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DESCRIPCION
Conjugado de un fotosensibilizador y quitosano y usos del mismo

La presente invencion se refiere a nuevos conjugados a base de quitosano, por ejemplo, nanovehiculos, que
comprenden un derivado del polimero biocompatible quitosano conjugado con un agente fotosensibilizador, y usos
del mismo en la internalizacion fotoquimica (PCI) y la terapia fotodinamica (PDT). La invencion también se refiere a
los nuevos conjugados de la invencion para su uso en el tratamiento o prevencion de enfermedades, particularmente
cancer, y con fines de vacunacion.

Los nanomateriales tienen propiedades fisicoquimicas especiales que incluyen un tamafio pequefio y una gran
relacion de area superficial-masa y alta actividad en comparacion con los materiales a granel de la misma
composicion. Estas propiedades Unicas pueden mejorar y superar algunas de las limitaciones que se encuentran en
la medicina tradicional. La aplicacién de nanomateriales brinda la oportunidad de modificar propiedades tales como
la solubilidad, la difusividad, la semivida en la circulacién sanguinea, las caracteristicas de liberacién del farmaco y la
inmunogenicidad. En las ultimas dos décadas, se han desarrollado varios agentes a base de nanoparticulas para
aplicaciones terapéuticas y de diagnostico para el tratamiento de enfermedades.

El uso de nanomateriales puede proporcionar vias de administracién mas eficaces y mas convenientes, menor
toxicidad, efectos secundarios minimizados, biodisponibilidad aumentada y ciclo de vida prolongado del producto en
el sistema. Como sistemas de administracién de farmacos, las nanoparticulas o los nanovehiculos pueden
proporcionar una administracion dirigida y una liberacion controlada. Ademas, pueden usarse con fines de
diagnostico. Pueden, por ejemplo, permitir la deteccion de células precancerosas, fragmentos de virus y marcadores
de enfermedad que no pueden detectarse mediante enfoques tradicionales establecidos.

Actualmente, los polimeros naturales y sintéticos junto con los liposomas son las principales plataformas de
nanoparticulas que se encuentran en la bibliografia (Peer et al., 2007, Natl., 2(12), pag. 751-760). Otras plataformas
populares incluyen dendrimeros, nanoemulsiones de aceite, nanoparticulas de silice mesoporosas y nanoparticulas
de 6xido de hierro. El documento WO 2008/130181 divulga un fotosensibilizador basado en conjugados de derivados
poliméricos biocompatibles-fotosensibilizador para terapia fotodinamica, en el que los derivados poliméricos
biocompatibles comprenden quitosano o glicolquitosano.

Los nuevos conjugados de la presente invencion, que pueden ser nanovehiculos, comprenden derivados del
polimero biocompatible quitosano, que se deriva de quitina. La quitina (poli (8-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina)) es un
polisacarido de origen natural y el material de soporte de insectos y crustaceos. La quitina es el segundo
polisacarido mas abundante de forma natural en la tierra después de la celulosa. Generalmente se deriva de fuentes
tales como las células de cangrejo y camarones. Estructuralmente, la quitina es similar a la celulosa pero tiene un
grupo acetamida en lugar de un grupo hidroxilo en la posicién C2 del esqueleto del polimero.

El quitosano es el derivado mas importante de la quitina, normalmente producido mediante la eliminaciéon de los
grupos acetilo por métodos alcalinos. Si bien la mayoria de los polimeros de origen natural son de naturaleza neutra
o0 acida, el quitosano es un polisacarido altamente basico. El atomo de nitrégeno en la posicion C2 proporciona una
oportunidad para modificar el polimero mediante estrategias sintéticas para adaptar la molécula hacia ciertas
propiedades deseables, por ejemplo, una solubilidad aumentada y propiedades biolégicas mejoradas.

El polimero de quitosano consiste en unidades de D-glucosamina unida a B-(1—4) con diversos grados de
desacetilacion (DD), en donde los grupos acetilo restantes se distribuyen en bloques o aleatoriamente a lo largo de
la cadena polimérica lineal. El quitosano es soluble en acidos diluidos, tal como el acido acético debido a la carga
positiva del grupo amino en condiciones 4cidas. Aunque la DD puede ser muy variable, casi nunca es del 100 %. No
se ha definido la nomenclatura distintiva de la quitina frente al quitosano con respecto a la DD, pero la DD para el
quitosano puede variar del 40-100 %. Los pesos moleculares pueden ser de hasta 2000 kDa, pero los inferiores a 50
kDa a veces se consideran oligoquitosanos.

Se ha prestado atencién a la quitina y el quitosano en las ultimas décadas con respecto a su potencial de aplicacion
en medicina. Se han disefiado y sintetizado diversos derivados de quitosano para mejorar la solubilidad y mejorar
aun mas sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas.

Ademas del derivado de quitosano, los conjugados de la presente invencion también comprenden un agente
fotosensibilizador, que esta conjugado con el quitosano. Por lo tanto, los conjugados tienen un uso particular en
métodos que implican fotosensibilizacion.

La fotosensibilizacion es un proceso de transferencia de la energia de la luz absorbida. Después de la absorcion, la
energia se transfiere a los reactantes (elegidos). Los fotosensibilizadores son compuestos que son capaces de
traducir la energia de la luz en reacciones quimicas de tipo Il. Los productos finales altamente reactivos de estos
procesos dan como resultado toxicidad citovascular y vascular.
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Los fotosensibilizadores pueden ejercer sus efectos por una variedad de mecanismos, directa o indirectamente. Por
lo tanto, por ejemplo, ciertos fotosensibilizadores se vuelven directamente téxicos cuando se activan por la luz,
mientras que otros actlan para generar especies toéxicas, por ejemplo, agentes oxidantes tales como oxigeno
singlete u otros radicales libres derivados de oxigeno, que son extremadamente destructivos para el material celular
y biomoléculas tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

Hay muchos agentes fotosensibilizadores conocidos, incluyendo porfirinas, ftalocianinas, purpurinas, clorinas,
benzoporfirinas, bases lisosomotropicas débiles, naftalocianinas, tintes cationicos y tetraciclinas o derivados de los
mismos (Berg et al., (1997), J. Photochemistry and Photobiology, 65, 403-409). Otros agentes fotosensibilizadores
incluyen texafirinas, feoférbidos, porficenos, bacterioclorinas, cetoclorinas, derivados de hematoporfirina y
fotosensibilizadores enddégenos inducidos por acido 5-aminolevulinico. Como se analiza a continuacion, en las
moléculas a base de quitosano de la presente invencién, se emplean porfirinas y clorinas, particularmente
tetrafenilporfirina (TPP) y tetrafenilclorina (TPC).

Las porfirinas son los agentes fotosensibilizadores mas extensamente estudiados. Su estructura molecular incluye
cuatro anillos de pirrol unidos mediante puentes de metino. Son compuestos naturales que a menudo son capaces
de formar complejos metalicos. Por ejemplo, en el caso de la proteina de transporte de oxigeno hemoglobina, se
introduce un atomo de hierro en el nucleo de porfirina del hemo B.

Las clorinas son anillos aromaticos heterociclicos grandes que consisten, en el nucleo, en tres pirroles y una pirrolina
acoplados a través de cuatro enlaces metino. A diferencia de la porfirina, por lo tanto, una clorina es en gran parte
aromatica, pero no aromatica a través de toda la circunferencia del anillo.

Se usan agentes fotosensibilizadores en métodos de terapia fotodinamica (PDT) y de internalizacion fotoquimica
(PCI). La PDT es un proceso de dos pasos que implica la administracion de un fotosensibilizador por via sistematica
0 topica, seguido de iluminacion ligera de una longitud de onda apropiada. Para que se produzcan efectos
citotdxicos, el oxigeno molecular también debe estar presente. Cuando estos tres factores se combinan con éxito (es
decir, fotosensibilizador, luz y oxigeno), se produce una reaccion fotodinamica. La reaccién fotodinamica conduce a
la generacion de especies citotdxicas, que causan muerte celular y dafo tisular.

La PDT se usa para el tratamiento de, por ejemplo, cancer. Los intermedios radicales de las reacciones
fotodinamicas se eliminan por el oxigeno en los tejidos bioldgicos para producir especies reactivas de oxigeno (ROS)
tal como oxigeno singlete ('O,). 'O, es una forma de oxigeno de vida corta con un alto potencial citotoxico. Por lo
tanto, se puede lograr el tratamiento citotoxico altamente selectivo en el que se evitan en gran medida los efectos
secundarios sistémicos.

La PCI se basa en el mismo principio que la PDT, pero produce menos ROS (por ejemplo, usando dosis de luz mas
bajas) para inducir la liberacion de farmacos atrapados y macromoléculas de endosomas en el citosol sin una muerte
celular significativa debido a ROS. En la PCI, la excitacion luminica conduce a un dafo mediado por ROS
selectivamente de las membranas lisosémicas y/o endosémicas y la liberacion de farmacos hidréfilos atrapados y
macromoléculas. De este modo, las moléculas en endocitosis pueden liberarse para alcanzar su diana de accion
antes de degradarse en los lisosomas.

Se ha demostrado que la PCl mejora la actividad biolégica de una gran diversidad de macromoléculas y otras
moléculas que no penetran facilmente a través de la membrana plasmatica, incluyendo proteinas inactivadoras de
ribosomas de tipo |, inmunotoxinas, agentes quimioterapéuticos tales como bleomicina (Blenoxane®) y
doxorrubicina, plasmidos codificantes de genes y oligonucleétidos. Se ha encontrado que induce citotoxicidad en
capas de tejido mas profundas que la PDT correspondiente. Debido a la combinacion de terapias dirigidas con la
administracion citosolica activada por luz inducida por fotosensibilizadores que se acumulan preferentemente en
tumores sodlidos, la PCIl puede ser altamente especifica y esto también contribuye a una mayor eficacia antitumoral.

Uno de los problemas comunes asociados con la PDT en la aplicacién clinica es la fotosensibilidad de la piel y la
biodistribucion desfavorable del fotosensibilizador. Se han introducido nanovehiculos tales como dendrimeros,
liposomas y micelas poliméricas como un enfoque para reducir los efectos secundarios y mejorar la farmacocinética
en la PDT.

Sigue existiendo la necesidad de nanovehiculos mejorados y agentes fotosensibilizadores para su uso en métodos
de PCl y PDT. La presente invencion aborda esta necesidad. Los presentes inventores han desarrollado nuevos
compuestos, que se basan en un conjugado de un fotosensibilizador y quitosano. Las nuevas moléculas tienen una
eficacia sorprendentemente alta en los métodos de PCI, como se ilustra en los siguientes Ejemplos que demuestran
una eficacia sorprendentemente buena tanto in vitro como in vivo.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto, por ejemplo, un nanovehiculo,
que comprende un conjugado de un fotosensibilizador y quitosano, en el que dicho compuesto es un compuesto de
Formula (1):
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en la que

n es un numero entero superior o igual a 10,
R aparece n veces en dicho compuesto y
en el 0,1 %-99,9 % de dichos grupos Rn totales, cada R es un grupo A seleccionado de:

H,
*aj\,
0
s
% Y,
enlaqueaes1,2 3,405;yXesBr, CluOH;
O R
Min
‘E‘c @ R;
b
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en la que R3 es -(CH2)-CHg, i es un numero entero de 1 a 200, preferiblemente de 1-50 o 1-10, por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9010, o al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 0 200; jes 0,1,2,3,405;ykes 1, 2, 3,
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en la que R3 es -(CH2);-CHs, i es un nimero entero como se ha definido anteriormente; yjes 0, 1, 2, 3,4 0 5;

R‘"’“O%\/O)*i/\'?f\léﬁ]/%

Ry O
5 en la que Rs es -(CH2)-CHs, i es un numero entero como se ha definido anteriormente; jes 0, 1, 2, 3,40 5; y
cada R1, que pueden ser iguales o diferentes, se selecciona de H, CHz y -(CH3)-CH3; yces 0,1,2,3,405;

Rax %\/O)\/\
0 2N
10 en la que Rs= -(CH.);-CHs, i es un numero entero como se ha definido anteriormente; yjes 0, 1,2, 3,40 5;
(@]
Rgaof(\/o}\./\l\l/\
VLN

en la que Rs= -(CH2)-CHjs, i es un numero entero como se ha definido anteriormente; Les 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9
15 010;yjes0,1,2,3,405;
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en la que cada grupo R puede ser igual o diferente; y
25 en el 0,1 %-99,9 % de dichos grupos Rn totales, cada R es un grupo B seleccionado de:
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Z
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en la que
pes0,1,2,3,405;qes1,2,3,405;y
res 1, 2, 3,4 05; R4 es un grupo seleccionado de:

(preferiblemente R4 se selecciona de:
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W es un grupo seleccionado de O, S, NH o N(CHj3);

Rs es un grupo seleccionado de: -(CH2)s-CO-; -(CH>)s-Z-(CH2)-CO- y -(CHa)s- Z-(CH21-Z-CO-; en las que s es 0,
1,2,3,405;tes0,1,2,3,405;

ZesNH, O, S, 0 SO,

Res es un grupo seleccionado de -CN y CHs.

