de un tapdn de gel de silice y se eluyd con éter al 10 % en hexanos para proporcionar
el producto como un liquido turbio (32,2 g, 95 %).

Se calenté a reflujo una solucién de (((9-yodononil)oxi)metil)benceno (32,2 g, 0,093 mol) y trifenilfosfina (48,93
g, 0,186 mol) en acetonitrilo (500 ml) durante la noche. Después de concentrar hasta sequedad, el residuo se
disolvié en diclorometano y se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrpida (SiO2: MeOH al 0 a 10
%/CH2Cl2) para proporcionar el producto como un aceite amarillo (44,4 g, 78 %).

©
PPh; |

TBSO 0

A 0 °C, se afladié terc-butoxido de potasio (587 mg, 5,23 mmol) a una solucién de yoduro de (Z)-non-3-en-1-
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iltrifenilfosfonio (3,69 g, 7,17 mmol) en 70 ml de THF que se purgé con nitrégeno 3 veces. Después de 1 h, se
transfiri6 mediante una cénula a la mezcla de reaccibn una solucibn de 10,10'«(3-((terc-
butildimetilsilil)oxi)ciclopentano-1,1-diil)bis(decanal) 9' (838 mg, 1,65 mmol) en 30 ml de THF (purgado con
nitrégeno 3 veces) y a continuacion se dej6 calentar la reaccién hasta temperatura ambiente durante la noche.
La TLC mostrd una reaccién completa. La reaccién se inactivé con solucién saturada de cloruro de amonioy a
continuacién se extrajo con éter (2 X). La capa organica combinada se lavé con salmuera y se sec6 sobre
sulfato de sodio. Después de la filtraciéon y concentracion, el residuo se purificéd por ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a
5 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (926 mg, 77 %).

A una solucién de terc-butil(3,3-di((10Z,132)-nonadeca-10,13-dien-1-il)ciclopentil)oxi)dimetilsilano (926 mg,
1,27 mmol) en 100 ml de THF, se afiadié una solucién de TBAF (1,0 M en THF, 13,3 ml, 13,3 mmol) y la mezcla
de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. La TLC mostré una reacciéon completa. El disolvente
se elimind al vacio y el residuo se purificd mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 20 %/hexanos) para proporcionar
el producto como un aceite incoloro (830 mg, cuant.).

-
HO PN N N N e N e N N

i
R i e e g

O*< AN TN TN e e S N
N N N T N g

{(Compuesto 21-5}

A 0 °C, se afladieron piridina (0,35 ml) y solucién de anhidrido propilfosfénico (50 % en peso en EtOAc, 0,7 ml,
1,21 mmol) a una solucién de clorhidrato de acido 3-(dimetilamino)propanoico (151 mg, 0,98 mmol) en 6 ml de
DMF. Después de agitar durante 10 min, se afiadié una solucién de 3,3-di((10Z,13Z)-nonadeca-10,13-dien-1-
ilciclopentan-1-ol (200 mg, 0,33 mmol) en 4 ml de DMF y la mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante la noche. La MS y TLC mostraron la formacién de producto. Se afiadié solucién saturada de
bicarbonato de sodio para inactivar la reaccién y a continuacién se extrajo con EtOAc (2 X). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio y concentrar,
el residuo se purificé mediante ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 100 %/hexanos) para proporcionar el producto 3-
(Dimetilamino)propanoato de 3,3-di((10Z,13Z)-nonadeca-10,13-dien-1-il)ciclopentilo como un aceite incoloro
(135 mg, 58 %).

RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,28-5,42 (m, 8 H), 5,10-5,17 (m, 1 H), 2,76 (t, 4 H, J = 6,1 Hz), 2,5
6,9 Hz), 2,42 (t, 2 H, J= 6,9 Hz), 2,23 (s, 6H), 2,04 (q, 8 H, J = 6,9 Hz), 1,75-2,00 (m, 2 H), 1,38-1,
1,14-1,39 (m, 43 H), 0,88 (t, 6 H, J= 6,9 Hz).

APCI: m/z 710,7 (M+H)*
DV. Compuesto 21-6: 1-(2,3-Di((82,112)-heptadeca-8,11-dien-1-il)ciclopropil)-N, N-dimetilmetanamina
HO S S S SN — HO™ ™" 0gn

A 0 °C, se afiadi6 lentamente una solucién de nonano-1,9-diol (96,16 g, 0,60 mol) en 100 ml de DMF a una
suspensién de NaH (24,0 g, 0,60 mol) en 800 ml de DMF. Después de agitar durante 1 h, se afiadi6 lentamente
una solucién de bromuro de bencilo (71,4 ml, 0,60 mol) en 200 ml de DMF. Después de la adicién, la mezcla
de reaccidn se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante la noche. La TLC mostré que el material de
partida estaba casi consumido. La mezcla de reaccién se vertié sobre hielo y a continuacién se extrajo con
EtOAc (3 X). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera y a continuacién se secaron
sobre sulfato de sodio. Después de la filtracién y concentracién, el producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al 0 a 100 %/hexanos y a continuacién MeOH al 0 a 5
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%/diclorometano) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (74,4 g, 50 %).
PN N N PN N N e
HO OBn —> | OBn

A 0 °C, se afladié lentamente una solucién de trifenilfosfina (6,29 g, 24 mmol) en 100 ml de diclorometano a
una solucién de 9-(benciloxi)nonan-1-ol (5,0 g, 20 mmol), imidazol (2,9 g, 42 mmol) y yodo (8,5 g, 33,6 mmol)
en 100 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccion se dejé a temperatura ambiente durante la
noche. Después de la concentracién, el residuo se trituré con hexanos para proporcionar el producto como un
liquido turbio (5,38 g, 75 %).

9 @
/V\/\/\/\ — /\/\/\/\/\
I CBn IPh,P OBn

Se calenté a reflujo una solucién de (((9-yodononil)oxi)metil)benceno (5,38 g, 14,9 mmol) y trifenilfosfina (7,8
g, 29,8 mmol) en acetonitrilo (100 ml) durante la noche. Después de concentrar hasta sequedad, el residuo se
disolvié en diclorometano y se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrpida (SiO2: MeOH al 0 a 10
%/CH2Cl2) para proporcionar el producto como un aceite amarillo (8,5 g, 92 %).

HO NSNSy — TN N0

A 0 °C, se afadié lentamente una solucién de 9-(benciloxi)nonan-1-ol (5,0 g, 20 mmol) en 50 ml de
diclorometano a una suspensién de peryodinano de Dess-Martin (12,5 g, 29,5 mmol) en 100 ml de
diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante la noche.
Después de inactivar con solucidn saturada de bicarbonato de sodio, la mezcla se extrajo con diclorometano
(2 X). La capa orgénica combinada se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré para producir el producto
como un aceite incoloro (4,0 g, 80 %).

TN NPV
Q OBn OBn
e
e @ OBn
PhsP” """ 0By

A 0 °C, se afadié terc-butoxido de potasio (1,54 g, 13,7 mmol) a una suspensiéon de yoduro de (9-
(benciloxi)nonilitrifenilfosfonio (8,5 g, 13,6 mmol) en 150 ml de THF. Después de 1 h, se afiadié gota a gota a
la mezcla de reaccidén una solucién de 9-(benciloxi)nonanal (3,0 g, 12 mmol) en 50 ml de THF y a continuacién
se dejé calentar la reaccién hasta temperatura ambiente durante 4 h. La TLC mostré una reaccién completa.
La reaccién se inactivd con solucién saturada de cloruro de amonio y a continuacién se extrajo con hexanos (2
X). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracion y
concentracién, el residuo se purificé con cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO2: diclorometano al 0 a
100 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (3,5 g, 63 %).

OBn 0OBn
CCCTo — weCCC
OBn OBn

A una solucién a reflujo de (Z2)-1,18-bis(benciloxi)octadec-9-eno (3,5 g, 7,5 mmol) en 200 ml de diclorometano,
se afiadié una solucién de Cu(acac)2 (200 mg, 0,76 mmol) en 40 ml de diclorometano. Y a continuacién se
afladié diazoacetato de etilo (que contiene diclorometano al 13 %, 1,3 ml 9 x) cada 30 min. La MS mostré la
formacién de producto. La reaccién se inactivd con MeOH y se agité durante 1 h a temperatura ambiente.
Después de la concentracién, el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida
(SiO2: EtOAc al 0 a 10 %/hexanos) para proporcionar el producto como un aceite incoloro (2,23 g, 82 % puro
mezclado con subproducto de acetato).

Se agité a temperatura ambiente una mezcla de 2,3-bis(8-(benciloxi)octil)ciclopropano-I-carboxilato de etilo
(2,23 g, 4,05 mmol) y paladio sobre carbono (10 % en peso, 200 mg) en 200 ml de EtOAc bajo globo de
hidrégeno durante 4,5 h. La MS y TLC mostraron una reaccién completa. La mezcla de reaccién se filtré a
través de Celite y se lavé con EtOAc. El filtrado se concentr para proporcionar el producto mezclado con el
subproducto, succinato de dietilo (1,62 g, contiene 0,55 equivalentes de subproducto, 84 %).
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A 0 °C, se afiadi6é lentamente una solucidén de 2,3-bis(8-hidroxioctil)ciclopropano-1-carboxilato de etilo (1,43 g,
4,03 mmol) en 100 ml de diclorometano a una suspensién de peryodinano de Dess-Martin (3,63 g, 8,5 mmol)
en 150 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 2
h. Después de inactivar con solucién saturada de bicarbonato de sodio, la mezcla se extrajo con diclorometano
(2 X). La capa orgénica combinada se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré para producir el producto
como un aceite incoloro (1,2 g, 81 %).

A 0 °C, se afiadié terc-butéxido de potasio (1,7 g, 15,1 mmol) a una solucién de yoduro de (Z)-non-3-en-1-
|Itr|fen|Ifosfon|o (5,8 g, 15,1 mmol) en 150 ml de THF que se purgé con nitrégeno 3 veces. Después de 1 h, se
transfiri6 mediante una céanula a la mezcla de reaccién una solucién de 2,3-bis(8-oxooctil)ciclopropano-1-
carboxilato de etilo (1,2 g, 3,28 mmol) en 50 ml de THF (purgado con nitrégeno 3 veces). y a continuacion se
dejé calentar la reaccién hasta temperatura ambiente durante la noche. La TLC mostrd una reaccién completa.
La reaccién se inactivd con solucién saturada de cloruro de amonio y a continuacién se extrajo con hexanos (2
X). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio. Después
de la filtracién y concentracién, el residuo se purificd por ISCO (SiO2: EtOAc al 0 a 3 %/hexanos) para
proporcionar el producto como un aceite incoloro (1,3 g, 68 %).

Et0,C

HO,

Se afladié lentamente una solucién de hidruro de litio y aluminio (2,0 M en THF, 1,7 ml, 3,35 mmol) a una
solucién de 2,3-di((8Z2,11Z)-heptadeca-8,11-dien-1-il)ciclopropano-1-carboxilato de etilo (1,3 g, 2,23 mmol) en
150 ml de THF y a continuacién la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 min. La
TLC mostré una reaccién completa. La reaccién se inactivd mediante la adicidén lenta de NaxSO4-10H20, a
continuacién la mezcla se filtr6 y se lavé con THF. El filtrado se concentré y se purific6 mediante cromatografia
en columna ultrarrapida (SiO2: EtOAc al 0 a 10 %/Hexanos) para producir el producto como un aceite incoloro
(1,1 9, 91 %).

HO

==X

—_—

H — —

A 0 °C, se afiadié lentamente una solucién de (2,3-di((82,112)-heptadeca-8,11-dien-1-il)ciclopropil)metanol
(1,1 g, 2,03 mmol) en 50 ml de diclorometano a una suspensién de peryodinano de Dess-Martin (1,30 g, 3,05
mmol) en 150 ml de diclorometano y a continuacién la mezcla de reaccidén se agité a temperatura ambiente
durante 2 h. Después de inactivar con solucidén saturada de bicarbonato de sodio, la mezcla se extrajo con

diclorometano (2 X). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron
para producir el producto como un aceite incoloro (0,87 g, 79 %).

OMNN/\VMW

M{ Compuesto 21-6}
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A una solucién de 2,3-di((8Z2,11Z)-heptadeca-8,11-dien-1-il)ciclopropano-1-carbaldehido (0,87 g, 1,61 mmol)
en 200 ml de THF, se afiadieron secuencialmente dimetilamina (2,0 M en THF, 1,61 ml, 3,22 mmol),
triacetoxiborohidruro de sodio (682 mg, 3,22 mmol) y &cido acético (0,19 ml, 3,22 mmol), y la mezcla de
reaccidn se agité a temperatura ambiente durante la noche. La MS mostré que la reaccién se habia completado
y se afiadi6 solucién saturada de bicarbonato de sodio para inactivar la reaccién. La mezcla se extrajo con
EtOAc (2 X) y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de sodio.
Después de la filtracién y concentracion, el residuo se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida
(SiO2: MeOH al 0 a 10 %/diclorometano) para producir el producto 1-(2,3-di((82,11Z)-heptadeca-8,11-dien-1-
il)ciclopropil)-N,N-dimetilmetanamina como un aceite incoloro (620 mg, 65 %).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 6 5,27-5,42 (m, 8 H), 2,76 (t, 4 H, J= 6,0 Hz), 2,38 (bs, 8
1

H), 2,04 (q, 8 H, J=6,6
Hz), 1,18-1,59 (m, 36 H), 0,88 (t, 6 H, J = 6,6 Hz), 0,52-0,58 (m, 2 H), 0,28-0,38 (m, 1 H).

)
APCI: m/z 568,6 (M+H)*.

Ejemplo 2: Produccién de composiciones de nanoparticulas

Produccién de composiciones de nanoparticulas

Con el fin de investigar composiciones de nanoparticulas seguras y eficaces para su uso en la administracién
de agentes terapéuticos y/o profilacticos a las células, se preparan y evalian una variedad de formulaciones.
Especificamente, se optimizan los elementos particulares y las relaciones de los mismos en el componente
lipidico de las composiciones de nanoparticulas.

Las nanoparticulas se pueden preparar con procedimientos de mezcla tales como microfluidicos y mezcla de
unién en T de dos corrientes de fluido, una de las cuales contiene el agente terapéutico y/o profilactico y la otra
tiene los componentes lipidicos.

Las composiciones lipidicas se preparan combinando un lipido segun una de las férmulas (1), (la1)-(la6), (Ib),
(I, (ha), (1, (a), (Iv), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1), un fosfolipido (tal como DOPE o DSPC, que se
puede obtener de Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL), un lipido PEG (tal como 1,2-dimiristoil-sn-glicerol
metoxipolietilenglicol, también conocido como PEG-DMG, que se puede obtener de Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL), y un lipido estructural (tal como el colesterol, que se puede obtener de Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Alemania) a concentraciones de alrededor de 50 mM en etanol. Las soluciones se deben refrigerar
para su almacenamiento a, por ejemplo, -20 °C. Los lipidos se combinan para proporcionar las relaciones
molares deseadas (véase, por ejemplo, la Tabla 1) y se diluyen con agua y etanol hasta una concentracion
final de lipidos de entre alrededor de 5,5 mM y alrededor de 25 mM.

Las composiciones de nanoparticulas que incluyen un agente terapéutico y/o profilactico y un componente
lipidico se preparan combinando la solucién lipidica con una solucién que incluye el agente terapéutico y/o
profilactico a relaciones de p:p componente lipidico a agente terapéutico y/o profilactico de entre alrededor de
51 y alrededor de 50:1. La solucién de lipidos se inyecta rdpidamente usando un sistema basado en
microfluidos NanoAssemblr a velocidades de flujo entre alrededor de 10 ml/min y alrededor de 18 ml/min en la
solucién de agente terapéutico y/o profilactico para producir una suspensién con una relacién de agua con
respecto a etanol de entre alrededor de 1:1 y alrededor de 4:1.

Para composiciones de nanoparticulas que incluyen un ARN, las soluciones del ARN a concentraciones de 0,1
mg/ml en agua desionizada se diluyen en tampén de citrato de sodio 50 mM a un pH entre 3 y 4 para formar
una solucién madre.

Las composiciones de nanoparticulas se pueden procesar mediante diélisis para eliminar el etanol y lograr el
intercambio de amortiguador. Las formulaciones se dializan dos veces contra solucién salina tamponada con
fosfato (PBS), pH 7,4, a volimenes 200 veces mayores que el del producto primario utilizando casetes Slide-
A-Lyzer (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL) con un valor de corte de peso molecular de 10 kD. La
primera dialisis se realiza a temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacion, las formulaciones se
dializan durante la noche a 4 °C. La suspensién de nanoparticulas resultante se filtra a través de filtros estériles
de 0,2 um (Sarstedt, Numbrecht, Alemania) en viales de vidrio y se sellan con cierres de engarce.
Generalmente se obtienen soluciones de composiciones de nanoparticulas de 0,01 mg/ml a 0,10 mg/ml.

El procedimiento descrito anteriormente induce la nanoprecipitacion y la formacidén de particulas. Para lograr
la misma nanoprecipitacion, se pueden usar procedimientos alternativos que incluyen, pero sin limitarse a, la
unién en T y la inyeccién directa.

Caracterizaciéon de composiciones de nanoparticulas
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Se puede utilizar un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, RU) para
determinar el tamafio de particula, el indice de polidispersidad (IPD) y el potencial zeta de las composiciones
de nanoparticulas en PBS 1x para determinar el tamafio de particula y PBS 15 mM para determinar el potencial
zeta.

La espectroscopia ultravioleta visible puede usarse para determinar la concentraciéon de un agente terapéutico
y/o profilactico (por ejemplo, ARN) en composiciones de nanoparticulas. Se afiaden 100 pl de la formulacién
diluida en PBS 1x a 900 pl de una mezcla 4:1 (v/v) de metanol y cloroformo. Después de la mezcla, el espectro
de absorbancia de la solucién se registra, por ejemplo, entre 230 nm y 330 nm en un espectrofotémetro DU
800 (Beckman Coulter, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA). La concentracién de agente terapéutico y/o
profilactico en la composiciéon de nanoparticulas se puede calcular en funcién del coeficiente de extincion del
agente terapéutico y/o profilactico utilizado en la composiciéon y de la diferencia entre la absorbancia a una
longitud de onda de, por ejemplo, 260 nm y el valor de referencia a una longitud de onda de, por ejemplo, 330
nm.

Para composiciones de nanoparticulas que incluyen un ARN, se puede usar un ensayo de ARN QUANT-IT™
RIBOGREEN® (Invitrogen Corporation Carlsbad, CA) para evaluar la encapsulacion de un ARN por la
composicién de nanoparticulas. Las muestras se diluyen a una concentracién de aproximadamente 5 yg/ml en
una solucién tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5). Se transfieren 50 pl de las muestras diluidas
a una placa de 96 pocillos de poliestireno y se afiaden a los pocillos 50 pl de tampén TE o 50 pl de una solucién
de Triton X-100 al 2 %. La placa se incuba a una temperatura de 37 °C durante 15 minutos. El reactivo
RIBOGREEN® se diluye 1:100 en tampo6n TE, y se afiaden 100 ul de esta solucién a cada pocillo. La intensidad
de fluorescencia se puede medir usando un lector de placas de fluorescencia (Contador Multilablel Wallac
Victor 1420; Perkin Elmer, Waltham, MA) a una longitud de onda de excitacién de, por ejemplo, alrededor de
480 nm y una longitud de onda de emisién de, por ejemplo, alrededor de 520 nm. Los valores de fluorescencia
del blanco de reactivo se restan de los de cada una de las muestras y el porcentaje de ARN libre se determina
dividiendo la intensidad de fluorescencia de la muestra intacta (sin adiciéon de Triton X-100) por el valor de
fluorescencia de la muestra alterada (causado por la adicién de Triton X-100).

Estudios de formulacién in vivo

Con el fin de monitorear la eficacia de diversas composiciones de nanoparticulas para administrar agentes
terapéuticos y/o profilacticos a células diana, se preparan y administran diferentes composiciones de
nanoparticulas que incluyen un agente terapéutico y/o profilactico particular (por ejemplo, un ARN modificado
o de origen natural tal como un ARNm) a poblaciones de roedores. A los ratones se les administra por via
intravenosa, intramuscular, intraarterial o intratumoral una Unica dosis que incluye una composicién de
nanoparticulas con una formulacién tal como las proporcionadas en la Tabla 1. En algunos aspectos, se puede
hacer que los ratones inhalen dosis. Los tamafios de dosis pueden variar de 0,001 mg/kg a 10 mg/kg, donde
10 mg/kg describe una dosis que incluye 10 mg de un agente terapéutico y/o profilactico en una composicién
de nanoparticulas por cada 1 kg de masa corporal del ratébn. También se puede emplear una composicién de
control que incluya PBS.

Tras la administracién de composiciones de nanoparticulas a ratones, los perfiles de administracién de dosis,
las respuestas a dosis y la toxicidad de formulaciones particulares y dosis de las mismas se pueden medir
mediante ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), formacién de imagenes bioluminiscentes u
otros procedimientos. Para composiciones de nanoparticulas que incluyen ARNm, también se pueden evaluar
los ciclos temporales de expresion de proteinas. Las muestras recolectadas de los roedores para su evaluacion
pueden incluir sangre, sueros y tejido (por ejemplo, tejido muscular del sitio de una inyeccién intramuscular y
tejido interno); la recoleccién de muestras puede implicar el sacrificio de los animales.

Las composiciones de nanoparticulas que incluyen ARNm son Utiles en la evaluacién de la eficacia y utilidad
de diversas formulaciones para la administracion de agentes terapéuticos y/o profilacticos. Los niveles mas
altos de expresién de proteina inducidos por la administracién de una composicién que incluye un ARNm seran
indicativos de mayores eficiencias de administracion de ARNm de composicién de nanoparticulas y/o
traduccién de ARNm. Dado que no se cree que los componentes que no son de ARN afecten a las propias
magquinarias de traduccién, es probable que un nivel méas alto de expresién de proteina indique una mayor
eficiencia de administracién del agente terapéutico y/o profilactico mediante una composicién de nanoparticulas
dada con respecto a otras composiciones de nanoparticulas o la ausencia de las mismas.