Rz es un grupo seleccionado de:

V es un grupo seleccionado de CO, SO, PO, PO;H o CHy;
(preferiblemente R7 se selecciona de:
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)!

Rs es un grupo (sustituido en la posicion o, m o p), que puede ser igual o diferente, seleccionado de H, -OH, -
OCHg, -CHjs, -COCHj3, C(CH3)4, -NH2, -NHCH3, -N(CH3), y -NCOCHs3 (en la que preferiblemente cada Rg es H o al
menos un Rg no es H);

en la que cada grupo R puede ser igual o diferente.

El polimero de quitosano tiene al menos 10 unidades (n = 10). Sin embargo, preferiblemente n es al menos 10, 20,
50, 100, 500, 1000, por ejemplo, de 10 a 100 o de 10 a 50.

Como se ha mencionado anteriormente, los fotosensibilizadores empleados en los conjugados son derivados de
porfirina y clorina, en particular TPP,, TPCa1, TPCa, TPP;, TPC¢ y TPCco- Preferiblemente, dicho derivado de
fotosensibilizador Rs 0 R7 es TPCa1, TPCq2, TPCe1 0 TPC,, especialmente, preferiblemente TPCa1 0 TPCaa.

El derivado de quitosano del conjugado puede tener diversos grados de sustitucion (DS) con los grupos R anteriores.
Por ejemplo, cuando estan presentes, uno o mas de los grupos R descritos anteriormente pueden comprender
menos del 1 %, preferiblemente del 0,1 al 1,0 %, o mas del 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 o del 99,9 % de las sustituciones de quitosano.

Como se ha sefialado anteriormente, los grupos R del grupo Ay del grupo B proporcionan cada uno el 0,1 %-99,9 %
(preferiblemente del 0,5 al 99,5 %) de los grupos Rn totales. Preferiblemente, el grupo A proporciona al menos el 50
%, preferiblemente al menos el 60, 70, 80, 90 o el 95 % de los grupos Rn totales. Especial y preferiblemente, el
grupo A proporciona entre el 50 y el 95 %, por ejemplo, el 70 y el 95 % de los grupos Rn totales. Preferiblemente, el
grupo B proporciona menos del 50 %, por ejemplo, menos del 40, 30, 20, 10 o del 5 % de los grupos Rn totales.
Especial y preferiblemente, el grupo B proporciona entre el 5y el 30 %, por ejemplo, el 10-25 % de los grupos Rn
totales.

Los grupos R del grupo A (o los grupos R del grupo B) pueden ser iguales o diferentes. En aspectos preferidos en
los que estan presentes diferentes grupos, por ejemplo, en los grupos R del grupo A, la proporcién de cada grupo
puede variar. Por ejemplo, un grupo R puede estar presente en un intervalo, por ejemplo, del 75 al 95 % (de los
grupos Rn totales) como un componente principal, mientras que el otro grupo R puede estar presente en un
intervalo, por ejemplo, del 0,1 al 10 % (de los grupos Rn totales) como componente secundario. Sin embargo, como
alternativa, el componente principal puede estar presente en niveles inferiores (por ejemplo, del 50 al 90 %) y el
componente secundario puede estar presente a niveles superiores (por ejemplo, del 0,1 al 50 %). Preferiblemente,
cuando los grupos R de A que estan presentes reflejan la acetilacion de la molécula de quitosano, es decir, R es
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esta presente en <1 % de los grupos Rn totales. Este grupo R tiende a reflejar el grado de acetilacién (DA) de las
moléculas de quitosano de partida usadas para la generacién de compuestos de la invencion y, por lo tanto, su
prevalencia puede variar. Preferiblemente, proporciona <60 % de los grupos Rn totales, preferiblemente menos del
30 % o del 20 %, por ejemplo, entre el 0,1 y el 30 % de los grupos Rn totales.

Como se apreciara, el % total proporcionado por todos los grupos R de los grupos Ay B es del 100 % y la seleccién
dentro de los intervalos anteriores se realiza en consecuencia.

Se observara que dependiendo del método de sintesis utilizado, algunas impurezas o productos alternativos pueden
estar presentes a bajos niveles, por ejemplo, pueden permanecer en el producto final cantidades traza de otros
grupos R o grupos protectores residuales (por ejemplo, TBDMS). Sin embargo, dichos componentes o compuestos
traza, si estan presentes, estan presentes en <1 % del total (preferiblemente <0,1 %) y no afectan a la funcionalidad.
Los compuestos o composiciones que incluyen dichos componentes o compuestos traza estan dentro del alcance de
la invencion.

En los aspectos preferidos descritos en el presente documento, se proporciona el % del grupo R seleccionado como
una proporcion de los grupos Rn totales. En tales casos, se prefiere un intervalo del % (por ejemplo, para reflejar la
variacion en la fabricacion). Preferiblemente, el intervalo es del 5 %, es decir, cuando se hace referencia al 90 % de
grupos R de A que tienen una cierta estructura, esto se extiende a compuestos del 85 al 95 % de ese grupo R de A,
y asi sucesivamente.

Los grupos R de A son:

o

7 E‘,m
E)J\fl)lb@\ Ry

en los que preferiblemente cada R1 es CHzy b es 1;
o MY
‘z&)\{,}r N
d
en los que preferiblemente Y es -NCHz y d es 1;

O
Ra- O
ol O s

en los que preferiblemente jes0o 1;ies306 ykes 1;

RS\O %\/0)\'/\#J s

10
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en los que preferiblemente jes 1 ei es 2;
Ra~ O}‘,/\ N Y §
% O ! \\/N %a/k;

en los que preferiblemente jes0 o0 1eies 2,4 05 (por ejemplo,204)yLes 1;

en los que preferiblemente m es 1.
Preferiblemente, los grupos R anteriores estan presentes como componentes principales (es decir, més del 75 % de

los grupos Rn totales (como se ha analizado anteriormente) o componentes secundarios (es decir, menos del 10 %
de los grupos Rn totales) (como se ha analizado anteriormente)). Preferiblemente, el grupo

N

esta presente solamente como un componente secundario.

Los grupos R de B preferidos son:

en los que preferiblemente p es 1;

g

2,
BNSL
p

en los que preferiblemente pes 1y qes 1;

en los que preferiblemente pes 1;y
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S

N

en los que preferiblemente p es 1.

Los grupos R de A especialmente preferidos son:

N

L

en los que preferiblemente cada R1 es CHz y b es 1;

en los que preferiblemente Y es -NCHz y d es 1;

O
2

A

@]

Rsxo%\/o)\i/\r' &

en los que preferiblemente jes 1 eies 2;y

Rs“O%\/O}\i/\ N/\N ,H/E\;

en los que preferiblemente jes0o01eies 2,405 (porejemplo,204)yL es 1. Los grupos R de B especialmente

preferidos son:

en los que preferiblemente p es 1;

en los que preferiblemente pes 1yqes 1;y

12
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R7/ N O

ot
Sk

en los que preferiblemente p es 1.

Los grupos R preferidos y su prevalencia relativa en los grupos Rn totales se proporcionan en la tabla a continuacion
en la que se muestran los diferentes grupos R posibles que se conjugan con el quitosano. El predominio de cada tipo
de grupo R se indica entre paréntesis y puede variar dentro del 5 % a cada lado del valor indicado. Los grupos R del
grupo B han unido grupos fotosensibilizadores R4 0 Ry.

Derivados TPP

O (\N — -
)K/N\) o %ﬂt
@]
TN M~
(10%) AL eow - (<1%)

L (25%) _ (75%) - (<1%)

>~

(<1%)

(10%) J L (s0%)
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(10%) |
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(<1%)
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Derivados TPC
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Los compuestos particularmente preferidos de la invencidon también se muestran en la Figura 1 en la que se indica la
prevalencia de los grupos R, pero esto puede variar hasta en un 5 % a cada lado del valor indicado. En cada caso, el
grupo R con el fotosensibilizador adjunto tiene la menor prevalencia indicada.

Los compuestos de la invencion se pueden preparar como se describe en el presente documento en los Ejemplos.
Los métodos de sintesis usan procedimientos estandar en la técnica, que seran conocidos para el experto, y que se
describen en los siguientes Ejemplos. La PEGilacion y la TEGilacién para proporcionar grupos R relevantes se
pueden llevar a cabo de acuerdo con métodos estandar en la técnica. La presente invencion también se extiende a
métodos para preparar los compuestos de la invencion, por ejemplo, como se describe en los Ejemplos y esquemas
descritos en el presente documento.

Los compuestos de la invencion tienen baja toxicidad y, por lo tanto, son adecuados para una diversidad de
indicaciones médicas.

Los compuestos de la presente invencion son particularmente adecuados para su uso en métodos de PCI. Como se
ilustra en los presentes Ejemplos, se ha demostrado que los compuestos de la presente invencion tienen una
eficacia sorprendentemente buena en la internalizacion de moléculas en una célula. En el Ejemplo 3, se muestra que
la eficacia de un compuesto de la invencién fue considerablemente mejor que la eficacia conseguida con un
sensibilizador solo (en este caso se uso el fotosensibilizador TPCS2, que se ha disefiado especialmente para su uso
en PCI, y que esta bajo desarrollo clinico para el tratamiento del cancer (Berg et al., 2011, Photochem. Photobiol.
Sci., 10, pags. 1637-1651)). En comparacion con TPCSa,, los compuestos de la invencion fueron hasta al menos 10
veces mas activos, es decir, que incluso cuando se usaron a una concentracion 10 veces menor, los conjugados
proporcionaron una potencia de transfeccidon sustancialmente mayor que la observada con TPCS,, (véanse las
Figuras 19y 20).

El método basico de internalizacion fotoquimica (PCI) se describe en los documentos WO 96/07432 y WO 00/54802.
En resumen, la molécula a internalizar y un agente fotosensibilizador, en el presente caso un fotosensibilizador como
parte de un compuesto de la presente invencion, se ponen en contacto con una célula. El agente fotosensibilizador y
la molécula que se va a internalizar se absorben en un subcompartimento unido a la membrana celular dentro de la
célula. Al exponer la célula a la luz de la longitud de onda apropiada, se activa el agente fotosensibilizador que
genera directa o indirectamente especies reactivas que rompen las membranas del compartimiento intracelular. Esto
permite que la molécula internalizada se libere en el citosol.

Estos métodos usan el efecto fotoquimico como un mecanismo para introducir de otra manera moléculas
impermeables a la membrana (o poco permeables) en el citosol de una célula de una manera que no da como
resultado una destruccion celular o muerte celular diseminada si la metodologia se ajusta adecuadamente para
evitar la produccion excesiva de especies toxicas, por ejemplo, reduciendo los tiempos de iluminacion o la dosis del
fotosensibilizador.
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Como tal, la invencion también proporciona un método para introducir una molécula en el citosol de una célula, que
comprende poner en contacto dicha célula con la molécula que se va a introducir y un compuesto de la invencién, e
irradiar la célula con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador del compuesto. Una
vez activado, los compartimentos intracelulares dentro de dicha célula que contienen dicho compuesto liberan la
molécula contenida en estos compartimentos en el citosol. El uso de un compuesto de la invencién para internalizar
una molécula que se desea internalizar también forma parte de la invencion.

La PCI puede efectuar la transfeccion de varios tipos diferentes de moléculas en una célula. Por ejemplo, la
molécula se puede seleccionar de ADN o ADN antisentido; oligo(desoxi)nucleétidos; ARN, tal como ARNm, ARNSsi,
ARN(ds) bicatenario, ARN(ss) monocatenario o ARN antisentido; PNA, azucares; proteinas; péptidos; farmacos
impermeables a la membrana; otras moléculas impermeables a la membrana, o combinaciones unidas covalente o
no covalentemente de las moléculas mencionadas anteriormente. Preferiblemente, las moléculas que van a
introducirse no se internalizan (es decir, en el citosol) significativamente sin la asistencia de PCI, por ejemplo, su
internalizacion es limitada, de tal forma que menos del 50 % (por ejemplo, menos del 30 o del 10 %) de las células a
las que se aplican internalizan una o mas de las moléculas en el citosol en un periodo de tiempo de 4 horas.

La molécula que se va a internalizar se puede seleccionar para lograr diversos resultados, por ejemplo, para alterar,
por ejemplo, reducir o aumentar la expresion de un gen diana o tener un efecto sobre las propiedades o la viabilidad
de las células. Para afectar a la expresion génica, la molécula a transferir puede ser un oligo o polinucledétido sentido
o antisentido, por ejemplo, una secuencia génica, por ejemplo, en un plasmido o un oligonucleétido antisentido o
molécula de ARNsi. Dichos métodos pueden ser Utiles para tratar o prevenir enfermedades y trastornos, tal como
cancer, y también pueden ser utiles en aplicaciones de terapia génica.