Ejemplo 3: Formulaciones de muestra

Las composiciones de nanoparticulas que incluyen un agente terapéutico y/o profilactico se pueden optimizar
segln la seleccién de un compuesto seguln una de las férmulas (1), (la1)-(la6), (Ib), (II), (lla), (I, (llla), (IV),
(17-1), (19-), (19-11), (20-1) y (21-1), la seleccién de lipidos adicionales, la cantidad de cada lipido en el
componente lipidico y la relacién p:p del componente lipidico con respecto al agente terapéutico y/o profilactico,
como se describe en esta invencion. Los compuestos 4-10, 42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 67, 69, 70, 73, 80-85,
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87-100, 102, 104, 106, 108 y 109 son compuestos de la invencién.

Se realizaron estudios iniciales para comparar la eficacia de administracién de composiciones de
nanoparticulas que incluyen diversos compuestos segln una de las féormulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I1), (lla), (IlI),
(Ila), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1). El lipido catibnico MC3 es un estandar actual en la técnica.
Por consiguiente, se utilizé la formulacion MC3 estandar que incluye alrededor del 50 % en moles de MC3,
alrededor del 10 % en moles de DSPC, alrededor del 38,5 % en moles de colesterol y alrededor del 1,5 % en
moles de PEG-DMG como base para este estudio. Las composiciones de nanoparticulas que incluyen DOPE
o DSPC como fosfolipido, colesterol como lipido estructural, PEG-DMG como lipido PEG, un ARN y un
compuesto segun una de las formulas (1), (la1)-(1aB), (Ib), (1), (lla), (11N, (Il1a), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-
1) y (21-1) se prepararon segln los Ejemplos 1 y 2. Las relaciones de los lipidos fueron 40:20:38,5:1,5 % en
moles para el lipido descrito en esta invencién:DOPE:colesterol:PEG-DMG o 50:10:38,5:1,5 % en moles para
el lipido descrito en esta invencién:DSPC:colesterol: PEG-DMG. EI ARN utilizado fue un ARNm que codifica la
luciferasa G5 (Luc) o hEPO G5. Las Tablas 1, 1b, 17-1, 19-1, 20-1 y 21-1 resumen el contenido y las
caracteristicas de las formulaciones.

Como se muestra en las Tablas 1y 1a, las composiciones de nanoparticulas que incluyen el Compuesto 1
produjeron las particulas mas grandes entre las de las Tablas 1 y 1a, mientras que las que incluian los
Compuestos 34 y 50 produjeron las particulas mas pequefias entre las de las Tablas 1 e Ida. Las eficiencias
de encapsulacién entre las de las Tablas 1 y 1a fueron mas altas para las composiciones que incluian los
Compuestos 36, 37, 40 y 41 y mas bajas para las que incluian los Compuestos 1y 24.

Tabla 1. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos de una de las
formulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I, (lla), (11N y (llla).

?Compuesto n.° §Tamaﬁo (nm) EIPD EE (%) nga
" 1203,2 46,2 15,95
2 94,7 0,108 96 6,39
3 (735 : :

4 80,7

5 85,1

ryrr— g

e ar—
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m— a—

pgr— g

— g—

pgr— g
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g

e

I

g

e
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e g

20 75,4

23 85,4

o £110,4

25 190,0
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‘Compuesto n.° i Tamaiio (nm) 5 {EE (%)
26742 .................................. Q
S
28874 ..................................
T a—
S g“é‘é,‘b“ ..................................
31 87,9

32 79,3

33 1797

34 66,0

36 £100,8

37 /86,6

40 78,9

41 69,0

42 i116,4

43 99,0

44 i94,9

45 1100,2

46 81,8

47 89,8

48 i111,4

49 95,8
f— —
rgr— s
— —
R iy
e f'é'é;é' ...................................

}ﬁs.d.=sin determinar
§*=Formulado con lipido:DSPC:Chol:PEG-DMG 50:10:38,5:1,5
#=Formulado con ARNm de hEPO

Tabla 1b. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos de una de las
formulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I, (lla), (11N y (llla).

................................................................................................................................................................................................................

Compuesto n.° Tamafio (nm) IPD 3 EE (%)
............................. 531030023 828
R 5 4930 ........................................... 023 ........................... 969
S 55 ..................................................... 1 195023 ........................... 952
56 ....................... 1174 ................... 024 .......................... 9 90 ..................
S 57 .................................................... 1 019023 ........................... 988
58 ....................... 1128 ................... 023 .......................... 9 89 ..................
S 59 .................................................... 1 047023 ........................... 986
60 .................................................... 1057 .......................................... 023 .......................... 9 88 ..................
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.................................................................................................................................................................................................................

‘ Compuesto n.° _ Tamafio (nm) : IPD EE (%)
S 61 ....................................................... 868023 ........................... 991
62 ........................ 617 ................... 018 9773
............................. 69744024 9931
70798 ................... 024 9914 ................
............................. 71999018 910
72 102,5 0,22 92,7
73 84,3 0,25 98,85
80 65,8 0,2 98,93
81 65,3 0,17 99,27
82 76,1 0,24 99,23
83 732 0,22 99,12
84 68,6 0,19 98,48
85 69,9 0,24 99,18
86 53,6 0,14 97,42
87 80,9 : 0,21 98,67
MC3 747 0,17 97,3

Como se muestra en la Tabla 17-1, los Compuestos 17-7 y 17-12 produjeron las particulas mas pequefias
entre las de la Tabla 17-1, mientras que los Compuestos 17-2 y 17-10 produjeron las particulas mas grandes
entre las de la Tabla 17-1. Las eficiencias de encapsulacién para los Compuestos 17-6 y 17-8 fueron
comparables a la de MC3. Los Compuestos 17-2 y 17-10 no encapsularon ARN con alta eficiencia.

Tabla 17-1. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segln la
férmula (17-1).

................................................................................................................................................................................................................................

‘ Compuesto n.° ‘ Tamafio (nm) y IPD : EE (%) ‘ pKa
17-21369 .............. 0104 ............... 572692
........................ 17-311790095821669
17-4 95,6 0,154 94,5 6,34
17-5 88,4 0,137 94,2 6,92
17-6 80,2 0,117 97,3 6,73
17-7 68,5 0,110 95,6 5,68
17-8 86,4 0,20 96,9 6,16
17-9 87,1 0,138 95,0 4,93
17-10 165,0 0,239 30,3 2,85
17-11 87,3 0,24 88,7 6,76
17-12 76,1 0,148 95,04 6,83
17-13 : 90,4 0,176 : 89,22 _ 6,89
MC3 83,8 . 0,138 98,0 P osd

{s.d.= sin determinar

Como se muestra en la Tabla 19-1, las composiciones que incluyeron el Compuesto 19-6 produjeron las
particulas mas grandes entre las de la Tabla 19-1 con la eficiencia de encapsulacién més baja, mientras que
las que incluyeron el Compuesto 19-3 produjeron las particulas méas pequefias entre las de la Tabla 19-1 con
la més alta eficiencia de encapsulacién.
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Tabla 19-1. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segln la

formula (19-1) o (19-11).

Compuesto n.° Tamaiio (nm) IPD EE (%) pKa
19-1 98,0 0,071 83,4 6,76
19-2 72,0 0,239 98,8 7,32
19-3 47,9 0,076 99,7 7,24
19-4 11,4 0,071 952 7,09
19-5 106,9 0,204 93,6 6,32
19-6 137,7 0,088 16,9 5,89
MC3 83,3 0,122 97,6 s.d.

{s.d.= sin determinar

Como se muestra en la Tabla 20-1, las composiciones que incluyeron el Compuesto 20-12 produjeron las
particulas més grandes entre las de la Tabla 20-1, mientras que las composiciones que incluyeron los
Compuestos 20-8, 20-9 y 20-15 produjeron las particulas mas pequefias entre las de la Tabla 20-1. Las
eficiencias de encapsulacién para los compuestos de la Tabla 20-1 fueron las mas altas para las composiciones

que incluian el Compuesto 20-19.

Tabla 20-1. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segln la

férmula (20-1).

............................................................................................................................................................................................................................

Compuesto n.°

R RN SRR R RN R

R RN SRR R RN R

EE (%)
90,7
91,6
95,8
91,3
78,1
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Compuesto n.° Tamafio (nm) ‘ IPD : EE (%) pKa
..................... 20_24 ............................... 906 ................................. 0038 ................................... 9 69 ........... 606 .......
....................... 2 0_25 7170171984623
|\/|C3 ................................ 840 ................................. 0117 ................................... 9 74 .............................. S d ........

\is.d. = sin determinar
i"= Formulado con DOPE

Como se muestra en la Tabla 21-1, las composiciones que incluyeron el Compuesto 21-1 produjeron las
particulas mas grandes entre las de la Tabla 21-1, mientras que las que incluyeron el Compuesto 21-2
produjeron las particulas méas pequefias entre las de la Tabla 21-1. La eficiencia de encapsulacién para todas
las composiciones de la Tabla 21-1 fue superior al 98 %.

Tabla 21-1. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segln la
férmula (21-1).

Compuesto n.° Tamaiio (nm) IPD EE (%) pKa
21-1 119,9 0,237 98,4 6,07
21-2 83,0 0,200 99,4 6,98
21-4 94,9 0,193 98,8 7,01
21-6 86,8 0,110 98,9 6,99 _
.................... |\/|C3 914 .................................. 01191 .............................. 981 sd ...............

Ejemplo 4: Expresién de Luc inducida por formulaciones de muestra

La eficacia de las composiciones de nanoparticulas presentadas en la Tablas 1, 1a, 17-1, 19-1, 20-1 y 21-1 se
evalué con un estudio de bioluminiscencia. Las formulaciones se administraron por via intravenosa a ratones
(n =6) a una dosis de 0,5 mg/kg (mpk) y se midié la bioluminiscencia en puntos de tiempo de 3, 6 y 24 horas.
Se evaluaron la formulacién MC3 estandar y un control de PBS para su comparacién. Los compuestos 4-10,
42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 67, 69, 70, 73, 80-85, 87-100, 102, 104, 106, 108 y 109 son compuestos de la
invencion.

Como es evidente en la Tabla 2, el flujo total para las composiciones presentadas en ella fue generalmente
comparable a las 3 y 6 horas. El flujo total después de 24 horas fue generalmente mas bajo que en puntos de
tiempo anteriores. Entre las composiciones de la Tabla 2, las composiciones que incluyen los Compuestos 18,
23y 30 mostraron el flujo mas alto después de 3 horas. De las composiciones de la Tabla 2, las composiciones
que incluyen los Compuestos 36 y 37 mostraron el flujo méas bajo después de 24 horas. En general, estos
resultados sugieren que los compuestos descritos en esta invencién pueden ser Utiles en aplicaciones de
transfeccion.

Tabla 2. Expresion de luciferasa inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas que
incluyen compuestos segun una de las férmulas (1), (Ia1)-(1a), (Ib), (I1), (lla), (I11) y (llla).