El método de la invencion logra la translocacion de la molécula a internalizar en el citosol. Se apreciara, sin
embargo, que la captacion de todas y cada una de las moléculas en contacto con la célula en el citosol no puede
conseguirse. Sin embargo, se puede lograr una internalizacion significativa y mejorada con respecto a los niveles de
fondo en los que no se usa PCI o el compuesto de la invencién.

Preferiblemente, los métodos de la invencion permiten la internalizacién de moléculas a niveles suficientes para que
su efecto sea evidente, por ejemplo, en los productos expresados de esas células o por los efectos sobre la célula.
La concentracion apropiada de la molécula a poner en contacto con la célula puede ajustarse para lograr este
objetivo, por ejemplo, en algunas aplicaciones, puede ser deseable lograr una elevacién o reduccion en la expresiéon
de un gen diana (0 gen introducido) o muerte celular después de introduccion de una molécula citotoxica. La
reduccion o muerte celular puede ser de al menos el 10 %, por ejemplo, al menos el 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o el 90
% de reduccion (por ejemplo, en la expresion de una o mas proteinas codificadas por el gen diana) o la muerte
celular después de la incubacién con células durante, por ejemplo, 24, 48, 72 o 96 horas (por ejemplo, de 24 a 48
horas). La elevacién de la expresion se puede evaluar en relacion con los niveles existentes que pueden ser cero
cuando se usa una molécula no enddgena y se pueden alcanzar niveles numéricamente similares a los
mencionados anteriormente para la reduccién. Asimismo, el tipo y/o la concentracion del compuesto (de la
invencion), y el tiempo de irradiacion se pueden ajustar para lograr la reduccion expuesta anteriormente.

Los niveles de productos expresados se pueden medir, por ejemplo, determinando el nivel de proteina en la célula,
usando técnicas estandar conocidas en la técnica, tales como transferencia Western. El nivel de reduccién de la
proteina depende de la semivida de la proteina, es decir, la proteina preexistente se eliminara de acuerdo con su
semivida. La muerte celular se puede determinar por cualquier medio apropiado.

Los efectos del material genético introducido también pueden medirse en términos de niveles de expresion de, por
ejemplo, el ARNm que esta presente en la célula, por ejemplo, el método puede llevarse a cabo para lograr una
elevacion o reduccion en los niveles de ARNm de al menos el 10 %, por ejemplo, al menos el 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 o el 90 % de elevacion o reduccion después de la incubacién con células durante, por ejemplo, 24, 48, 72 o 96
horas, por ejemplo, de 24 a 48 horas, con respecto a los niveles de ARNm de la secuencia diana o introducida en el
mismo punto de tiempo sin la adicién del material genético. Esto también se puede medir usando técnicas estandar
conocidas en la técnica tales como técnicas de hibridacién o transferencia y RT-PCR.

El término "célula" se usa en el presente documento para incluir todas las células eucariotas (que incluyen células de
insecto y células fungicas). Por lo tanto, las "células" representativas incluyen todos los tipos de células de animales
mamiferos y no mamiferos, células vegetales, células de insecto, células fungicas y protozoos. Preferentemente, sin
embargo, las células son mamiferas, por ejemplo, células de gatos, perros, caballos, burros, oveja, cerdos, cabras,
vaca, ratones, ratas, conejos, cobayas, pero mucho mas preferiblemente de seres humanos.

Como se usa en el presente documento, "poner en contacto" se refiere a poner las células y el agente
fotosensibilizador que contiene el compuesto de la invencion y/o la molécula a introducir en contacto fisico entre si
en condiciones apropiadas para la internalizacion en las células, por ejemplo, preferiblemente a 37 °C en un medio
nutricional apropiado, por ejemplo, de 25-39 °C.
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La "irradiacion" de la célula para activar el agente fotosensibilizador se refiere a la administracion de luz directa o
indirectamente como se describe en lo sucesivo en el presente documento. Por lo tanto, las células pueden
iluminarse con una fuente de luz, por ejemplo, directamente (por ejemplo, en células individuales in vitro) o
indirectamente, por ejemplo, in vivo cuando las células estan debajo de la superficie de la piel o estan en forma de
una capa de células que no estan todas directamente iluminadas, es decir, sin la pantalla de otras células.

La etapa de irradiacion de la luz para activar el agente fotosensibilizador puede tener lugar de acuerdo con técnicas
y procedimientos bien conocidos en la técnica. La longitud de onda y la intensidad de la luz se seleccionan de
acuerdo con el agente fotosensibilizador utilizado. Las fuentes de luz artificial adecuadas se conocen bien en la
técnica, por ejemplo, usando una luz de longitud de onda de color azul (450-475 nm) o rojo (620-750 nm).

El tiempo durante el cual las células se exponen a la luz en los métodos de la presente invenciéon puede variar. La
eficacia de la internalizacion de una molécula en el citosol aumenta con una mayor exposicion a la luz hasta un
maximo mas alla del cual aumenta el dafio celular y, por lo tanto, la muerte celular.

Un periodo de tiempo preferido para la etapa de irradiacion depende de factores tales como la diana, el
fotosensibilizador (en el compuesto de la invencion), la cantidad de fotosensibilizador acumulado en las células o
tejido diana y la superposicion entre el espectro de absorcion del fotosensibilizador y el espectro de emision de la
fuente de luz. Generalmente, el periodo de tiempo para la etapa de irradiacion es del orden de segundos a minutos o
hasta varias horas, por ejemplo, preferiblemente hasta 60 minutos, por ejemplo, de 0,25 o de 1 a 30 minutos, por
ejemplo, de 0,5 a 3 minutos o de 1 a 5 minutos o de 1 a 10 minutos, por ejemplo, de 3 a 7 minutos, y
preferiblemente, aproximadamente 3 minutos, por ejemplo, de 2,5 a 3,5 minutos. También se pueden usar tiempos
de irradiacion mas cortos, por ejemplo, de 1 a 60 segundos, por ejemplo, 10-50, 20-40 o 25-35 segundos.

Las dosis apropiadas de luz pueden ser seleccionadas por un experto en la técnica y de nuevo dependeran del
fotosensibilizador (en el compuesto de la invencion) usado y la cantidad de fotosensibilizador acumulado en las
células o tejidos diana. Por ejemplo, la dosis de luz utilizada tipicamente para el tratamiento fotodinamico de
canceres con el fotosensibilizador Photofrin y el precursor de protoporfirina acido 5-aminolevulinico, esta en el
intervalo de 50-150 J/cm? en un intervalo de fluencia de menos de 200 mW/cm? para evitar la hipertermia. Las dosis
de luz son generalmente mas bajas cuando se usan fotosensibilizadores con coeficientes de extincion mas altos en
el area roja del espectro visible. Para los métodos PCI, se pueden usar dosis mas bajas, por ejemplo, una dosis de
luz en el intervalo de 5-25J/cm? a un intervalo de fluencia de 75-150 mW/cm?. Ademas, para el tratamiento de tejidos
no cancerosos con menos fotosensibilizador acumulado, la cantidad total de luz necesaria puede ser
sustancialmente mayor que para el tratamiento de canceres. Ademas, si se quiere mantener la viabilidad celular, se
debe evitar la generacion de niveles excesivos de especies toxicas y los parametros relevantes se pueden ajustar en
consecuencia.

Los métodos PCI de la invencion pueden dar lugar inevitablemente a cierta muerte celular en virtud del tratamiento
fotoquimico, es decir, mediante efectos de PDT a través de la generacion de especies toxicas en la activacion del
agente fotosensibilizador. Dependiendo del uso propuesto, esta muerte celular puede no ser una consecuencia y, de
hecho, puede ser ventajosa para algunas aplicaciones (por ejemplo, tratamiento del cancer).

En una realizacién, la invencion proporciona un método para lograr la muerte de una célula que comprende poner en
contacto dicha célula con un compuesto de la invencién, e irradiar la célula con luz de una longitud de onda eficaz
para activar el agente fotosensibilizador del compuesto para generar especies reactivas de oxigeno que causen la
muerte de dicha célula. Cuando se ha de lograr la muerte celular (mediante PDT), el tiempo, la intensidad y la
longitud de onda para la etapa de irradiacion se seleccionan de forma apropiada para lograr de manera 6ptima la
muerte celular de las células diana.

En algunas realizaciones de la presente invencion, sin embargo, se evita la muerte celular, por ejemplo, cuando es
deseable la inhibicion de la expresion de un gen en ausencia de toxicidad celular o si la molécula introducida debe
lograr la muerte celular. Por ejemplo, en algunos usos es altamente ventajoso lograr la inhibicién de la expresion o
expresion génica en ausencia de toxicidad celular general o un efecto sobre la viabilidad celular, por ejemplo, en
algunos enfoques de terapia génica. Los métodos de la invenciéon se pueden modificar de tal forma que la fraccién o
proporcion de las células supervivientes se regule seleccionando la dosis de luz en relacion con la concentracion del
agente fotosensibilizador (en los compuestos de la invencion). De nuevo, dichas técnicas se conocen en la técnica.

En aplicaciones en las que son deseables las células viables, no se destruyen sustancialmente todas las células, o
una mayoria significativa (por ejemplo, al menos el 50 %, mas preferiblemente al menos el 60, 70, 80 0 90 % de las
células). La viabilidad celular después del tratamiento PCI puede medirse mediante técnicas estandar conocidas en
la técnica, tales como la prueba MTS.

Independientemente de la cantidad de muerte celular inducida por la activaciéon del fotosensibilizador, en algunas
aplicaciones es importante que la dosis de luz esté regulada de tal manera que algunas de las células individuales
en las que se manifiesta el efecto PCI no mueran por el tratamiento fotoquimico en solitario (aunque posteriormente
pueden eliminarse por moléculas introducidas en las células si estas moléculas tienen un efecto citotoxico).
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Se pueden conseguir efectos citotoxicos usando, por ejemplo, la introduccién de una molécula citotoxica (por
ejemplo, un péptido citotdxico tal como gelonina o bleomicina) o terapia génica en la que un agente, por ejemplo, un
gen, oligonucledtido antisentido o molécula de ARNSsi, se internaliza en una célula tumoral por el método de la
invencion.

Los compuestos y métodos de la invencidn se pueden usar in vitro o in vivo, por ejemplo, ya sea para el tratamiento
in situ o para el tratamiento ex vivo seguido de la administracion de las células tratadas al cuerpo, para diversos
fines, incluida la inhibicion o elevacion de la expresion de productos genéticos especificos, por ejemplo, en los
métodos de terapia génica.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencidén proporciona una composicién (por ejemplo, una composicion
farmacéutica) que contiene un compuesto o conjugado de la invencion, y opcionalmente una molécula por separado
a internalizar. Cuando dicha composicién es una composicion farmacéutica, contiene uno o mas diluyentes o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona dicho compuesto o composicién para su uso en terapia.

La presente invencion proporciona un kit que comprende un compuesto 0 composicidon de la presente invencion
como se describe en el presente documento y una molécula a internalizar. Preferiblemente, dicho kit (o producto) es
para uso simultaneo, separado o secuencial en un tratamiento médico, preferiblemente para tratar el cancer o, como
se describe con mas detalle a continuacion, con fines de vacunacion.

Por lo tanto, un aspecto adicional proporciona el compuesto o la composicidon y opcionalmente una molécula a
internalizar como se define en el presente documento para su uso en el tratamiento o prevencién de una
enfermedad, trastorno o infeccion en un sujeto, preferiblemente en el que un crecimiento celular anormal o excesivo
es evidente o en el que la expresion anormal elevada o suprimida del gen es evidente, especialmente
preferiblemente en el que dicha enfermedad es cancer.

Preferiblemente, dicho tratamiento o prevencion se logra usando un método descrito en el presente documento.

Este método se puede llevar a cabo usando métodos PCI o cuando la muerte celular es el objetivo final, se pueden
usar métodos PCl o PDT.

Por lo tanto, el método PCI puede llevarse a cabo como se ha descrito anteriormente, es decir, poniendo en contacto
células en el sujeto con una molécula a introducir y dicho compuesto o composicion, e irradiando las células con luz
de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador del compuesto. Preferiblemente, la molécula
a introducir es una molécula citotéxica, preferiblemente bleomicina.

Se puede realizar un método PDT poniendo en contacto células en el sujeto con dicho compuesto o composicion, e
irradiando la célula con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador del compuesto
para generar especies reactivas de oxigeno que causen la muerte de dichas células.

Como alternativa a lo descrito, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto o composicién como se
describe en el presente documento y opcionalmente una molécula a internalizar en una célula en la preparacion de
un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad, trastorno o infeccién. También se proporciona el uso de
dicho compuesto o composicion en la preparacion de un medicamento para dicho tratamiento o prevencion en el que
dicho tratamiento o prevencion es como se describe en el presente documento. La enfermedad, trastorno o infeccién
preferiblemente presenta un crecimiento celular anormal o excesivo o una expresion génica anormal elevada o
suprimida y/o se beneficiaria de la reduccion en el crecimiento o la supresién celular o la elevacion de la expresion
de uno o mas genes.

Como se hace referencia en el presente documento, anormal o excesivo se refiere a lo que se considera normal en
individuos normales emparejados por edad y sexo u otras partes normales del cuerpo del mismo individuo. Por lo
tanto, el crecimiento anormal puede referirse a canceres, tumores benignos, y crecimiento celular excesivo puede
referirse a afecciones cutaneas tales como queratosis actinica, verrugas y lunares. Los canceres a los que se
pueden aplicar los métodos incluyen cancer de cabeza y cuello, cancer del conducto biliar, cancer de cerebro,
melanoma, metastasis en la piel (de diferentes canceres), cancer pulmonar, mesotelioma, cancer pancreatico,
cancer gastrico, cancer rectal, cancer de ano, cancer de pene, cancer de vulva y cancer de eséfago. Por lo tanto, el
medicamento puede usarse para tratar el cancer. Cuando se usa una molécula a internalizar, puede ser un agente
quimioterapéutico anticanceroso.

La expresion génica elevada o suprimida anormal se puede tratar alterando la expresién de uno o mas genes diana
en dicho sujeto, por ejemplo, cuando la molécula a internalizar es un gen, oligonucleétido antisentido o molécula de
ARNSsi. Preferiblemente, dicho medicamento es para terapia génica, es decir, para tratar o prevenir una enfermedad,
trastorno o infeccidon que se tipifica por expresion génica anormal o que se beneficiaria de la supresion de uno o mas
genes. Dicha alteracion incluye regulacion descendente de dicha expresion.
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Cuando se usa un método PCI, el compuesto (o composicion de la invencion) y la molécula a internalizar pueden
ponerse en contacto con células o tejidos de un paciente (o sujeto) simultanea o secuencialmente, y dichas células
se irradian con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador de dicho compuesto y la
irradiacién se realiza antes, durante o después de la captacién celular de dicho compuesto y molécula en un
compartimento intracelular que contiene dicho agente fotosensibilizador, preferiblemente antes de la captacion
celular de dicha molécula de transferencia en cualquier compartimento intracelular.

También se contemplan métodos en los que se tratan células que se administran al sujeto. Por lo tanto, en un
aspecto alternativo, la invencion proporciona células para su uso en un método para tratar o prevenir una
enfermedad, trastorno o infeccidon en un paciente que comprende introducir un compuesto (0 composicion) de la
invencion y opcionalmente una molécula a internalizar en una o mas células in vitro, in vivo o ex vivo de acuerdo con
los métodos descritos anteriormente en el presente documento y cuando sea necesario (es decir, cuando la
transfeccion se realice in vitro o ex vivo) administrando dichas células a dicho paciente. Por lo tanto, las células
generadas pueden usarse en terapia o para un uso especifico como se ha descrito anteriormente en el presente
documento.

Como se hace referencia en el presente documento, un sujeto es un animal, preferiblemente un animal mamifero,
por ejemplo, una vaca, caballo, oveja, cerdo, cabras, conejos, gatos, perro, especialmente, preferiblemente, un ser
humano.

Como se define en el presente documento, "tratamiento" se refiere a reducir, aliviar o eliminar uno o mas sintomas
de la enfermedad, trastorno o infeccién que se esta tratando, con respecto a los sintomas antes del tratamiento.
"Prevencion" se refiere a retrasar o prevenir la apariciéon de los sintomas de la enfermedad, trastorno o infeccion.

Las composiciones de la presente invencién también pueden comprender una célula que contiene una molécula que
se ha internalizado en el citosol de dicha célula mediante un método de la invencién. La invencién se extiende
ademas a tales composiciones para su uso en terapia, particularmente cancer o terapia génica.

Por lo tanto, otro aspecto mas de la invencion proporciona una célula o una poblacion de células que contiene una
molécula que se ha internalizado en el citosol de dicha célula, célula que se puede obtener mediante un método de
la presente invencion.

Un aspecto adicional mas de la invencion proporciona el uso de tal célula o poblacion de células para la preparacion
de una composicion o un medicamento para su uso en terapia como se ha descrito anteriormente en el presente
documento, preferiblemente, cancer o terapia génica.

La invencién proporciona ademas células o composiciones para su uso en un método de tratamiento o profilaxis de
un paciente que comprende administrar a dichas células de paciente o composiciones de la presente invencion, es
decir, un método que comprende las etapas de introducir una molécula en una célula como se ha descrito
anteriormente en el presente documento y administrar dicha célula preparada de este modo a dicho paciente.
Preferiblemente, dichos métodos se usan para tratar cancer o en terapia génica (o para vacunacion como se
describe en lo sucesivo en el presente documento).

In vivo, puede usarse cualquier modo de administracién comun o estandar en la técnica, por ejemplo, inyeccion,
infusién, administracién tépica, administraciéon transdérmica, tanto a superficies internas como externas del cuerpo,
etc. Para uso in vivo, la invencién se puede usar en relacion con cualquier tejido que contenga células en las que
esta localizado el agente fotosensibilizante que contiene el compuesto o la molécula a internalizar, incluidas las
ubicaciones de fluidos corporales, asi como los tejidos sdlidos. Todos los tejidos se pueden tratar siempre que el
fotosensibilizador sea absorbido por las células diana y la luz se pueda administrar adecuadamente.

Por lo tanto, las composiciones de la invencion se pueden formular de cualquier manera conveniente de acuerdo con
técnicas y procedimientos conocidos en la técnica farmacéutica, por ejemplo, usando uno o mas diluyentes,
vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables. "Farmacéuticamente aceptable” como se define en el
presente documento, se refiere a ingredientes que son compatibles con otros ingredientes de las composiciones, asi
como fisioldgicamente aceptables para el receptor. La naturaleza de la composicién y los vehiculos o materiales
excipientes, dosificaciones, etc. se pueden seleccionar de manera rutinaria segun la eleccién y la via de
administracion deseada, el propésito del tratamiento, etc. Las dosificaciones también se pueden determinar de
manera rutinaria y pueden depender de la naturaleza de la molécula, el propodsito del tratamiento, la edad del
paciente, el modo de administracion, etc. En relacion con el agente fotosensibilizador, también se debe tener en
cuenta la potencia/capacidad de alterar las membranas con la irradiacion.

Un uso adicional de los compuestos y composiciones de la presente invencion se encuentra en los protocolos de
vacunacion, ya que los métodos PCI pueden usarse para presentar o expresar antigenos en la superficie de una
célula. Por lo tanto, después del transporte y la liberacion de una molécula a internalizar en el citosol de la célula
mediante PCI, se puede transportar a la superficie donde se puede presentar en el exterior de la célula, es decir, en
la superficie celular. Este método tiene una utilidad particular en el campo de la vacunacion, donde los componentes

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 682762 T3

de la vacuna, es decir, antigenos o inmunoégenos, pueden introducirse en una célula para su presentacion en la
superficie con el fin de inducir, facilitar o aumentar una respuesta inmune.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona compuestos o composiciones para su uso en un método para
expresar una molécula antigénica (por ejemplo, un antigeno) o parte de la misma en la superficie de una célula,
preferiblemente una célula presentadora de antigeno, comprendiendo dicho método introducir una molécula en el
citosol celular mediante PCI usando los compuestos y métodos como se describe en el presente documento, en
donde dicha molécula, o parte de la misma, se presenta posteriormente en la superficie de dicha célula.

Como alternativa a lo expresado, la presente invencién proporciona compuestos 0 composiciones para su uso en un
método para expresar una molécula antigénica o una parte de la misma en la superficie de una célula, que
comprende poner en contacto dicha célula con dicha molécula antigénica y un compuesto como se define en el
presente documento, e irradiar la célula con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente
fotosensibilizador del compuesto, en donde dicha molécula antigénica se libera en el citosol de la célula y la
molécula antigénica o una parte de la misma, de tamafo suficiente para estimular una respuesta inmune, se
presenta sobre la superficie de la célula.

Como se usa en el presente documento, "expresar" se refiere a la presencia de la molécula antigénica o una parte
de la misma en la superficie de dicha célula de tal forma que al menos una porciéon de esa molécula quede expuesta
y accesible al entorno que rodea la célula. Puede lograrse la expresién en la "superficie" en la que la molécula que
se va a expresar esta en contacto con la membrana celular y/o los componentes que pueden estar presentes o
pueden estar presentes en esa membrana.

Dicha presentacién antigénica puede dar lugar ventajosamente a la estimulacion de una respuesta inmune,
preferiblemente una respuesta inmune que confiere proteccion contra una exposicion posterior por una entidad que
comprende o contiene dicha molécula antigénica o parte de la misma, y por consiguiente, la invencion encuentra
utilidad particular como método de vacunacion.

Mas particularmente, este aspecto de la invenciéon proporciona compuestos 0 composiciones para su uso en un
método para expresar una molécula antigénica o una parte de la misma en la superficie de una célula,
comprendiendo dicho método:

poner en contacto dicha célula con dicha molécula antigénica y con un compuesto de la presente invencion, en
donde dicha molécula y dicho compuesto se toman cada uno en un compartimento limitado a la membrana
intracelular de dicha célula; e

irradiar dicha célula con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador del
compuesto, de tal forma que la membrana de dicho compartimento intracelular se rompa, liberando dicha
molécula en el citosol de la célula, sin matar a la célula,

en donde, dicha molécula antigénica liberada, o una parte de la misma, se presenta posteriormente en la
superficie de dicha célula.

Como se usa en el presente documento, un compartimento "alterado” se refiere a la destruccion de la integridad de
la membrana de ese compartimento de forma permanente o temporal, suficiente para permitir la liberacién de la
molécula antigénica contenida en su interior.

Como alternativa a lo visto, este aspecto de la invenciéon también proporciona un compuesto o composicién para su
uso en la expresion de una molécula antigénica o una parte de la misma en la superficie de una célula, por ejemplo,
para tratar o prevenir una enfermedad, trastorno o infeccidon en un sujeto, preferiblemente para generar o estimular
una respuesta inmune, preferiblemente un método de vacunacién. Dicha composicion preferiblemente comprende
una molécula antigénica y un compuesto de la presente invencion. Preferiblemente, dicha composicién es
farmacéuticamente aceptable y contiene también un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable
como se ha descrito anteriormente en el presente documento. Preferiblemente, dicho tratamiento o prevencién se
logra usando un método descrito en el presente documento.

En un aspecto adicional, la invenciéon también proporciona el uso de una molécula antigénica y/o un compuesto de la
presente invencion en la preparacion de un medicamento para su uso en la expresiéon de dicha molécula antigénica
0 una parte de la misma en la superficie de un célula, por ejemplo, para tratar o prevenir una enfermedad, trastorno o
infeccion en un sujeto, preferiblemente para generar o estimular una respuesta inmune, preferiblemente un método
de vacunacion. Preferiblemente, dicho tratamiento o prevencién se logra usando un método descrito en el presente
documento.

Otro aspecto mas de la invencion proporciona un producto que comprende una molécula antigénica y un compuesto
de la presente invencion como una preparacion combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en la
expresion de dicha molécula antigénica o una parte de la misma en la superficie de una célula, por ejemplo, para
tratar o prevenir una enfermedad, trastorno o infeccién en un sujeto, preferiblemente para estimular una respuesta
inmune.
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Un aspecto adicional de la invencion proporciona un kit para su uso en la expresion de una molécula antigénica o
una parte de la misma en la superficie de una célula, comprendiendo dicho kit

un primer recipiente que contiene dicha molécula antigénica; y
un segundo recipiente que contiene un compuesto de la presente invencion.

En la invencion, la molécula antigénica puede ser cualquier molécula en la que esa molécula o una parte de la
misma sea capaz de estimular una respuesta inmune, cuando se presenta al sistema inmune de una manera
apropiada. Ventajosamente, por lo tanto, la molécula antigénica sera un antigeno de vacuna o un componente de
vacuna, tal como una entidad que contiene un polipéptido.

Muchos de tales antigenos o componentes de vacunas antigénicas se conocen en la técnica e incluyen todo tipo de
antigenos bacterianos o viricos o, de hecho, antigenos o componentes antigénicos de cualquier especie patégena
incluyendo protozoos u organismos superiores. Aunque tradicionalmente los componentes antigénicos de las
vacunas han comprendido organismos completos (vivos, muertos o atenuados), es decir, vacunas de células
completas, ademas de vacunas de subunidades, es decir, vacunas basadas en componentes antigénicos
particulares de organismos, por ejemplo, proteinas o péptidos, o incluso carbohidratos, se han investigado
ampliamente e informado en la bibliografia. Se puede usar cualquier componente de vacuna basada en
"subunidades" como la molécula antigénica de acuerdo con la presente invencion.