Flujo total
e T
B T
P 2
T
iy —
—
1486E+08 .........................
N EEEI
e



10

ES 2913 626 T5

.......................................................................................................................................................................................................................

{Flujo total

iCompuesto n.° horas horas 124 horas
e g e
o T P a— P st
B T e e T
y— B o TT
25 11,06E+10 11,08E+10 2,72E+08

26 :1,65E+07 11,04E+07 12,75E+06

27 4,56E+09 14,70E+09 11,36E+08

28 16,18E+09 17,28E+09 14,02E+08

29 1,22E+08 12,51E+08 12,69E+07

30 :2,87E+10 :1,59E+10 |1,95E+09

131 11,43E+10 11,42E+10 13,07E+08

32 :6,85E+08 :5,88E+08 14,37E+07

133 1,64E+09 14,71E+09 1,54E+08

34 17,77E+06 11,88E+07 2,19E+06

36 6,90E+05 3,93E+05 1,68E+05

37 11,19E+07 :6,66E+06 9,38E+05

140 1,24E+08 11,07E+07 5,62E+06

41 14,06E+07 :2,04E+07 6,05E+07

42 s.d. 4,99E+10 s.d.

43 's.d. 14,54E+09 s.d.
44d ....................................... e - d
45 ............................................................... T T ) S
46 ..... S L - d
——— T 13 s S
48 ..... S | s
?"'"5 ............................................................... e T S S
50 ..... S T | - d
51 ................................................................ 1N TR S
52 ..... e e s
e P oY o

Como es evidente en la Tabla 17-2, las composiciones de nanoparticulas que incluyen MC3 mostraron el flujo
total més alto de la Tabla 17-2, mientras que las que incluian los Compuestos 17-4 y 17-8 mostraron un flujo
sustancialmente mayor que las composiciones que incluian los Compuestos 17-2, 17-3. y 17-7. El flujo total a
las 6 horas fue mayor que a las 3 horas para algunas composiciones de la Tabla 17-2. Generalmente, para las
composiciones de la Tabla 17-2, el flujo total a las 24 horas fue menor que el flujo total medido a las 3 0 6
horas.

Tabla 17-2. Expresion de luciferasa inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas que
incluyen compuestos segun la formula (17-1).

225



ES 2913 626 T5

............................................................................................................................................................................................................................

Flujo total

Compueston ................ ; horas ................ 6hora524horas
St R B e ; ‘,é‘zilél‘é‘su"""""""'_'
173 .............. 558E+05138E+06 ............... é.,.é.aé.;.(.).é...............j
.............................. e R
o .............. S .............. o .............. s

17-6 6,27E+07 1,19E+08 1,27E+07

17-7 4,68E+05 6,82E+05 5 46E+05

17-8 1,02E+09 5,04E+08 3,79E+07

17-9 6,87E+06 9,97E+06 3,43E+05

17-10 6,61E+05 1,16E+06 4,06E+05

17-11 1,86E+06 2,82E+06 2,70E+05

17-12 2,94E+06 2,54E+06 4,66E+05

17-13 1,10E+06 1,80E+06 7 95E+05

MC3 1,63E+10 2,13E+10 1,01E+09

Como es evidente en la Tabla 19-2, las composiciones que incluyen MC3 indujeron la expresién mas alta de
las composiciones de la Tabla 19-2 en cada punto de tiempo. Las composiciones que incluian los Compuestos
19-5 y 19-6 produjeron el siguiente flujo més alto de la Tabla 19-2 en cada punto de tiempo, mientras que las
que incluian el Compuesto 19-2 produjeron el flujo total mas bajo de la Tabla 19-2 en cada punto de tiempo.

Tabla 19-2. Expresion de luciferasa inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas que
incluyen compuestos segun la formula (19-1) o (19-11).

............................................................................................................................................................................................................................

Flujo total

D S Shos T 6hora524horas
St 191677E+05 ................ T ; 75E+05
192196E+05 ............... PR 229E+05
.............................. 193169E+06121E+06339E+05

19-4 6,61E+05 4,75E+05 3 44E+05

19-5 2,37E+07 1,44E+07 2,76E+06

19-6 1,07E+07 1,27E+07 1,29E+06

MC3 1,53E+10 1,73E+10 1,13E+09

Como es evidente en la Tabla 20-2, el flujo para las composiciones de la Tabla 20-2 fue generalmente mas
alto 3 horas después de la administracién. El flujo total para las composiciones de la Tabla 20-2 fue més alto
después de 3 horas para las composiciones que incluyen MC3, Compuesto 20-6 o Compuesto 20-7. Entre las
composiciones de la Tabla 20-2, la expresién 24 horas después de la administracion fue méas baja para las
composiciones que incluyen los Compuestos 20-1, 20-6 y 20-16.

Tabla 20-2. Expresion de luciferasa inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas que
incluyen compuestos segun la formula (20-1).

Flujo total
................ Compueston° 3horasehorasz4horas
........................... 20_1 .......................................... 144E+06 .............. 830E+05 .............. 453E+05
............................ 2 0_2 135E+09218E+09649E+07
........................... 20_3 .......................................... 535E+09 .............. 300E+09 .............. 649E+07
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.......................................................................................................................................................................................................................

: | Flujo total
e T P
............................ ; 04301E+06175E+06682E+08
t ........................... S T s 5,6‘%E;"bé"""""""':
........................... ; 06339E+10544E+06548E+05 ................
........................... 207122E+10894E+09265E+08

20-8 2,76E+09 4,37E+09 1,30E+08

20-9 3,65E+08 6,91E+08 4,81E+07

20-10 5,05E+09 2,16E+09 2,54E+08

20-11 1,44E+09 8,83E+08 2,40E+07

20-12 1,57E+09 1,84E+09 1,24E+08

20-13 7,01E+08 1,82E+09 7,39E+07

20-14 1,76E+09 4,07E+08 8,10E+07

20-15 3,36E+08 2,25E+08 2,08E+07

20-16 7,88E+05 6,25E+05 2,16E+05

20-17 1,97E+07 1,44E+07 1,54E+06

20-18 5,80E+09 6,48E+09 1,54E+09

20-19 5,37E+05 7,60E+05 6,08E+05

20-20 4,56E+09 3,27E+09 3,56E+08

20-21 1,43E+09 1,02E+09 1,13E+08

20-22 4,00E+09 3,01E+09 2,20E+08

20-23 1,91E+09 1,42E+09 1,13E+08
........................... R
S T T s
.......................... T T T é',}i'é'él65""""""'":

Como es evidente en la Tabla 21-2, las composiciones que incluyeron MC3 produjeron la expresién de
luciferasa mas alta de la Tabla 21-2 en cada punto de tiempo, mientras que, entre las composiciones de la
Tabla 21-2, aquellas que incluyeron el Compuesto 21-2 mostraron la menor expresién a las 3 y 6 horas. Cada
composicién de la Tabla 21-2 mostré una expresidn sustancial. El flujo generalmente disminuyé con el tiempo.
Estos resultados sugieren que los compuestos descritos en esta invencion pueden ser Utiles en aplicaciones
de transfeccion.

Tabla 21-2. Expresion de luciferasa inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas que
incluyen compuestos segun la formula (21-1).

..........................................................................................................................................................................................................................

Flujo total
Compueston° ................................... 3 horas .................................. 6 horasz4horas .................
............................. 2 1-1366E+09419E+09419E+09
pre— 21_2 ............... 599E+08 ............... 809E+08 ............... 809E+08
............................. 2 1-4115E+09126E+09126E+09
ettt iaseees 21-6 ............... 292E+09 ............... 454E+09 ............... 140E+08
............................. |\/| C3169E+10287E+10223E+10

.............................................................................................................................................................................................................................

Ejemplo 5: Expresién de Luc inducida por formulaciones de muestra en diferentes érganos

La eficacia de las composiciones de nanoparticulas presentadas en las Tablas 1, 1a, 17-1, 19-1, 20-1 y 211
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se evalué adicionalmente midiendo la expresién de luciferasa modificada en el higado, pulmén, bazo y fémur
tras la administracién de una composicién dada. Los compuestos 4-10, 42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 67, 69, 70,
73, 80-85, 87-100, 102, 104, 106, 108 y 109 son compuestos de la invencién. Las formulaciones se
administraron por via intravenosa a ratones (n = 3) a una dosis de 0,5 mpk y se midi6 la biocluminiscencia
después de 6 horas. También se evaluaron la formulacién MC3 estédndar y un control de PBS.

Como es evidente en la Tabla 3, la expresién fue mas alta en el higado para todas las formulaciones de la
Tabla 3. De las composiciones de la Tabla 3, el flujo total mas alto se midié para las composiciones que incluian
el Compuesto 20. La expresién en pulmén y bazo fue generalmente comparable para los compuestos de la
Tabla 3, mientras que la expresién en el fémur, donde se midié, fue algo menor.

Tabla 3. Expresion de luciferasa en diversos érganos 6 horas después de la administracién de composiciones
de nanoparticulas que incluyen compuestos seguin una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (lla), (ll1)y
(Na).

Flujo total

[T I R T S —
D B B e B R S
e e e o —
pp——— e T S e
p——— T e e e
p—— T S e T T
e B e e s R
s S e R T Ir s S
T BT i SR R e
p———— e e RS
N VLo e Rl B
p—————— B T T
R 7 e B e R IPYi e
———— e O BT TIr s Tt
a—— o aasen T asoms T a—
27 . 7.84E+08 |  356E+06 |  3,34E+06 ! s.d.

28 . 810E+08 | 573E+06 | 567E+06 |  1,16E+06

29 { 227E+07 | 4T0E+05 | 297E+06 ! s.d.

30 . 242E+09 | 161E+07 | T7,8E+06 |  2,22E+06

31 | 1,54E+09 | 9B1E+06 |  128E+07 |  9,80E+05

32 . 836E+07 | 6,75E+05 | 9,38E+05 |  1,02E+05

33 {  6,15E+08 |  284E+06 | 4,82E+06 |  1,18E+06

34 . 279E+06 | 563E+04 .  120E+06 | s.d.

36 585E+04 | 274E+04 |  124E+05 ! s.d.

37 . 1,92E+06 | B90E+05 |  975E+05 s.d.

40 ! 1,33E+06 | 142E+05 |  5@8E+05 ! s.d.

41 . 3,00E+06 |  1,34E+05 |  213E+06 | s.d.

2 {  553E+09 i s.d. L 2,20E+08 ! s.d.

43 . 260E+08 | s.d. L 452E+07 s.d.

44 EO11ME+09 s.d. L 1,19E+08 ! s.d.

45 . 7,87E+09 | s.d. L 1,70E+08 s.d.
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............................................................................................................................................................................................................................

Flujo total

Compueston° ............ H|gadoPu|monBazo ............. F emur
46 .......................................................... 384E+083d ............................ 435E+07sd
47495E+08 ................ sd ........... 142E+08 ................. sd
48104E+07sd150E+07sd ..................
49 ........................................................... 121E+10 ............................ sd ............................ 6 65E+07 ........................... sd ..................
50 2,14E+07 s.d. 1,94E+05 s.d.

\351 3,55E+09 s.d. 2,24E+07 s.d.

52 1,18E+10 s.d. 8,74E+08 s.d.

EIV 9,15E+08 s.d. 6,15E+08 s.d.

?MC3 2,31E+09 8,61E+06 1,95E+07 3,08E+06

is.d.= sin determinar

Como es evidente en la Tabla 17-3, el flujo total para las composiciones de la Tabla 17-3 fue generalmente
mayor en el higado que en otros érganos. El flujo total en el higado para las composiciones de nanoparticulas
de la Tabla 17-3, que incluyen los Compuestos 17-5 y 17-8, fue algo comparable a las que incluyeron MC3,
que mostré el flujo total mas alto de la Tabla 17-3 en cada 6rgano. Para las composiciones de la Tabla 17-3,
el flujo total en el bazo fue generalmente més alto que en el pulmén y fue més alto para las composiciones que

incluyen los Compuestos 17-4, 17-5y 17-8.

Tabla 17-3. Expresion de luciferasa en diversos érganos 6 horas después de la administracion de

composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segun la férmula (17-1)

Flujo total
Compuesto n.° Higado Pulmén ‘ Bazo Fémur

17-2 6,42E+04 1,96E+04 4,16E+04 s.d.

17-3 2,51E+05 1,56E+04 1,02E+05 s.d.

17-4 8,00E+07 1,95E+05 2,30E+06 s.d.

17-5 1,17E+08 8,13E+05 2,13E+06 s.d.
........................ 1 7-6216E+07154E+05906E+05sd
....................... 17-7744E+04135E+04346E+04sd
........................ 1 7-8227E+08611E+05425E+063d
....................... 17-9139E+06140E+04372E+05229E+04
S 17_10 ........... 2 00E+05 ........... 2 52E+04 ..................... 174E+04 ........................... sd
...................... 1 7-11506E+05120E+04337E+05sd
...................... 17-12494E+05489E+04781E+04sd
...................... 1 7-13356E+05466E+04190E+05sd
T |\/|C3275E+09 ........... 7 25E+06 ........... 2 62E+07 ........... 6 03E+06

Como es evidente en la Tabla 19-3, el flujo total para las composiciones de la Tabla 19-3 fue mayor para las
composiciones que incluian MC3. Para las composiciones de la Tabla 19-3, la expresidn en el higado fue mayor
que la expresidn en el pulmdn y el bazo para todos los compuestos de la Tabla 19-3 evaluados. De las
composiciones de la Tabla 19-3, las composiciones que incluian el Compuesto 19-2 produjeron el flujo total
mas bajo en el higado.

Tabla 19-3. Expresion de luciferasa en diversos érganos 6 horas después de la administracion de
composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segun la férmula (19-1) o (19-11).
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..........................................................................................................................................................................................................................

| Flujo total

e S T S e o—
............................. 191853E+05106E+O4158E+O4
e T S e 356E+04
............................. 193265E+O5300E+O4255E+05
T _— e .............. VT .............. T Ta—

19-5 5,99E+06 3,46E+04 2,10E+05

19-6 3,27E+06 1,81E+05 3,47E+06

MC3 2,39E+09 5,83E+06 2,45E+07

Como es evidente en la Tabla 20-3, la expresién de los compuestos de la misma fue generalmente més alta
en el higado y més baja en el pulmén y el fémur. El flujo total para los compuestos de la Tabla 20-3 en el higado
fue mas alto para las composiciones que incluian MC3 o el Compuesto 20-7 y mas bajo para las que incluian
el Compuesto 20-16.

Tabla 20-3. Expresion de luciferasa en diversos érganos 6 horas después de la administracion de
composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segun la férmula (20-1).

‘ Flujo total ‘
e e T e e R
j ....................... ; 01319E+05379E+04 .......... ; ',"7"6‘%;'65"""""': ................ - d
........................ 202601E+08452E+06312E+07107E+06
........................ T B e
........................ 204293E+05111E+04451E+04209E+04
........................ S 05267E+06580E+04340E+06953E+04
s e I S S e s T
j ....................... T I R TR S : d
........................ 208809E+08345E+0627OE+O7162E+06
........................ S 09157E+08130E+06511E+06289E+05
20-10 . 440E+08 | 501E+06 | 967E+07 .  3,09E+06
20-11 . 360E+08 | 586E+05 |  924E+06 | s.d.
20-12 . 308E+08 | 358E+06 .  6,15E+07 .  1,37E+06
20-13 . 165E+08 | 909E+05 |  1,04E+07 |  3,11E+05
20-14 . 522E+07 | 1,08E#05 | 7,03E+05 | s.d.
20-15 . 674E+07 | 556E+05 |  186E+06 | s.d.
20-16 . 955E+04 | 1,44E+04 | B,57E+04 s.d.
20-17 . 299E+06 |  2,79E+04 |  956E+04 | s.d.
20-18 . 4,83E+08 1,84E+06 2,36E+06 3,78E+05
20-19 . 3,80E+05 1,96E+04 2,74E+04 s.d.
20-20 . 8,02E+08 1,12E+06 1,39E+07 s.d.
20-21 . 1,27E+08 1,98E+05 2,20E+06 s.d.
20-22 . 2,88E+08 5,04E+05 1,65E+06 s.d.
20-23 . 3,06E+08 1,28E+06 4,19E+06 5,10E+05
20-24 . 4,05E+07 1,08E+05 1,11E+06 s.d.
| 20-25 © 1,88E+08 7,85E+05 4,16E+06 3,13E+05
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Flujo total

B B B 4 B B g 4 B R g B a4 R g A A e e e

Compuesto n.° Higado Pulmén Bazo Fémur

MC3 2,48E+09 1,28E+07 2,85E+07 2,60E+06

..............................................................................................................................................................................................................................

Como es evidente en la Tabla 21-3, la expresién fue méxima en el higado y minima en el pulmén para todas
las composiciones de la Tabla 21-3. De las composiciones de la Tabla 21-3, las composiciones que incluyeron
MC3 produjeron la expresién mas alta en cada 6rgano, mientras que las composiciones que incluyeron los
Compuestos 21-2 y 21-4 produjeron la expresién méas baja en cada érgano.

Tabla 21-3. Expresion de luciferasa en diversos érganos 6 horas después de la administracion de
composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segun la férmula (21-1).

............................................................................................................................................................................................................................

Flujo total
.................. Compueston°H|gadoPu|monBazo
SR— 21_1 ............................................. 362E+08544E+05327E+07
.............................. 2 1-2550E+07253E+05156E+07
.............................. 21-4989E+07213E+05127E+07
.............................. 2 1-6479E+08209E+06194E+07
.............................. MC3305E+09660E+06473E+07

Ejemplo 6: Produccién de citocinas inducida por formulaciones de muestra

La introduccién de material extrafio en el cuerpo de un mamifero induce una respuesta inmunitaria innata que
promueve la produccién de citocinas. Dichas respuestas inmunitarias a, por ejemplo, composiciones de
nanoparticulas que incluyen agentes terapéuticos y/o profilacticos, son indeseables. Por lo tanto, se mide la
induccién de determinadas citocinas para evaluar la eficacia de las composiciones de nanoparticulas. Las
concentraciones de diversas citocinas en ratones tras la administracion intravenosa de composiciones de
nanoparticulas presentadas en las Tablas 1, 1a, 17-1, 19-1, 20-1 y 21-1 a una dosis de 0,5 mpk se midieron a
las 6 horas. También se evaluaron la formulacién MC3 estandar y un control de PBS. Los compuestos 4-10,
42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 67, 69, 70, 73, 80-85, 87-100, 102, 104, 106, 108 y 109 son compuestos de la
invencion.

Como es evidente en la Tabla 4, la expresién de IP-10 fue menor que la expresién de IL-6 para las
composiciones de la Tabla 4. De las composiciones de la Tabla 4, las composiciones que incluyen el
Compuesto 13 indujeron la expresién mas alta tanto de IL-6 como de IP-10, mientras que las composiciones
que incluian el Compuesto 3 inducian la expresién mas baja de IL-6 y las que incluian el Compuesto 36
inducian la expresiéon més baja de IP-10.

Tabla 4. Induccién de citocinas 6 horas después de la administraciéon de composiciones de nanoparticulas
que incluyen compuestos segln una de las formulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (I1a), (lll) y (ll1a).

)ECompuesto n.° IP-10

e R R

2 13365

3 .................................................................. 341
e pp—
12 .................................................................. 2382
137266 ...........................................
14 .................................................................. 209
17545 ..............................................
18655
19 ................................................................... S
P e
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....................................................................................................................................................................................................................

iCompuesto n.°

R RN RN RN

21 _
T
B e
D
28 73

129 1108

30 1300

131 1188

32 174

133 137 :

34 28 1159

36 41 118

37 sd. 1198

140 1134 1919

41 116 1350

‘MC3 102 1438

is.d.= sin determinar

Como es evidente en la Tabla 17-4, las composiciones de nanoparticulas de la Tabla 17-4 indujeron niveles
de IP-10 mas altos que los niveles de IL-6. De las composiciones de nanoparticulas de la Tabla 17-4, las
composiciones que incluyeron MC3 y el Compuesto 17-4 indujeron los niveles mas altos de IL-6 e IP-10,
mientras que las que incluyeron los Compuestos 17-2, 17-3 y 17-10 indujeron los niveles mas bajos de IL-6 y
las composiciones que incluyen los Compuestos 17-2 y 17-3 indujeron los niveles mas bajos de IP-10.

Tabla 17-4. Induccién de citocinas 6 horas después de la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen compuestos segun la férmula (17-1).

Compuesto n.° IL-6 IP-10
............................................... e B P
T s R e
——— e
T T — e
............................................... e
—— g g— e
———— e R — T

17-9 35,2 112
17-10 7,33 243
17-11 s.d. s.d.
17-12 83,1 148
17-13 84,3 222
MC3 107 500

Como es evidente en la Tabla 19-4, de las composiciones de nanoparticulas de la Tabla 19-4, las
composiciones que incluian el Compuesto 19-6 inducian la expresion més alta de IL-6, mientras que las que
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incluian el Compuesto 19-3 inducian la expresién méas baja de IL-6. De las composiciones de nanoparticulas
de la Tabla 19-4, las composiciones que incluian los Compuestos 19-4 y 19-6 produjeron la expresién mas alta
de IP-10, mientras que las que incluian el Compuesto 19-1 indujeron la expresién mas baja de |IP-10.

Tabla 19-4. Induccién de citocinas 6 horas después de la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen compuestos segun la férmula (19-1) o (19-11).

Compuesto n.° IL-6 IP-10
19-1 144,4 51,1
19-2 s.d. s.d.
19-3 :
19-4
19-5
19-6

MC3

's.d.= sin determinar

Como es evidente en la Tabla 20-4, para las composiciones de nanoparticulas de la Tabla 20-4, la induccién
de IP-10 fue generalmente mas alta que la induccién de IL-6. Para las composiciones de nanoparticulas de la
Tabla 20-4, la induccién de |IP-10 fue mas alta para las composiciones que incluian el Compuesto 20-14 y mas
baja para las composiciones que incluian el Compuesto 20-6. La induccién de IL-6 fue méas alta para las
composiciones que incluian el Compuesto 20-10 y mas baja para las composiciones que incluian el Compuesto
20-6 para las composiciones de nanoparticulas de la Tabla 20-4.