Sin embargo, la invencién encuentra una utilidad particular en el campo de las vacunas peptidicas. Por lo tanto, una
molécula antigénica preferida de acuerdo con la invencién es un péptido (que se define en el presente documento
para incluir péptidos de longitudes tanto mas cortas como mas largas, es decir, péptidos, oligopéptidos o
polipéptidos, y también moléculas proteicas o fragmentos de las mismas, por ejemplo, péptidos de 5-500, por
ejemplo, de 10 a 250 tal como de 15 a 75, o de 8 a 25 aminoacidos). Las partes de las moléculas antigénicas que se
presentan o expresan preferiblemente comprenden partes que se generan mediante maquinaria de procesamiento
de antigenos dentro de la célula. Sin embargo, las partes pueden generarse por otros medios que pueden lograrse
mediante un disefio de antigeno apropiado (por ejemplo, bandas sensibles al pH), o a través de otros medios de
procesamiento celular. Convenientemente, tales partes tienen un tamafo suficiente para generar una respuesta
inmune, por ejemplo, en el caso de péptidos mayores de 5, por ejemplo, de mas de 10 o 20 aminoacidos de tamaiio.

Se ha propuesto en la bibliografia un gran nimero de candidatos de vacunas peptidicas, por ejemplo, en el
tratamiento de enfermedades virales e infecciones tales como infeccion por VIH/SIDA o gripe, parvovirus canino,
virus de la leucemia bovina, hepatitis, hepatitis, etc. (véase, por ejemplo, Phanuphak et al., Asian Pac. J. Allergy.
Immunol. 1997, 15(1), 41-8; Naruse, Hokkaido Igaku Zasshi 1994, 69(4), 811-20; Casal et al., J. Virol., 1995, 69(11),
7274-7; Belyakov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95(4), 1709-14; Naruse et al., Proc. Natl. Sci. USA, 1994
91(20), 9588-92; Kabeya et al., Vaccine 1996, 14(12), 1118-22; Itoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83(23)
9174-8.

De forma similar, pueden usarse péptidos bacterianos, como también pueden ser antigenos peptidicos derivados de
otros organismos o especies.

Ademas de los antigenos derivados de organismos patdgenos, también se han propuesto péptidos para su uso
como vacunas contra el cancer u otras enfermedades tales como esclerosis multiple. Por ejemplo, los péptidos de
oncogenes mutantes son muy prometedores como vacunas contra el cancer que actuan como antigenos en la
simulaciéon de linfocitos T citotdxicos. (Schirrmacher, Journal of Cancer Research and Clinical Oncology 1995,
121,443- 451; Curtis Cancer Chemotherapy and Biological Response Modifiers, 1997, 17, 316-327). También se ha
evaluado una vacuna de péptido sintético para el tratamiento del melanoma metastasico (Rosenberg et al., Nat.
Med. 1998, 4(3), 321-7). Una vacuna peptidica del receptor de linfocitos T para el tratamiento de la esclerosis
multiple se describe en Wilson et al., J. Neuroimmunol. 1997, 76(1-2), 15-28. Puede usarse cualquiera de tales
componentes de vacuna peptidica como la molécula antigénica de la invencion, como de hecho puede cualquiera de
los péptidos descritos o propuestos como vacunas peptidicas en la bibliografia.

Por lo tanto, el péptido puede ser sintético o aislado o derivado de otro modo de un organismo.

La célula que se somete a los métodos, usos, etc. de la invencidon puede ser cualquier célula que sea capaz de
expresar, o presentar en su superficie una molécula que se administra o transporta a su citosol.

La célula es convenientemente una célula efectora inmune, es decir, una célula implicada en la respuesta inmune.
Sin embargo, otras células también pueden presentar antigeno para el sistema inmune y estas también estan dentro
del alcance de la invencion. Las células de acuerdo con la presente invencidon son asi ventajosamente células
presentadoras de antigeno. La célula presentadora de antigeno puede estar implicada en cualquier aspecto o
"brazo" de la respuesta inmune, incluyendo la inmunidad tanto humoral como mediada por células, por ejemplo, la
estimulacion de la produccién de anticuerpos, o la estimulacién de células citotoxicas o asesinas, que pueden
reconocer y destruir (o eliminar de otra manera) las células que expresan antigenos "extrafios" en su superficie. Por
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lo tanto, el término "estimular una respuesta inmune" incluye todos los tipos de respuestas inmunes y mecanismos
para estimularlas.

La estimulacién de células citotoxicas o células productoras de anticuerpos requiere que los antigenos se presenten
en la célula a estimular de manera particular por las células presentadoras de antigeno, por ejemplo, presentaciéon
de MHC de Clase | (por ejemplo, la activacion de linfocitos T citotéxicos CD8" requiere la presentacién de antigeno
MHC-1).

Las células presentadoras de antigeno se conocen en la técnica y se describen en la bibliografia e incluyen, por
ejemplo, linfocitos (tanto linfocitos T como B), células dendriticas, macrofagos, etc. Otras incluyen, por ejemplo,
células cancerosas, por ejemplo, células de melanoma.

Para la presentacion del antigeno por una célula presentadora de antigeno a un linfocito T citotoxico (CTL), la
molécula antigénica necesita entrar en el citosol de la célula presentadora de antigeno (Germain, Cell, 1994, 76,
287-299). La presente invencion proporciona un medio eficaz de administracion de la molécula antigénica en el
citosol.

Una vez liberada en el citosol celular por el proceso de internalizacion fotoquimica, la molécula antigénica puede
procesarse mediante la maquinaria de procesamiento de antigeno de la célula y presentarse en la superficie celular
de una manera apropiada, por ejemplo, por Clase | MHC. Este procesamiento puede implicar la degradacion del
antigeno, por ejemplo, degradacion de una proteina o antigeno polipeptidico en péptidos, péptidos que luego se
complejan con moléculas del MHC para su presentacion. Por lo tanto, la molécula antigénica expresada o
presentada en la superficie de la célula de acuerdo con la presente invencién puede ser una parte o fragmento de la
molécula antigénica que se internaliza (en endocitosis).

Los antigenos pueden tomarse por las células presentadoras de antigeno mediante endocitosis y degradarse en las
vesiculas endociticas en los péptidos. Estos péptidos se pueden unir a las moléculas MHC de clase Il en los
endosomas y transportarse a la superficie celular donde el complejo péptido-MHC de clase |l puede ser reconocido
por los linfocitos T auxiliares CD4+ e inducir una respuesta inmune. Como alternativa, las proteinas en el citosol
pueden degradarse, por ejemplo, por proteasomas y transportarse al reticulo endoplasmético mediante TAP
(transportador asociado a la presentacion de antigenos) donde los péptidos se pueden unir a moléculas de MHC de
clase | y transportarse a la superficie celular (Yewdell y Bennink, 1992, Adv. Immunol. 52: 1-123). Si el péptido es de
origen de antigeno extrafio, el complejo péptido-MHC clase | sera reconocido por los linfocitos T citotoxicos CD8+
(CTL). Los CTL se uniran al complejo péptido-MHC (HLA) de clase | y, por lo tanto, se activaran, comenzaran a
proliferar y formaran un clon de CTL.

La célula diana y otras células diana con el mismo complejo péptido-MHC de clase | en la superficie de las células
pueden ser destruidas por el clon de CTL. La inmunidad contra el antigeno extrafio se puede establecer si se puede
introducir una cantidad suficiente del antigeno en el citosol (Yewdell y Bennink, 1992, anteriormente; Rock, 1996,
Immunology Today 17: 131-137). Esta es la base para el desarrollo, entre otras cosas, de vacunas contra el cancer.

Uno de los mayores problemas practicos es introducir cantidades suficientes de antigenos (o partes del antigeno) en
el citosol. Esto puede resolverse de acuerdo con la presente invencion.

Estos métodos se pueden usar in vitro o in vivo, como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién proporciona una célula presentadora de antigeno que expresa una
molécula antigénica, o una parte de la misma, en su superficie, célula que se puede obtener (o se obtiene) mediante
un método como se ha definido anteriormente en el presente documento. Otros aspectos de la invencion
proporcionan una poblacion o cultivo de tales células, especialmente una poblacién o cultivo viable y funcionalmente
intacto de dichas células, y también tal célula (o poblacién o cultivo de células) para su uso en terapia,
particularmente para estimular una inmunidad respuesta, y especialmente para estimular CTL.

También se proporciona el uso de tal célula (o poblaciéon o cultivo de células) para la preparacion de un
medicamento (por ejemplo, una composiciéon de vacuna) para estimular una respuesta inmune, y especialmente para
estimular CTL.

La invencion se describira ahora con mas detalle en los siguientes Ejemplos con referencia a los siguientes dibujos
en los que:

La Figura 1 muestra compuestos particularmente preferidos de la presente invencion (TPC = tetrafenilclorina).
La Figura 2 muestra el Esquema 1: Ruta sintética para la sintesis del compuesto 5. Reactivos y condiciones: (a)
acido propiodnico, reflujo, 1 h (20 %); (b) NaNO: (1,8 equiv.), TFA, ta, 3 min, al 67 %); (c) SnCl».2H,0, HCI conc.,

60 °C, 1 h (88 %); (d) Bromuro de bromoacetilo, EtsN, CH.Cly, ta, 1 h (64 %) (e) Piperazina, CH.Cly, ta, 1 h (94
%).
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La Figura 3 muestra el Esquema 2. Sintesis de derivados de quitosano N-modificados (TPP-CS-TMA y TPP-CS-
MP). Aqui, A representa compuestos del 1% lote y B presenta compuestos del 2° lote. Reactivos y condiciones:
(a) MeSO3H/H20, 10 °C-ta, 1 h, (90 %); (b) TBDMSCI, imidazol, DMSO, ta, 24 h (96 %); (c) Bromuro de
bromoacetilo, EtsN, CH.Cly, -20 °C, 1 h (92 %); (d) compuesto 5, es decir TPP-NH-Pip (0,1 o 0,25 equiv.), EtzN,
CHCIs, ta, 2 h (92-90 %) (e) NMes o 1-metil piperazina, CHCIs, ta, 24 h (f) TBAF, NMP, 55 °C, 24 h o HCI
conc./MeOH, ta, 24 h.

La Figura 4 muestra la superposicion de los espectros FT-IR representativos de todos los intermedios y el
compuesto final en la sintesis de TPPpg 1-CS-MPy o (18A): (A) TPP-NH-Pip 5; (B) BrA-DiTBDMS-C 9; (C) TPPpo 1-
CH>CO-DiTBDMSC 10A; (D) TPPpo,1-DITBDMS-CS-MPo g 14A; (E) TPPpo,1-CS-MPo o 18A.

La Figura 5 muestra la superposicion de los espectros 1H RMN representativos de todos los intermedios vy el
compuesto final en la sintesis de TPPpg,1CS-MPqg (18A): (A) DITBDMS-C 8; (B) BrA-DITBDMS-C 9; (C) TPPpo,1-
CH,CO-DiTBDMSC 10A; (D) TPPpo,1-DITBDMS-CS-MPo g 14A; (E) TPPpo,1-CS-MPo o 18A.

La Figura 6 muestra la divisién de compuestos disueltos en el sistema de dos fases acuoso:CHCls. (A) TPP(p-
NH2)1 3 (B) TPPNH-Pip 5 (C) TPPpo25-CS-TMAg75 17A (D)TPPpo25-CS-MPo75 19A. Las fases acuosas se
muestran en la parte superior.

La Figura 7 muestra el espectro 13C RMN en estado sélido de los compuestos finales representativos de
TPPpo,z5-CS-TMAo,75 (17B) y TPPpo,z5-CS-MPo,75 (198).

La Figura 8 muestra |) los espectros de 'H RMN de TPPpo,25-CS-TMAo 75 17B en los disolventes: (A) DMSO-de:
D,0 (98:2); (B) DMSOds: D20 (75:25); (C) DMSO-ds: D20 (50:50); (D) DMSO-de: D20 (25:75); (E) DMSO-ds: D,O
(0:100); (ll) UV-vis. Superposicion de espectros de absorcion de TPPpg25-CS-TMAg75 17B a concentracion
constante (0,3 mg/l) en co-disolventes: (A) DMSO: H,O (100:0); (B) DMSO: H,0O (75:25); (C) DMSO: H,O (50:50);
(D) DMSO: H,0 (25:75); (E) DMSO: H20 (0:100); (Ill) Superposicidon de espectros de emision de fluorescencia de
TPPpo,25-CS-TMAy,75 17B a absorbancia constante (0,85-0,90; datos no mostrados) y cuando se excita a 419 nm
(ranura 3-3) en co-disolventes: (A) DMSO: H,O (100:0); (B) DMSO: H,O (75:25); (C) DMSO: H20 (50:50); (D)
DMSO: H,0 (25:75); (E) DMSO: H,0 (0:100).