Tabla 20-4. Induccién de citocinas 6 horas después de la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen compuestos segun la férmula (20-1).

............................................................................................................................................................................................

Compuesto n.° ! IL-6 ‘ IP-10 _
................................... e
202 ............................................. e 5229
ettt e 10586715
204 ............................................. ey — g
................................... o 140820123
206 ................................................. G — oy
ettt e 2456963
208 .............................................. e a—
................................... o | 15212711

20-10 739,0 2356,8
20-11 46,9 1700,5
20-12 4457 3864,5
20-13 87,8 70,0
20-14 311,1 8436,6
20-15 49,4 136,3
20-16 s.d. 395,7
20-17 6,3 1207,0
20-18 102 572,7
20-19 s.d. 127,2
20-21 68,4 900,4
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Compuesto n.°

...........................................................................

Como es evidente en la Tabla 21-4, la induccién de IP-10 por composiciones de la misma fue sustancialmente
mayor que la induccién de IL-6.

Tabla 20-4. Induccién de citocinas 6 horas después de la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen compuestos segun la férmula (21-1).

‘Compuesto n.° L6 [IP-10
2141 s 112651
212 s.d. 1477,9
214 s 57,2
216 10,2 1641,3
MC3 31,1 13045

Ejemplo 7: Expresiéon de hEPO inducida por formulaciones de muestra
Las formulaciones se prepararon segun la Tabla 5 e incluyeron ARNm que codifica hEPO.
Tabla 5. Caracteristicas de las composiciones de nanoparticulas que incluyen compuestos segln una de las

férmulas (1), (la1)-(1aB), (Ib), (1), (Ila), (I y (Illa). Los compuestos 4-10, 42, 43, 49-52, 57-61, 63-66, 67, 69,
70, 73, 80-85, 87-100, 102, 104, 106, 108 y 109 son compuestos de la invencién.

‘Compuesto ;Composicién (%éComponentes gTamaﬁo §IPD EE (%) §pKa

n.° ien moles) (nm) : :

12 340:20:38,5:1,5 éLipido:DOPE:CoI: §87,5 §O,13 93,79
{PEG-DMG

14 340:20:38,5:1,5 éLipido:DOPE:CoI: §76,8 §O,14 98,91 36,308 603,76
{PEG-DMG

15 340:20:38,5:1,5 éLipido:DOPE:CoI: §100,3 §O,12 90,15 36,323 713,00
{PEG-DMG

20 340:20:38,5:1,5 éLipido:DOPE:CoI: §114,5 §O,14
{PEG-DMG i

22 §40:20:38,5:1,5 éLipido:DOPE:CoI: 75,4 §O,13
iPEG-DMG :

23 §40:20:38,5:1,5 éLipido:DOPE:CoI: §98,5 i0,16
iPEG-DMG :

23 350:10:38,5:1,5 éLipido:DSPC:CoI: §95,2 §O,11 51,46 36,164 454,58
iPEG-DMG

‘MC3 350:10:38,5:1,5 éLipido:DSPC:CoI: §76,5 §O,11 97,37 sd 470,45
: :PEG-DMG ! : :

s.d.= sin determinar

Las formulaciones se administraron por via intravenosa a ratas (n=3 é 6) a una dosis de 0,2 mg/kg o 0,5 mg/kg
(mpk) y los niveles de hEPO se midieron en puntos temporales de 3, 6 y 24 horas. Después del punto de tiempo
de 48 horas, se recogieron y congelaron los higados y los bazos. Como es evidente en la Tabla 6, las
composiciones que incluyeron MC3 produjeron la expresién de hEPO més alta en cada punto de tiempo,
mientras que las composiciones que incluyeron el Compuesto 16 produjeron la expresion de hEPO més baja
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en cada punto de tiempo.

Tabla 6. Expresion de hEPO inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas que incluyen
compuestos seguln una de las formulas (1), (Ia1)-(1a6), (Ib), (1), (lla), (I11) y (llla)

.....................................................................................................................................................................................................................................
o

;hEPO (pg/ml)
Compueston3horas
s 592260
14280973 ....................................................
—————— 103773
1635387 ....................................................
203d
22181627 ...................................................................................................
‘;‘é‘él‘(‘B‘c‘S‘F‘;Ej ......................................................... §§;},§§‘1‘§ ............................... §§?é?4‘2i'6 ..................................................................................
23 (DSPC) 186627 71360 129008
‘MC3 11407947 11036013 1436243

's.d.= sin determinar

Como se muestra en la Tabla 7a, la expresién de hEPO en ratones fue sustancialmente mayor para las
composiciones que incluian el Compuesto 12 que para las que incluian MC3. Por el contrario, la expresidén de
hEPO en ratas inducida por la administracién de una composicién de nanoparticulas que incluye un compuesto
segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (lla), (11}, y (/lla) fue sustancialmente més baja que la medida
para MC3. La expresién de Luc en ratones fue varias veces mayor para el Compuesto 23 que para MC3 pero
significativamente menor para los Compuestos 12y 14. La Tabla 7b muestra las expresiones de Luc en ratones
CD-1 frente a ratones LDLr-/-. Las Tablas 7c y 7d muestran expresiones de proteinas adicionales y datos de
aclaramiento de composiciones con diversos compuestos descritos en esta invencién en comparacién con
MC3. La Tabla 7e muestra los datos de expresién de hEPO en ratones CD-1 a una dosis de 0,5 mpk. Se
lograron resultados similares con diferentes cepas de ratones, por ejemplo, ratones quiméricos con higados
humanizados (PXB) o ratones inmunodeficientes (SCID).

Tabla 7a. Comparacién de la expresién inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen MC3 o compuestos seglin una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I1), (lla), (111} y (llla).

‘Compuesto Lipido/MC3  :Lipido/MC3  Lipido/MC3 % de dosis:% de dosis
n.’ iLuc CD-1 :hEPO CD-1 :hEPO S.D. restante 6 hirestante 24 h:
: i(ratones) {(ratones) {(ratas) iratones CD-1 iratones CD-1

11,03 s.d.
\ o
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Lipido/MC3 gLipidolMC3 Lipido/MC3 % de dosis % de dosis |
Luc CD-1 :hEPO CD-1 :hEPO S.D.restante 6 hirestante 24 hi
: (ratones) §(ratones) (ratas) ratones CD-1 §ratones CD+1 i
48 0,01 <1 <1
149 523 is.d. s.d. 49 140
* 0,01 56 47
522 s.d. 54 141 :
7,46 : s.d. 46 40 '

Tabla 7b. Comparacién de la expresidén de Luc inducida por la administracién de composiciones de
nanoparticulas que incluyen MC3 o compuestos segln una de las formulas (1), (Ia1)-(la6), (Ib), (1), (lla), (lll) y
(Illa) en ratones CD-1 y ratones LDLr-/-

pido/MC3 ABC §Lipido/KL22 ABC ratones §Nive|es de lipidos LDL/ratones
tones CD-1 0,5 mpk LDLr-/-0,5 mpk, LDLr §LDLr-I- si tratar 0,5 mpk, LDLr

.........................................................................................................................................................................................................................

?Compuesto L|

4 12,03 0,54
PR 186047
6 ........................................................................ i §'6;5'i ....................................................................
7 2,46 10,63
8 3,74 10,66
9 _ 10,58 10,87
10 1,14 0,71 10,98
‘MC3 i 10,15 10,55
KL22 X 10,51

Tabla 7c. Comparaciéon de la expresion inducida por la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen MC3 o compuestos seglin una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I1), (lla), (111} y (llla).

Compuesto
: n.°

......................................................................................................................................

Relacién !  %dedosis | % dedosis
higado/bazo | restante6h | restante24h

17 1,35
................... e
e e
e T
e T e
B s S . e
T e Sas
................................................... T
................................................... R o
e
‘ .................... B S
MC3 1,42 E+11] - 55 55,70

10
Tabla 7d. Comparacién de la expresién de hEPO en ratas SD inducida por la administracién de
composiciones de nanoparticulas que incluyen MC3 o compuestos segln una de las formulas (I), (la1)-(la6),
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(Ib), (I1), (lla), (111} y (Illa).

- Compuesto :ABC (0,1 | ABC/MC3 : ABC (1 |ABC/MC31; %dedosis | % de dosis

: n.° i mpk) : 01mpk | mpk) : mpk i restante Higado de : restante Higado de
: : : : rata (48 h) ratén (24 h)

: 4 212 1 13 i 679 | 058 37,82 N.A

E+06 E+07

: 45 1,45 0,90 2,00 1,7 8,57 23,7
. E+06 E+08

' 49 508 i 37 i 144 i 12 38,45 : 40,3 ‘
. E+06 | L E+08 : :

MC3 | 162 | - i 147 | - 43,11 55

L E+06 | L E+08 |

Tabla 7e. Comparacién de la expresién de hEPO en ratones CD-1 inducida por la administraciéon de
composiciones de nanoparticulas que incluyen MC3 o compuestos segln una de las formulas (I), (la1)-(la6),
(1b), (1N, (1a), (I y (llla) a una dosis de 0,5 mpk.

Compuesto n.° ABC (p/s*h) ratones CD-1 0,5 mpk Lipido/MC3 ABC
. 62346E+7 ................................................................. 097
69 ..................................................................... : 33E+8 ......................... 652
............................. 70634E+7177
73 ........................................ 141E+8393
............................. 80624E+7174
e 108E+8301
............................. 82129E+8362
83 ..................................................................... : 21E+7 .......................... : 46
............................. 84510E+7143
85 ....................................... 127E+8354

86 1,75 E+7 0,49
87 2,86 E+7 0,80

También se midi6 la cantidad de lipido en el higado y el bazo 48 horas después de la administracién de una
composicién de nanoparticulas. Como se muestra en la Tabla 8, menos del 6 % de las dosis que incluian los
Compuestos 14, 15 y 16 permanecieron en el higado después de 48 horas. Por el contrario, aproximadamente
el 60 % de las dosis que incluian MC3 o el Compuesto 22 permanecieron en el higado después de 48 horas.
Menos del 3 % de la dosis permanecié6 en el bazo para cada composicidn evaluada.

Tabla 8. Niveles de lipidos en el higado y el bazo tras la administracién de composiciones de nanoparticulas
que incluyen MC3 o compuestos seglin una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I1), (lla), (111} y (llla).

éCompuesto éLipido en el {% de dosis restante en §Lipido en el bazo ;% de dosis restante en
n’° {higado (ng/g) el higado i(ng/g) el bazo i
4 221950 38 §5345 0,61

12 16850 23,8 §2325 0,22

314 §3990 5,54 §162O 0,15

15 §307O 4,22 §971 0,089

16 2597 0,79 §293 0,026

'322 §3GSOO 58,7 §3887 0,41

323 (DOPE) 232900 51,4 526100 2,72
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.................................................................................................................................................................................................................................

el ;% de dosis restante en ;Lipido en el bazo | % de dosis restante en |
iel higado i(nglg) iel bazo !

...............................................................................................................................................................................................