La Figura 9 muestra (A) imagen SEM de nanoparticulas aisladas de TPP-CS-TMA (B) imagen SEM de
nanoagregados dendriticos de TPP-CS-TMA (C) Grafico de los angulos de contacto de derivados de TPP-CS.

La Figura 10 muestra el Esquema 3 - Esquema de sintesis para los compuestos 1, 3, 20 y 21. Reacciones y
condiciones: ((a) Acido propidnico, reflujo, 1 h, (20 %); (b) NaNO2 (1,8 equiv.), TFA, ta, 3 min; (c) SnCl,.2H,0,
HCI conc., 60 °C, 1 h, (54 %); (d1) p-Toluenosulfonilhidrazida, Ko,COs, piridina, reflujo, 24 h; (d2) o-Cloranilo,
CHClI;, ta, (80 %); (e) Cloruro de cloroacetilo, EtsN, CH2Cly, ta, 2 h, in situ-(f) Piperazina, CH.Cl,, ta, 12 h, (61
%). Todos los derivados del compuesto 20 y 21 contendran el isémero TPCas y el isomero TPCa,. Sin embargo,
solamente la estructura TPCa4 se muestra en los esquemas y en los dibujos de estructuras.

La Figura 11 muestra el Esquema 4 - Esquema de sintesis para los compuestos 22-28. Reacciones y
condiciones: (a) Cloruro de acetilo, MeOH, reflujo, 24 h, (87 %); (b) BF3.Et,O, CHCls, ta, p-cloranilo, 48 h, (14 %);
(c) KOH 2 N (en MeOH), THF:Piridina (10:1), reflujo, 24 h (71 %); (d1) p-Toluenosulfonilhidrazida, K>COs3,
Piridina, reflujo, 24 h; (d2) o-cloranilo, CHCl,: MeOH (75:25), ta, (70 %); (e) EDCI.HCI, HOBT, EtsN, N-Boc-
piperazina 5, DMF, ta, 24 h (54 %) (f) TFA, CHCly, ta, 1 h (89 %). Todos los derivados del compuesto 26-28
contendran el isémero TPCc y el isdmero TPCc,. Sin embargo, solamente la estructura TPCc¢ se muestra en los
esquemas y en los dibujos de estructuras.

La Figura 12 muestra Esquema 5 - Sintesis de los compuestos 7-9. Reactivos y condiciones: (a) MeSO3;H/H-0,
10 °C-ta, 1 h, (90 %); (b) TBDMSCI, imidazol, DMSO, ta, 24 h, (96 %); (c) Bromuro de bromoacetilo, EtsN,
CHClIy, -20 °C, 1 h, (92 %).

La Figura 13 muestra el Esquema 6A y 6B. Reactivos y condiciones (6A): (a) compuesto 21, es decir, TPC-NH-
Pip (0,1 equiv.), EtsN, CHCIs, ta, 2 h (78 %) (b) NMes o 1-metil piperazina, CHCIs, ta, 24 h. Reactivos y
condiciones (6b): a) compuesto 28, es decir, TPC-CO-Pip (0,1 equiv.), EtsN, NMP, 75 °C, 12 h (89 %) (b) NMe3 o
1-metil piperazina, CHCIs, ta, 24 h.

La Figura 14 muestra el espectro de 1H RMN de TPC-CO-Pip (28) en CDClz. Se muestran los dos isdomeros.

La Figura 15 muestra el espectro de "H RMN del compuesto 21 (TPC-NH-Pip) en CDCI3 (Se muestran los dos
isdbmeros).

La Figura 16 muestra el espectro 1H RMN del compuesto 29 en CDCl;. Este compuesto contiene los isomeros
TPCa1y TPCa2.
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La Figura 17 muestra el espectro 'H RMN del compuesto 34 en CDCls. Este compuesto contiene el isémero
TPCc1y el isdbmero TPCc2.

La Figura 18 muestra los espectros de RMN de los compuestos portadores finales (37, 38, 32 y 33) en de-
DMSO/D-0.

La Figura 19 muestra la transfeccién con pEGFP-N1 en células HCT116/LUC. La transfeccion se midié 48 h
después de la iluminacién mediante citometria de flujo. La supervivencia celular se midi6 mediante el ensayo
MTT. (a) 16A. 0,1 mg/ml de TPP. (b) 16B. 0,1 mg/ml de TPP. (c) 17A. 0,01 mg/ml de TPP. (d) 19A. 0,01 mg/mi
de TPP. (e) TPCS2a. 0,1 mg/ml.

La Figura 20 muestra la transfecciéon con pEGFP-N1 en células HCT116/LUC. La transfeccion se midié 48 h
después de la iluminacion mediante citometria de flujo. La supervivencia celular se midi6 mediante el ensayo
MTT. (a) compuesto 37. 0,05 mg/ml de TPC. (b) compuesto 38. 0,05 mg/ml de TPC. (c) compuesto 32. 0,05
mg/ml de TPC. (d) compuesto 33. 0,05 mg/ml de TPC. (e) TPCSz,. 0,1 mg/ml.

La Figura 21 muestra la transfeccion con pEGFP-N1 en células HCT116/LUC. La transfeccion se midié 48 h
después de la iluminacién mediante citometria de flujo. La supervivencia celular se midi6 mediante el ensayo
MTT. El compuesto 54 se us6 a una concentraciéon de 0,1 mg/ml.

La Figura 22 muestra imagenes de bioluminiscencia in vivo después del tratamiento de PCl de animales
portadores de tumor con conjugados de quitosano y bleomicina. Los animales se trataron como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos del Ejemplo 3. Se indica el tratamiento para cada animal y el punto de tiempo
para la obtencion de imagenes (dias después de la inyeccién del fotosensibilizador).

La Figura 23 muestra el crecimiento de tumores después del tratamiento con PCI de animales portadores de
tumor con el compuesto 37, 38 o 33 y bleomicina. Los animales se trataron como se describe en Materiales y
Métodos en el Ejemplo 3. PS: fotosensibilizador.

La Figura 24 muestra el esquema 7 - La sintesis de reactivos para TEGilacion y PEGilaciéon. Condiciones de
reaccion: (a) KOH, p-TsCl, THF/H20, ta, 12 h; (b) Piperazina, CH3CN, ta, 12 h, (41 %); (c) oxidacién de Swern:
(COCl),, CH2CI, DMSO, Et3N, -78 °C.

La Figura 25 muestra el Esquema 8 - TEGilaciones y DiTBDMS-Quitosano. Reactivos y condiciones: (a)
MeSO3H/H,0, 10 °C-ta, 1 h, (90 %); (b) TBDMSCI, imidazol, DMSO, ta, 24 h (96 %); (c) TEG-OTs 42, Cs,COs3,
NMP, Kl, 50 °C, 24 h; (d) HCI/ MeOH (30 % ‘/y), ta, 24 h; (e) Bromuro de bromoacetilo, EtsN, CH.Cl, -20 °C, 1 h
(92 %), (f) TEG-Pip 46 EtsN, CH.Cly, ta, 24 h; (g) HCI/ MeOH (30 % v/,), ta, 24 h.

La Figura 26 muestra el Esquema 9 - La sintesis de conjugados de quitosano-TPP TEGilados. Reactivos y
condiciones: (a) Bromuro de bromoacetilo, EtsN, CH2Cl,, -20 °C, 1 h (92 %), (b) TPP-NH-Pip 5 (0,1 equiv.),
CHaCly, Et3N, ta, (c) TEG-PIP (compuesto 46) (2 equiv.), CH.Cl, EtsN, ta, 24 h (d) 30 % (*/v) HCI en MeOH, ta,
12 h; (e) Compuesto 4 (0,25 equiv.), NMP, 50°C, CsCOs3, 24 h; (f) TEG-monoetiléter-tosilato (compuesto 42),
NMP, 50°C, KI, 24 h (g) 30 % (v/v) HCI en MeOH, ta, 12 h.

La Figura 27 muestra la 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6: D,0, 96:4) del compuesto 54.

La Figura 28 muestra la produccion de IL-2 en macréfagos primarios murinos que se incubaron con el compuesto
32 (A) y 38 (B) y el antigeno peptidico de ovoalbimina OVA 257-264 en un entorno de linfocitos T especifico de
antigeno con un clon de linfocitos T CD8+ especifico de ovoalbumina (OVA 257-264). La produccion de IL-2 a
partir de linfocitos T CD8+ activados se analizé mediante ELISA.

Ejemplo 1 - Sintesis de nanovehiculos a base de meso-tetrafenilporfirina-quitosano

Se sintetizaron nanovehiculos de quitosano altamente solubles en agua unidos al fotosensibilizador meso-
tetrafenilporfirina (TPP), en un procedimiento de 7 etapas, a partir de 3,6-di-O-terc-butildimetilsilil-quitosano
(DITBDMS-CS) y 5-(p-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina [TPP(p-NH2)1] como materiales de partida. DITBDMS-CS
es altamente soluble en CH)CI, y, por lo tanto, el fotosensibilizador altamente lipéfilo podria introducirse en una
reaccion cuantitativa para dar 0,1 y 0,25 grados de sustitucion. Esto se siguid de la introduccion de grupos
trimetilamonio y/o 1-metilpiperazinilo en el esqueleto del polimero con el fin de aumentar la solubilidad acuosa de los
vehiculos desprotegidos finales. Se demostré que el método es altamente reproducible y que el material obtenido
podria caracterizarse completamente por RMN en estado soélido, FT-IR, y "H RMN. Las investigaciones con UV-Vis,
fluorescencia y RMN mostraron que los vehiculos son estructuras dinamicas, que forman estructuras de tipo
nanoparticulas en soluciéon acuosa con un nucleo de fotosensibilizadores Tr-apilados semisoélidos. En entornos
lipdfilos, es probable que estas estructuras se puedan desplegar y, por lo tanto, el resto del fotosensor puede
insertarse en la membrana celular.
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Materiales y métodos generales

El polimero de quitosano fue donado por Genis EHF, Islandia, y se usé para la sintesis [polimero de quitosano GO
30626-2 (95 % de DD, 95 cp)]. Todos los disolventes y reactivos se compraron comercialmente y se usaron sin
purificacion adicional. Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro de RMN Bruker DRX de 400 MHz a
298 K y se informaron desplazamientos q3uimicos con respecto al disolvente de RMN deuterado usado [1H RMN:
CDCls3 (7,26 ppm), DMSO-ds (2,50 ppm); *C RMN: CDCl; (77,16 ppm), DMSO-ds (39,52 ppm)]. El pico de acetona
(2,22 ppm) se usé como patron interno para D.O como disolventes. Los protones (orto, meta, para) en los anillos de
fenilo de porfirinas se identifican con respecto a sus posiciones relativas al sistema de anillo de porfirina y no con
respecto al sustituyente en el anillo de fenilo.

La *C RMN en estado sélido de los compuestos 17B y 19B se obtuvo del Departamento de quimica, Durham
University. Estos espectros se obtuvieron usando un espectréometro Varian VRMNS que funcionaba a 100,56 MHz
para 3C. Se llevaron a cabo experimentos de rotacion en angulo magico de polarizacion cruzada con una sonda de
6 mm (rotor 0.d). Los espectros se registraron a una velocidad de giro de 6,8 kHz, con un tiempo de contacto de 1
ms, un retardo de reciclado de 1,5 s y con supresion de banda lateral giratoria "TOSS". La referencia espectral es
con respecto a una muestra externa de tetrametilsilano puro llevado a cabo indirectamente mediante el ajuste de la
sefal de alta frecuencia de adamantano a 38,5 ppm.

Los espectros de masas se registraron en un Bruker Autoflex 11l o Bruker micrOTOF-Q11. Las mediciones de FTIR
se realizaron con un instrumento AVATAR 370 FT-IR (Thermo Nicolet Corporation, Madison, Estados Unidos). Las
muestras (2-3 mg) se amasaron a fondo con KBr. La muestra se prensd en granulos con un compresor Specac
(Specac Inc., Smyrna, Estados Unidos). Los puntos de fusion se registraron en Melting Point B-540 de Buchi. Las
muestras de polimero se dializaron utilizando membrana de didlisis Spectra/Por (MWCO: 3500).

Absorcioén y espectros de fluorescencia de estado estable.

Se registraron las mediciones de UV-Vis en un espectrémetro Perkin-Elmer Lambda 25 UV-Vis equipado con un
programador de temperatura Peltier. Los espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron usando un
espectrometro SPEX FluoroMax, usando una celda con un intervalo espectral de 170-2200 nm (Spectrocell
Corporation, Oreland, PA, Estados Unidos). Los espectros de absorcion se registraron a 20 °C y los espectros de
emision de fluorescencia se registraron a temperatura ambiente, usando una cubeta de cuarzo con una longitud de
trayectoria de 10 mm. Todos los espectros de fluorescencia se registraron con anchuras de rendija constantes, 1 nm
para la excitacion y 1 nm para la emision y los espectros de fluorescencia se promediaron en tres escaneos para el
estudio de rendimiento cuantico. Sin embargo, para la figura 5 (lll) se obtuvieron espectros de fluorescencia con
anchuras de rendija de 3 nm para la excitacién y 3 nm para la emision.

Se determinaron los rendimientos cuanticos de fluorescencia de los compuestos 3, 5, 16A-19B (todos excitados en
Aex. = Amax = 419 nm) con respecto a una solucién diluida de antraceno estandar (®r = 0,27, Aex = 365,5 nm) en
etanol absoluto utilizando el método comparativo de estado estable usando la siguiente ecuacion:

®x = Ogr (Grady/ Gradsr) (N /Nst2)

donde, los subindices ST y X representan estandar y prueba respectivamente, @ es el rendimiento cuantico de
fluorescencia, Grad el gradiente de la grafica de intensidad de fluorescencia integrada frente a la absorbancia, y n el
indice de refraccion del disolvente.

Estudio de estabilidad:

Para el estudio de estabilidad fisica 17A se disolvié en H,0 (1 mg/ml), se sonicé durante 30 minutos, se centrifugd
(en HERMLE Z-320 4000 rpm durante 10 min), se decantd y se envolvié con papel de aluminio. La absorbancia UV-
Vis se midié a Amax = 419 nm en H,O durante el periodo de 0-90 dias.

Determinacién del grado de sustitucion (DS) por 'H RMN.

Para calcular los grados de sustitucion de TPP-NH-Pip, se usé la 1H RMN de los compuestos finales. Para calcular
el DS de los compuestos finales 16A-19B, se usaron los valores de integracion de los picos de TPP (de la parte de
TPP-NH-Pip) y los de los picos de H-1 (de la parte de quitosano). Se considerd la integral de TPP (cuatro picos de la
region aromatica), mientras que las integrales del grupo H-1 se calcularon y se usaron en las siguientes ecuaciones:

I Picos TPP arométicos /
( 27)

DS = .
(_I'H - 1 pico f1)
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En esta condicion, el esqueleto del polimero esta parcialmente solapado por el pico HDO, pero el DS puede
determinarse con buena precision a partir de la relacion relativa de las integrales del pico H-1 y los picos de TPP.

Para calcular el DS de TPC-NH-Pip y TPC-CO-Pip, se usaron los compuestos intermedios 29 y 34 y los valores de
integracion de los picos de TPC (de TPC-NH-Pip o TPC-CO-Pip en la regién aromatica, asi como las integraciones
del pico de a-pirrol NH) y los de la integracion de picos de TBDMS (de quitosano) en las siguientes ecuaciones:

DS
= (J- Picos TPC aromaticos + Pico « pirrol NH /27)/(f Picos TBDMS /30)

Para calcular el DS de la TEGilacion, para diversos derivados de quitosano, se usé la "H RMN correspondiente. Se
consideraron los valores de integracion del pico H-1 de quitosano y el valor de integracion de CHs; (del pico de etilo
terminal de TEG) en un esqueleto de quitosano. El valor de integracién para el triplete de etilo sera igual a 3 si el
grado de sustitucién es del 100 %. Por lo tanto, la ecuacion es la siguiente:

DS (%) = ( Pico de etilo (triplete final, CH3)/3)/([H — 1 pico /1) = 100%

SEM vy elipsometria.

Las soluciones se revistieron por centrifugacion a 1000 rpm sobre sustratos de silicio <100> pristinos (15 mm x 15
mm) usando una centrifugadora convencional en un entorno de sala limpia Clase-100. El silicio tiene una capa de
6xido nativo de aproximadamente 15 A de espesor. Ademas, 10 ul de las mismas soluciones se afiadieron por
pipeteo directamente sobre sustratos de silicio y se dejaron secar al aire a temperatura ambiente. Los sustratos
revestidos se obtuvieron en imagenes en un microscopio de barrido electrénico Zeiss LEO 1550 a un voltaje de
aceleracion de 10 keV y una distancia de trabajo de 2 mm usando un detector en la lente.

Mediciones del 4ngulo de contacto de agua.

Los angulos de contacto con el agua se determinaron usando un medidor de angulo de contacto éptico KSV CAM
200 (Instrumentos KSV). Se dejo caer una gota de agua desionizada de 5 pl en el centro de la oblea de silicona y se
determinaron los angulos de contacto con el agua en base a la ecuacion de Laplace y Young. Las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente y humedad ambiental.

Sintesis
Véase el esquema 1 en la Figura 2 para la sintesis de TPP-NH-Pip
Meso-Tetrafenilporfirina (1). Siguiendo el procedimiento de la bibliografia (Adler, J Organic Chem 1967, 32:476).

5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirina [TPP(p-NO2)1] (2). Siguiendo el procedimiento de la bibliografia (Luguya R et
al. Tetrahedron 2004, 60:2757).

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina [TPP(p-NH2)1 (3). Siguiendo el procedimiento de la bibliografia (Luguya R
et al. Tetrahedron 2004, 60:2757).

5-(4a-Bromoacetilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirina (4). El compuesto 3 (500 mg, 0,793 mmol) se disolvid en
CH.Clz (15 ml) y se agité en una atmdsfera de N,. Se afiadid trietilamina (0,24 ml, 1,75 mmol) seguido de la adicién
gota a gota de bromuro de bromoacetilo (0,097 ml, 1,11 mmol) a ta y la agitaciéon continué a ta durante 1 h. La
mezcla de reaccion se diluyé en CHxCl, (45 ml), se lavé con agua (2 x 25 ml) y salmuera (20 ml). Después, la capa
organica se seco sobre Na,SO4 y se concentré al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en
columna sobre gel de silice, usando CH2Cl, y hexano como eluyente, lo que produjo 385 mg (64 %) del producto
deseado 4. TLC (Hexano/CH.Cl,, 3:7): Fr = 0,17; FT-IR, v cm’: 3313 (N-H), 3049,3019 (arilo C-H), 1687,1594
(CONH),1556, 1514, 1471, 1439,1399, 1348, 1177, 1153, 964, 798, 726, 699; 'H RMN (CDCls): & = 8,88-8,91 (m.
8H, B-pirrol H), 8,41 (s a, 1H, TPPNHCO), 8,22-8,27 (m, 8H, tetrafenilo H,), 7,91 (d, J = 8 Hz, 2H, CONH-fenil-Hm),
7,75-7,80 (m, 9H, trifenil-Hm,p), 4,15 (s, 2H, COCH2Br), -2,70 (s a, 2H, a-pirrol NH) ppm; BC RMN (CDCl3): 8 =
163,78, 142,26, 139,20, 136,78, 135,25, 134,68, 131,23, 127, 87, 126,83, 120,42, 120,38, 119,24, 118,34, 29,72
ppm; MS (ESI): m/z calc. para C4sH33BrNsO ([M+H]+) 750,1863 observado 750,1864; UV-vis (DMSO): Amax: 417, 517,
542, 597, 650 nm.

5-(4a-Piperazinaacetilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirina [TPP-NH-Pip[ (5). El compuesto 4 (275 mg, 0,366 mmol) y
exceso de piperazina (158 mg, 1,83 mmol) se mezclaron entre si en CH2Cl, (10 ml) y se agitaron a ta durante 1 h en
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una atmosfera de N». Tras completarse la reaccion, la mezcla de reaccion se diluyé con CH>Cl» (85 ml) y se lavd con
agua (2 x 40 ml) y salmuera (35 ml). La capa organica se seco sobre Na;SO4 y se concentré al vacio. El producto en
bruto se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice usando 1:12 de MeOH: CH,Cl, como eluyente
para proporcionar el compuesto del titulo 5 (260 mg, 94 %) en forma de un soélido de color puarpura. TLC
(CH2CIlx/MeOH, 9:1): Fr = 0,15; FT-IR (KBr): v 3442 (pip. NH), 3312 (arilo N-H), 3052,3022 (arilo C-H), 2903, 2816
(CH2 alifético), 1691,1596 (CONH),1557, 1517, 1471,1439, 1400, 1349, 1309, 1179, 1153, 1071, 1001,965, 799,
728, 700 cm™; "H RMN (CDCls): & = 9,51 (s a, 1H, TPP-NHCO), 8,89-8,93 (m, 8H, .B-pirrol H), 8,23-8,26 (m, 8H,
tetrafenilo H,), 8,01 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Pip-NH-fenil-Hm), 7,75-7,81 (m, 9H, trifeniI—Hm,éa), 3,31 (s, 2H, COCHy.Pip.),
3,11 (t, 4H), 2,77 (t a, 4H), 2,60 (s a, 1H, piperazina NH), -2,71 (s a, a-pirrol 2H) ppm; *C RMN (CDCl3): 6 = 168,75,
142,30, 138,26, 137,44, 135,33, 134,68, 131,26, 127,86, 126,83, 120,32, 119,66, 117,89, 62,87, 54,53, 46,24 ppm;
MS (ESI): m/z calc. para CsoHs2N7O ([M+H]+) 756,3445 observado 756,3467; UV-vis (DMSO): Amax: 417, 517, 542,
597, 650 nm.

Véase el esquema 2 en la Figura 3 y el Esquema 5 en la Figura 12

Mesilato de quitosano (7). Sintetizado de acuerdo con un procedimiento publicado previamente (Song et al.
Carbohydrate Polymers 2010, 81:140).

3,6-O-di-terc-butildimetilsilil quitosano [DiTBDMS-CS] (8). Sintetizado de acuerdo con un procedimiento publicado
previamente (Song et al. Carbohydrate Polymers 2010, 81:140).

N-bromoacetil-3,6-O-DiTBDMS-CS [BrA-DiTBDMS-CS] (9). Se disolvio DiTBDMS-CS 8 (1 g, 2,60 mmol) en CH.Cl>
seco (15 ml) en un matraz de fondo redondo en una atmdsfera de N,. Después, la mezcla de reaccion se enfrié a -20
°C con una mezclado de hielo/sal. Se afiadi6é EtsN (1,81 ml, 13 mmol) seguido de una adiciéon gota a gota lenta de
bromuro de bromoacetilo (0,91 ml, 10 mmol). Se agitdé durante 1 h. La mezcla de reaccion se diluyé con CHxCl, y se
concentré al vacio. El producto en bruto se agité en acetonitrilo, se filtré y se lavo con acetonitrilo recién preparado.
El material seco se disolvid y se extrajo en CHCl,, se lavé con agua y salmuera, y se secd sobre Na SOy, se
concentré al vacio. Se obtuvieron 1,2 g del producto en polvo de color amarillo palido 9 (rendimiento del 92 %). FT-
IR (KBr): v 3402 (a, NH), 2957, 2931, 2886, 2858 (s, C-H TBDMS), 1682 (vs, C=0 amida 1), 1530 (vs, C=0 amida ),
1473, 1391, 1362, 1311, 1259, 1101, 1005, 837, 777 (Si-C), 669 cm™"; "H RMN (CDCls) & ppm: 4,40 (s a, H-1), 4,02-
3,26 (m, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6' y 2H GIuNH-C=0CHBr), 0,90 y 0,88 (s a, (CH3)sC), 0,13 y 0,07 (s a,
(CH3)2Si) ppm.

(N-TPP-NH-Pip-acetil)o 1-(N-bromoacetil )o o-DiITBDMS-CS [TPPpo,1-BrA¢ o-DiTBDMS-CS] (10A). El compuesto 9 (700
mg, 1,38 mmol) y el compuesto NH-pip-TPP 5 (105 mg, 0,138 mmol) se disolvieron en CH,Cl, en una atmdsfera de
N2. Se afiadié una cantidad equimolar exacta de Et;N (19,3 ul, 0,130 mmol) con la respectiva a 5 y la mezcla de
reaccion se agité a ta durante 24 h. El consumo total del material de partida se confirmé por TLC. La mezcla de
reaccion se diluyé con CH,Cly, se extrajo, y se lavd con agua y salmuera. La capa organica se seco sobre Na;SOy,,
se concentro al vacio para producir 730 mg (92 %) del producto 10A. FT-IR (KBr): v 3324 (a, NH), 2955, 2929, 2884,
2856 (s, C-H TBDMS), 1678 (vs, C=0 amida 1), 1600,1524 (vs, C=0O amida II),1472, 1403, 1361, 1311, 1256,
1098,1004, 966, 837, 801, 778, 701, 670, 550 cm™"; "H RMN (CDCl3) & ppm: 9,30 (s, TPPNHCO), 8,85 (m, B-pirrol
H), 8,23-8,20 (m, fenil-Ho y Pip- NHTPP-fenil-Hm), 7,97 (d, J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,79-7,73(m, trifenil-Hm,p),
4,41 (s a, H-1), 4,13-3,50 (m, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6' y 2H GIuNH-C=0, TPPNHCOCH_pip, CH2CONGIc y
(CH>)2 de piperazina), 2,81-2,86 (m, piperazina-H), 0,92, 0,89 (s a, (CH3)3C), 0,14, 0,07(s a, (CH3)2Si), -2,77 (s a, a-
pirrol NH) ppm; UV-vis (DMSO): Amax: 417, 517, 542, 597, 650 nm.