D T T e e e e e e e e e e e e e e e )

Ejemplo 8: Optimizatién de las relaciones lipido:agente terapéutico

Las cantidades relativas de componente lipidico y agente terapéutico y/o profilactico en una composicién de
nanoparticulas se pueden optimizar segun consideraciones de eficacia y tolerabilidad. Para composiciones que
incluyen un ARN como agente terapéutico y/o profilactico, la relacién N:P puede servir como una métrica util.

Como la relacion N:P de una composiciéon de nanoparticulas controla tanto la expresién como la tolerabilidad,
las composiciones de nanoparticulas con relaciones N:P bajas y expresién fuerte son deseables. Las
relaciones N:P varian segln la relacidén de lipidos a ARN en una composiciéon de nanoparticulas. Por lo tanto,
la relacidn p/p del lipido total con respecto al ARN varia entre 10:1, 15:1, 20:1, 32:1, 40:1, 50:1 y 60:1 para una
formulacidn lipidica que incluye alrededor del 50 % en moles de un compuesto segln una de las férmulas (1),
(la1)-(1a8), (Ib), (1), (Na), (1), (), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1), alrededor del 10 % en moles
de fosfolipido (por ejemplo, DOPE o DSPC), alrededor del 38,5 % en moles de lipido estructural (por ejemplo,
colesterol) y alrededor del 1,5 % en moles de lipido PEG (por ejemplo, PEG-DMG). Las relaciones N:P se
calculan para cada composicién de nanoparticulas suponiendo un solo dtomo de nitrégeno protonado. También
se miden la eficiencia de encapsulacidén (EE), el tamafio y el indice de polidispersidad de cada composicion.

Generalmente, las composiciones con mayores relaciones de lipido totallARN producen particulas mas
pequefias con mayores eficiencias de encapsulacién, las cuales son deseables. Sin embargo, la relacién N:P
para tales formulaciones generalmente excede de 4. Los estandares actuales en la técnica, tales como la
formulacién de MC3 descrita anteriormente tienen relaciones N:P de 5,67. Por lo tanto, se debe lograr un
equilibrio entre la relacién N:P, el tamafio y la eficiencia de la encapsulacion.

Con el fin de explorar la eficacia de las composiciones de nanoparticulas con diferentes relaciones N:P, se
examina la expresién de luciferasa (Luc) o eritropoyetina humana (hEPO) en ratones después de dosis bajas
(0,05 mg/kg) o altas (0,5 mg/kg) de composiciones de nanoparticulas administradas por via intravenosa. La
concentracién de Luc o hEPO expresada se mide 3, 6 y/o 24 horas después de la administracién.

Ejemplo 9: Optimizacién del contenido de una composiciéon que comprende un compuesto segln una de las
formulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (1), (l1a), (I, (la), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-])

Como las particulas méas pequefias con eficiencias de encapsulacién mas altas son generalmente deseables,
las cantidades relativas de varios elementos en componentes lipidicos de composiciones de nanoparticulas se
optimizan segun estos parametros.

Se selecciona un compuesto segln una de las férmulas (1), (la1)-(1a6), (Ib), (I), (lla), (I1), (Illa), (1V), (17-1),
(19-1), (19-11), (20-1) y (21-1) para su optimizacién. La cantidad relativa del compuesto segin una de las
formulas (1), (Ia1)-(1a6), (Ib), (1), (l1a), (1), (Illa), (IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1) se varia entre el 30
% en moles y el 60 % en moles en composiciones que incluyen DOPE o DSPC como fosfolipidos para
determinar la cantidad éptima del compuesto segln una de las formulas (1), (Ia1)-(1a6), (Ib), (), (1la), (111), (llla),
(1IV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1) en las formulaciones. Las formulaciones se preparan usando un
procedimiento estandarizado con una relacién de agua a etanol en la solucién de ARNm lipidica de 3:1 y una
velocidad de inyeccidn de la solucién lipidica en la solucidn de ARNm de 12 ml/min en un sistema basado en
microfluidos NanoAssemblr. Este procedimiento induce la nano-precipitaciéon y la formacién de particulas.
También se pueden usar procedimientos alternativos que incluyen, pero sin limitarse a, unién en T o inyeccién
directa para lograr la misma nano-precipitacion.

Generalmente se prefieren formulaciones que produzcan las particulas mas pequefias con las eficiencias de
encapsulacién més altas, sin embargo, pueden ser deseables tamafios de particulas mas grandes o mas
pequefios en funcién de una aplicacién dada (por ejemplo, en funcién del tamafio de fenestracién de un érgano
diana). Las composiciones también se evallan por sus niveles de expresién de Luc o hEPO y perfiles de
citocinas.

Ejemplo 10: Optimizacion de fosfolipido

La cantidad relativa de fosfolipido en un componente lipidico de una composiciéon de nanoparticulas se varia
para optimizar aun mas la formulacién. Se selecciona un compuesto segln una de las férmulas (1), (Ia1)-(1a6),
(Ib), (IO, (Ha), (N, (Ma), V), (17-1), (19-), (19-I), (20-1) y (21-1 para su uso en la composicién de
nanoparticulas y DOPE y DSPC se seleccionan como fosfolipidos. También se pueden evaluar fosfolipidos
adicionales. Las composiciones de nanoparticulas se preparan con el contenido relativo de fosfolipidos que
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varia entre el 0 % en moles y el 30 % en moles. Las composiciones se evallan por su tamafio, eficiencia de
encapsulacién, niveles de expresion de Luc o hEPO y perfiles de citocinas.

Ejemplo 11: Optimizacion de lipido estructural

La cantidad relativa de lipido estructural en un componente lipidico de una composicién de nanoparticulas se
varia para optimizar aln més la formulacién. Se selecciona un compuesto segln una de las formulas (1), (la1)-
(1aé), (Ib), (1N, (Ila), (1, (1Ma), (IV), (17-1), (19-1), (19-II), (20-1) y (21-1) para su uso en la composicién de
nanoparticulas y el colesterol se selecciona como lipido estructural. También se pueden evaluar lipidos
estructurales adicionales. Las composiciones de nanoparticulas se preparan con el contenido lipidico
estructural relativo que varia entre el 18,5 % en moles y el 48,5 % en moles. Las composiciones se evallan
por su tamafio, eficiencia de encapsulacion, niveles de expresién de Luc o hEPO y perfiles de citocinas.

Ejemplo 12: Optimizacion de lipido PEG

La cantidad relativa de lipido PEG en un componente lipidico de una composicién de nanoparticulas se varia
para optimizar aun mas la formulacién. Se selecciona un compuesto segln una de las férmulas (1), (Ia1)-(1a6),
(Ib), (IO, (Ha), (N, (Ma), V), (17-1), (19-), (19-I), (20-1) y (21-1 para su uso en la composicién de
nanoparticulas y PEG-DMG se selecciona como lipido PEG. También se pueden evaluar lipidos PEG
adicionales. Las composiciones de nanoparticulas se preparan con un contenido relativo de lipidos PEG que
varia entre el 0 % en moles y el 10 % en moles. Las composiciones se evallan por su tamafio, eficiencia de
encapsulacién, niveles de expresion de Luc o hEPO y perfiles de citocinas.

Las formulaciones ejemplares utiles en la optimizacién de formulaciones de composiciones de nanoparticulas
se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Formulaciones ejemplares que incluyen compuestos segun una de las férmulas (1), (Ila1)-(1a6), (Ib),
(I, (ha), (1, (a), (IvV), (17-1), (19-1), (19-11), (20-1) y (21-1).

?Composicién (% en moles) §Componentes
\340:20:38,5:1,5 Compuesto:Fosfolipido:Col:PEG-DMG

1 1Compuesto:Fosfolipido:Col:PEG-DMG
140:5:53,5:1,5 {Compuesto:Fosfolipido:Col:PEG-DMG

?45:5:48,5:1 5 §Compuesto:Fosfoll’pido:CoI:PEG—DMG
150:5:43,5:1,5 {Compuesto: Fosfolipido:Col:PEG-DMG
?40:20:40:0 §Compuesto:Fosfoll’pido:CoI:PEG—DMG
145:20:35:0 {Compuesto: Fosfolipido:Col:PEG-DMG
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i Composicion (% en moles) §Componentes
5020300CompuestoFosfo||p|doCo|PEG—DMG
5520250 .................................................................. CompuestoFosfo||p|doCo|PEG—DMG .................................................
6020200CompuestoFosfo||p|doCo|PEG—DMG
4015450 .................................................................. CompuestoFosfo||p|doCo|PEG—DMG .................................................
4515400CompuestoFosfo||p|doCo|PEG—DMG .................................................
?50:15:35:0 §Compuesto:Fosfoll’pido:CoI:PEG—DMG

155:15:30:0 {Compuesto: Fosfolipido:Col:PEG-DMG

?60:15:25:0 §Compuesto:Fosfoll’pido:CoI:PEG—DMG

140:10:50:0 {Compuesto: Fosfolipido:Col:PEG-DMG

?45:10:45:0 §Compuesto:Fosfoll’pido:CoI:PEG—DMG

150:0:48,5:1,5 {Compuesto: Fosfolipido:Col:PEG-DMG

?50:10:40:0 §Compuesto:Fosfoll’pido:CoI:PEG—DMG

\355:10:35:0 Compuesto:Fosfolipido:Col:PEG-DMG

?60:10:30:0 Compuesto:Fosfolipido:Col:PEG-DMG

Ejemplo 13: Optimizacién de tamafios de particulas

Los tamafios de fenestracidn para diferentes 6rganos corporales a menudo varian; por ejemplo, se sabe que
el rifidn tiene un tamafo de fenestracion mas pequefio que el higado. Por lo tanto, la administracién dirigida de
un agente terapéutico y/o profilactico (por ejemplo, la administracién especifica) a un érgano o grupo de
organos particular puede requerir la administracién de composiciones de nanoparticulas con diferentes
tamafios de particulas. Con el fin de investigar este efecto, las composiciones de nanoparticulas con
formulaciones tales como las incluidas en la Tabla 9 se preparan con una variedad de tamafios de particulas
usando un instrumento Nanoassemblr. Las composiciones de nanoparticulas incluyen un ARN que codifica
Luc. Cada composicién de nanoparticulas de diferente tamafio se administra posteriormente a ratones para
evaluar el efecto del tamafio de particula en la selectividad de administracién. La expresiéon de Luc en dos o
mas érganos o grupos de 6rganos se puede medir usando bioluminiscencia para evaluar la expresién relativa
en cada érgano.

Ejemplo 14: Administracion después del pretratamiento

La administracién de composiciones de nanoparticulas a sujetos puede provocar inflamacién, reacciones
relacionadas con la infusién y otros efectos indeseables indicativos de baja tolerabilidad. Estos efectos se
pueden atribuir a la inmunoactividad no deseada.

Con el fin de combatir los efectos negativos, las composiciones de nanoparticulas se administran
conjuntamente con una o mas sustancias (por ejemplo, medicaciéon conjunta o agentes terapéuticos y/o
profilacticos adicionales) a sujetos. Los agentes terapéuticos y/o profilcticos adicionales potencialmente Utiles
incluyen esteroides (por ejemplo, corticosteroides), antihistaminas, bloqueadores del receptor de HA1,
bloqueadores del receptor de H2, compuestos antiinflamatorios, estatinas, inhibidores de BTK, agonistas de
S1P1, moduladores del receptor de glucocorticoides (GRM) y estradioles. Los primates no humanos se tratan
previamente con uno o mas agentes terapéuticos adicionales seleccionados de entre dexametasona y
acetaminofén. El agente terapéutico adicional se administra ya sea 24 horas, 1 hora, 0 ambas 24 horas y 1
hora antes de la administracién de una composicién de nanoparticulas. El protocolo de muestra se resume en
la Tabla 10. Los perfiles de citocinas, la inflamacidn y otros pardmetros se miden y comparan para evaluar la
efectividad del pretratamiento.

Tabla 10. Protocolo de muestra para el estudio de pretratamiento.

?Grupo §Tiempo de pretratamiento §Agente(s) terapéutico(s) adicional(es) administrado(s)
1 gNinguno §Ninguno

2 24 horas §Dexametasona

3 24 horas %Acetaminofén
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:Agente(s) terapéutico(s) adicional(es) administrado(s)

. 2 H
.........................................................................................................................................................................................................................

Dexametasona y acetaminofén

..........................................................................................................................................................................................................................

:Dexametasona

R

iAcetaminofén

..........................................................................................................................................................................................................................

:Dexametasona y acetaminofén

R

8 24 horas y 1 hora §Dexametasona
9 24 horas y 1 hora §Acetaminofén
10 24 horas y 1 hora §Dexametasona y acetaminofén

Por ejemplo, un ciclo de tratamiento terapéutico Util puede implicar administrar un agente terapéutico y/o
profilactico adicional tanto el dia anterior como el dia (una hora antes) de la administracién de una composicién
de nanoparticulas a un nivel de dosis de 1,3 mpk. Se pueden formular agentes terapéuticos y/o profilacticos
adicionales para su administracién por una variedad de vias diferentes. Por ejemplo, la dexametasona puede
administrarse por via oral. En general, se administran agentes terapéuticos y/o profilacticos adicionales a
niveles de dosificacion tipicos o aprobados clinicamente.

Ejemplo 15: Administracion a primates no humanos

Se evalla la tolerabilidad y eficacia de las composiciones de nanoparticulas para primates no humanos en
monos Cynomolgus. A los monos se les administra una composiciéon de nanoparticulas optimizada que incluye
un ARNm que codifica hEPO una vez a la semana durante cuatro semanas. Los niveles de proteina hEPO,
ARNm y perfiles de citocinas se miden utilizando técnicas basadas en ELISA antes y 2, 6, 12, 24, 48, 72y 120
horas después de cada administracién.

Los efectos del pretratamiento en primates no humanos se evaltan usando una formulacién MC3 estandar que
incluye un ARNm que codifica hEPO. El disefio del estudio se resume en la Tabla 11. A los monos machos se
les administra la composicién de nanoparticulas una vez a la semana durante cuatro semanas a una velocidad
de dosis de 5 ml/kg/h y se les trata previamente con metotrexato o dexametasona.

Tabla 11. Protocolo para el estudio de pretratamiento en monos Cynomolgus.

.........................................................................................................................................................................................................................

Grupo éMateriaI de i Nivel de {Agente terapéutico ;Concentracién de §Nt'1mero de§
§prueba dosis (mg/kg) i adicional administrado  :dosis (mg/ml) gmonos

1 Mc3 0 Ninguno 0 3

2 IARNm  de (03 Ninguno 10,06 3

: :hEPO en MC3

3 ARNm  de 03 Metrotrexato 10,06 3

: {hEPO en MC3

i4 ARNm de 10,3 Dexametasona 10,06 3

: thEPO en MC3 : :

Ejemplo 16: Procedimientos de tratamiento de enfermedades y trastornos

Se selecciona para su uso una formulaciéon de composiciéon de nanoparticulas que tiene alta tolerabilidad (por
ejemplo, que provoca una respuesta inmunitaria baja) y eficacia (por ejemplo, que facilita la encapsulacién
eficiente y eficaz de un agente terapéutico y/o profilactico y la administraciéon del agente a una diana deseada).
Se selecciona un agente terapéutico y/o profilactico para la formulacién con la composicién de nanoparticulas
con base en la afeccidén de un sujeto. Por ejemplo, un ARNm que codifica un factor de crecimiento endotelial
vascular A (VEGF-A) puede seleccionarse para promover la angiogénesis para tratar la enfermedad
renovascular aterosclerética, mientras que un ARNip capaz de eliminar la apolipoproteina B (apoB) puede
seleccionarse para tratar una enfermedad o trastorno metabélico tal como dislipidemia.

Un sujeto que necesita tratamiento se trata previamente con una pequefia dosis de dexametasona una 0 méas
horas antes del tratamiento con la composicién de nanoparticulas. La composicién de nanoparticulas se
administra preferentemente al sujeto por via intravenosa, sin embargo, también son aceptables las vias de
administracién intramuscular, intradérmica, subcutdnea, intranasal o por inhalacién. El tratamiento se
proporciona en una dosis de alrededor de 0,001 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg de agente terapéutico y/o
profilactico y se repite diariamente, semanalmente, quincenalmente o mensualmente segln las necesidades
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del sujeto.
Ejemplo17: Expresiéon inducida por formulaciones de muestra tras la administracién intramuscular

5  Se prepararon formulaciones de muestra que incluian ARNm de luciferasa modificada (Luc) y ARNm de H10 y
se administraron por via intramuscular el dia 1 y el dia 21 y la expresién e inmunogenicidad resultantes se
evaluaron simultdneamente. Se prepararon formulaciones que incluian compuestos segun la férmula (20-1) y
se administraron a dosis de 0,001 y 0,01 mpk (por ejemplo, dosis de 0,0005 mpk de una formulacidén que incluia
ARNm de Luc y una formulacién que incluia ARNm de H10 o dosis de 0,005 mpk de una formulacién que

10  incluia ARNm de Luc y una formulacién que incluia ARNm de H10). Como se muestra en la Tabla 20-4, el flujo
total fue mayor tras la administracién de la segunda dosis para cada composicién y en cada nivel de dosis. El
flujo total fue mayor para el nivel de dosis mas alto.

Tabla 12. Flujo total (p/s) medido 6 horas después de la administracién intramuscular de composiciones de
15  nanoparticulas que incluyen compuestos segun la férmula (20-1).

Compuesto ; 0,001 mpk Dosis 1 0,001 mpk Dosis 2 0,01 mpk Dosis 1 0,01 mpk Dosis 2
'\1 20-1 3,50E+05 1,99E+06 3,16E+06 1,04E+07
20-4 1,04E+06 s.d. 9,46E+06 s.d.
20-6 8,57E+05 9,79E+05 3,41E+086 6,04E+06
MC3 1,23E+06 1,09E+06 1,79E+07 3,13E+07

Debe entenderse que, si bien los compuestos y procedimientos de la presente descripcién se han descrito
junto con la descripcion detallada de los mismos, la descripcién anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance

20 de la presente descripcién, que se define por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos,
ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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5. Una composicién de nanoparticulas que comprende un componente lipidico que comprende un compuesto
segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

6. La composicién de nanoparticulas de la reivindicaciéon 5, donde el componente lipidico comprende ademas:
(i) un fosfolipido; (ii) un lipido estructural y/o (iii) un lipido PEG.

7. La composicién de nanoparticulas de cualquiera de las reivindicaciones 5-6, donde el lipido estructural se
selecciona de entre el grupo que consiste en colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol,
estigmasterol, brasicasterol, tomatidina, &cido ursdélico, alfa-tocoferol y mezclas de los mismos.

8. La composicién de nanoparticulas de cualquiera de las reivindicaciones 5-7, que comprende ademas un
agente terapéutico y/o profilactico; opcionalmente donde el agente terapéutico y/o profilactico es

(i) una vacuna o un compuesto capaz de provocar una respuesta inmunitaria;
(ii) un acido nucleico; o

(iii) un acido ribonucleico (ARN), opcionalmente donde el ARN se selecciona de entre el grupo que consiste en
un ARN interferente pequefio (ARNip), un ARN interferente asimétrico (ARNia), un microARN (miARN), un
ARN de Dicer sustrato (ARNds), un ARN de horquilla pequefia (ARNhp), un ARN mensajero (ARNm) y mezclas
de los mismos.

9. Una composiciéon farmacéutica que comprende la composicién de nanoparticulas de cualquiera de las
reivindicaciones 5-8 y un portador farmacéuticamente aceptable.

10. La composicidon de nanoparticulas de cualquiera de las reivindicaciones 5-8, para su uso en un
procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno en un mamifero que lo necesita, opcionalmente donde
el mamifero es un ser humano.

11. La composicién de nanoparticulas para su uso segln la reivindicacién 10, donde la enfermedad o trastorno
se caracteriza por una actividad proteica o polipeptidica disfuncional o aberrante, o donde la enfermedad o
trastorno se selecciona de entre el grupo que consiste en enfermedades infecciosas, cancer y enfermedades
proliferativas, enfermedades genéticas, enfermedades autoinmunes, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades cardio y renovasculares y enfermedades metabélicas.

12. La composicién de nanoparticulas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10-11, donde la
composicién de nanoparticulas comprende el Compuesto 4:

NN r/\ugi“m

P N RPN N’\E’
{Compuesto 4}

13. La composicién de nanoparticulas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10-12, donde la
composicién de nanoparticulas se administra por via intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcutanea,
intranasal o por inhalacién.

14. La composicion de nanoparticulas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10-13, donde se
administra al mamifero una dosis de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg del agente terapéutico
y/o profilactico.

15. La composicién de nanoparticulas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10-14, donde el
procedimiento comprende ademas, antes de la etapa de contacto o administracién, pretratar dicho mamifero
con uno o mas compuestos adicionales, donde el pretratamiento comprende administrar dicho uno o mas
compuestos adicionales a dicho mamifero; opcionalmente donde dicho mamifero se pretrata 24 o0 menos horas
antes de la etapa de contacto o administracién, opcionalmente alrededor de una hora antes de la etapa de
contacto o administracion.

16. La composicibn de nanoparticulas para su uso segun la reivindicacién 15, donde dicho uno o mas
compuestos adicionales se seleccionan de entre el grupo que consiste en compuestos antiinflamatorios,
esteroides, estatinas, estradioles, inhibidores de BTK, agonistas de S1P1, moduladores del receptor de
glucocorticoides (GRM) y antihistaminas; opcionalmente donde dicho uno o mas compuestos adicionales se
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seleccionan de entre el grupo que consiste en dexametasona, metotrexato, acetaminofén, un bloqueador del
receptor H1 y un bloqueador del receptor H2.

17. La composicién de nanoparticulas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10-16, donde el
mamifero (a) es deficiente en LDLR; (b) es deficiente en apoE; y/o (c) tiene una interaccién LDLR-apoE
anormal.

18. La composicién de nanoparticulas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10-16, donde el
mamifero (a) no es deficiente en LDLR; (b) no es deficiente en apoE; y/o (c) tiene una interaccién LDLR-apoE
normal.
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