TPPpo,1-BrAoe-DiTBDMS-CS (10B): El compuesto 10B (1,3 mg, 91 %) se prepard exactamente segun el
procedimiento anterior usando el intermedio 5 (180 mg, 0,24 mmol) y 9 (1,2 g, 2,4 mmol).

TPPpo 25-BrAg 75-DiTBDMS-CS (11A). El compuesto 9 (550 mg, 1,09 mmol) y el compuesto NH-pip-TPP 5 (206 mg,
0,273 mmol) se disolvieron en CH2Cl> en una atmdsfera de Ny. Se afiadié una cantidad equimolar exacta de EtsN (38
ul, 0,27 mmol) con respecto a 5 y la mezcla de reaccion se agité a ta durante 24 h. EI consumo total del material de
partida se confirmé por TLC. La mezcla de reaccién se diluyé con CHxCly, se extrajo, y se lavé con agua y salmuera.
La capa organica se seco sobre Na;SOs, y se concentré al vacio para producir 670 mg (91 %) del producto 11A. FT-
IR (KBr): v 3317(a, NH), 2952, 2926, 2883, 2855 (s, C-H TBDMS), 1680 (vs, C=0 amida 1), 1598, 1520,1471, 1440,
1402, 1361, 1309, 1254, 1096, 1002, 966, 837, 800, 778, 730, 701, 667, 558 cm™; 'H RMN (CDCls) & ppm: 9,30 (s,
TPPNHCO), 8,85 (m, B-pirrol H), 8,22-8,20 (m, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm), 7,97 (d, J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-
Ho), 7,80-7,75(m, trifenil-Hm,p), 4,40 (s a, H-1), 4,06-3,63 (m, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6' y 2H GIuNH-C=0,
TPPNHCOCH,pip, CH2CONGIc y (CH>), de piperazina), 2,81-2,86 (m, piperazina-H), 0,92, 0,89(s a, (CH3)sC), 0,14,
0,10, 0,07 y 0,02(s a, (CH3)2Si), -2,77 (s a, a-pirrol NH) ppm; UV-vis (DMSO): Amax: 417, 517, 542, 597, 650 nm.

TPPpo,25-BrAg 75-DITBDMS-CS (11B): ElI compuesto 11B (1,35 g, 92 %) se prepard exactamente segun el
procedimiento anterior usando el intermedio 5 (415 mg, 0,55 mmol) y 9 (1,1 g, 2,18 mmol).

Procedimiento general A para la Sintesis de los compuestos 12A, 12B, 13A y 13B (N-TPP-NH-Pip-acetil)o,1-(N-
(N,N,N-trimetilamonioil)acetil)o,s-DiTBDMS-CS [TPPpo,1-DiTBDMS-CS-TMAo,9] (12A). El compuesto 10A (350 mg,
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0,61 mmol) se disolvié en CHxCl, en una atmdsfera de N.. Se afiadié una cantidad en exceso de una solucion de
trimetilamina y la mezcla de reaccion se agité a ta durante 24 h. El disolvente se eliminé al vacio. El producto en
bruto se secé completamente a alto vacio produciendo el producto en bruto 12A (420 mg, 99 %) en forma de un
solido de color purpura. FT-IR (KBr): v 3426, 3021,3011,2962, 2855, 27,7, 2560, 2438, 1749, 1689 1599, 1563,
1482, 1443, 1401, 1360, 1288, 1254, 1053, 1010, 966, 922, 901,837, 797, 779, 744, 701,671,552 cm’™

TPPpo,1-DITBDMS-CS-TMAo ¢ (12B). El procedimiento general A se siguié usando 10B (600 mg, 1,04 mmol) y NMe3
para dar 12B en forma de un sélido en bruto (720 mg, 99 %).

TPPpo,25-DITBDMS-CS-TMAy,75 (13A). El procedimiento general A se siguié usando 11A (300 mg, 0,44 mmol) y
NMes para dar 13A en forma de un sélido en bruto (340 mg, 98 %). FTIR (KBr): v 3415, 3021,3011,2962,2854, 1749,
1686, 1598,11522, 1482, 1442, 1402, 1360, 1311, 1288, 1252, 1053, 1010, 966, 922, 901,837, 798, 779, 744, 701,
671,558 cm’.

TPPpo,25s-DITBDMS-CS-TMAy,75 (13B). El procedimiento general A se siguié usando 11B (600 mg, 0,89 mol) y NMe3
para dar 13B en forma de un sélido en bruto (685 mg, 99 %)

Procedimiento general B para los compuestos 14A, 14B, 15A y 15B (N-TPP-NH-Pip-acetil)o 1-(N-(N-
metilpiperazinil)acetil)o o-DiTBDMS-CS [TPPpo,1-DiTBDMS-CS-MPg o] (14A). El compuesto 10A (350 mg, 0,61 mmol)
se disolvié en CH»Cl, en una atmdsfera de N,. Se afadié una cantidad en exceso de 1-metilpiperizina y la mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 h. El disolvente se eliminé al vacio. Después, el producto en
bruto se secd completamente a alto vacio produciendo el producto en bruto correspondiente 14A (425, 105 %). FT-
IR (KBr): v 3378, 2950, 2930, 2884, 2854, 2798, 2694, 2608, 2477, 2223, 1678 1617, 1519, 1461, 1394, 1371,1293,
1253, 1168, 1092, 1051,1003, 966, 939, 920, 837, 801, 779, 701, 671, 612 cm’™

TPPpo,1-DiTBDMS-CS-MPg ¢ (14B). El procedimiento general B se siguié usando 10B (600 mg, 1,04 mol) y 1-
metilpiperazina para dar 14B en forma de un sdlido en bruto (710 mg, 102 %).

TPPpo,25-DITBDMS-CS-MPg 75 (15A). El procedimiento general B se siguié usando 11A (250 mg, 0,37 mmol) y 1-
metilpiperazina para dar 15A en forma de un solido en bruto (290 mg, 104 %). FT-IR (KBr): v 3380, 2950, 2930,
2884, 2854, 2800, 2480, 1677, 1598, 1519, 1461, 1400, 1394, 1371, 1284, 1252, 1168, 1089, 1050, 1003, 966, 939,
920, 837, 801, 779, 732, 701, 671, 591 cm’™".

TPPy,25-DiTBDMS-CS-MPg 75 (15B). El procedimiento general B se siguié usando 11B (650 mg, 0,96 mol) y 1-
metilpiperazina para dar 15B en forma de un sdlido en bruto (735 mg, 102 %).

Procedimiento de desproteccién por TBDMS general C para los compuestos 16A, 17A, 18A y 19A (Compuestos del
1% lote).

TPPpo,1-CS-TMAg e (16A). El material 12A (350 mg, 0,50 mmol) se disolvié en MeOH (5-10 ml) seguido de la adicidon
de HCI concentrado (2-3 ml). La mezcla de reaccion se agité durante 12 h a ta. Se afadié una cantidad en exceso
de agua desionizada a la mezcla de reaccion y se agitdé durante 30 minutos antes de la dialisis contra NaCl al 8 %
durante un dia, y contra agua desionizada durante 3 dias. Durante este tiempo, el color de la solucion cambié
gradualmente de verde oscuro a rojo. Después, la solucién de colo rojo se liofilizé para producir un material de tipo
esponja de color pardo. Los materiales se desprotegieron de nuevo, se intercambiaron iénicamente, se dializaron y
se liofilizaron. El procedimiento se repitié usando las mismas condiciones para eliminar la cantidad traza de TBDMS
para obtener 16A (210 mg, 89 %) en forma de un material de esponja de color pardo. FT-IR (KBr): v 3419 (a, O-H),
3064 (C-H), 1683, 1558, 1506,1488, 1473, 1403, 1296, 1153, 1112, 1068, 1032, 966, 911, 800, 730, 701, 618 cm
'H RMN (DMSO-dg: D20 96:4) & ppm: 8,81 (m a, B-pirrol H), 8,12-8,16 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm), 8,04 (d
a, J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,75-7,84(m, trifenil-Hm,p),4,66 (s a, H-1), 4,21 (s a, BrCH,C=0), 3,83-3,54 (m, H-2
GlcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6'), 3,32 (s, "N(CH3)3)) ppm.

TPPpo,25-CS-TMAo,75 (17A). El procedimiento general C se siguid usando 13A (240 mg, 0,30 mmol) y HCI
conc./MeOH para dar 17A en forma de un sélido de color purpura (120 mg, 71 %). FT-IR (KBr): v 3392, 3061, 2950
1683, 1559, 1506, 1489, 1473, 1402, 1350, 1296, 1154, 1112, 1068, 1032, 966, 911, 800, 730, 701, 619 cm™; 'H
RMN (DMSO-ds: D.O 98:2) 6 ppm: 8,81 (m a, B-pirrol H), 8,12-8,16 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm), 8,04 (d a,
J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,79-7,87(m, trifenil-Hm,p),4,50 (s a, H-1), 4,15 (s a, BrCH,C=0), 3,27-3,65 (m, H-2
GlIcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"), 3,24 (s, +N(CH3)3)) ppm.

TPPpo,1-CS-MPy 9 (18A). El procedimiento general C se siguié usando 14A (350 mg, 0,52 mmol) y HCI conc./MeOH
para dar 18A en forma de un sdlido de color purpura (200 mg, 87 %). FT-IR (KBr): v 3419 (a O -H), 3057 (C-H),
1683, 1558, 1474, 1403, 1296, 1234, 1154, 1112, 1068, 1032, 966, 930, 911, 799, 730, 701 cm™’; '"H RMN (DMSO-
ds: D2O 96:4) & ppm: 8,83 (m a, B-pirrol H), 8,13-8,19 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm), 8, 08 (da, J =80 Hz
RNTPP-fenil-Ho), 7,79-7,87(m, trifenil-Hm,p),4,48 (s a, H-1), 3,24-3,78 (m, H-2 GIcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"),
3,92 (dd, J = 12 Hz, Pip-CH,C=0), 2,30-2,67 (m, piperazina (CH2)4), 2,48 (s a, piperazina, N-CH3) ppm.
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TPPpo25-CS-MPg 75 (19A). El procedimiento general C se siguié usando 15A (200 mg, 0,26 mmol) y 1-
metilpiperazina para dar 19A en forma de un sdlido de color purpura (80 mg, 58 %). FT-IR (KBr): v 3392, 3056, 2947,
1683, 1558, 1520, 1489, 1472, 1458, 1400, 1349, 1309, 1248, 1154, 1068, 1031, 1001,966, 911,800, 729, 701, 658
em™. "H RMN (DMSO-dg: D2O 96:4) & ppm: 8,83 (m a, B-pirrol H), 8,14-8,20 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm),
8,08 (d a, J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,78-7,86(m, trifenil-Hm,p),4,50 (s a, H-1), 3,24-3,78 (m, H-2 GIcNAc, H-3, H-
4, H-5, H-6, H-6'), 3,92 (dd, J = 12 Hz, Pip-CH2C=0), 2,28-2,67 (m, piperazina (CH2)4), 2,48 (s a, piperazina, N-CHz)
ppm.

Procedimiento de desproteccion por TBDMS general D para los compuestos finales 16B, 17B, 18B y 19B
(Compuestos del 2° lote). (Compuesto 16B como Representativo).

TPPpo,1-CS-TMAo ¢ (16B): El material 12B (600 mg, 0,86 mmol) se disolvié en N-Metil-2-pirrolidona (NMP) (5-10 ml)
seguido de la adicién de una cantidad en exceso de fluoruro de tetra-n-butilamonio (TBAF). La mezcla de reaccion
se agité durante 24 h a 55 °C, se enfrio, se acidificé con HCI diluido y se agitdé durante 30 minutos antes de la dialisis
contra NaCl al 8 % (p/v) en agua desionizada durante dos dias y contra agua desionizada durante 3 dias. Durante
este tiempo, el color de la solucion cambié gradualmente de gris a rojo. Después, la solucion de colo rojo se liofilizé
para producir un material de tipo esponja de color pardo. Los materiales se desprotegieron de nuevo, se
intercambiaron i6nicamente, se dializaron y se liofilizaron. El procedimiento se repiti6 usando las mismas
condiciones para eliminar la cantidad traza restante de TBDMS para obtener 16B (350 mg, 87 %) en forma de un
material de esponja de color pardo. FTIR (KBr): v 3405 2943, 2817, 1655, 1528, 1459, 1401, 1375, 1308, 1248,
1153, 1111, 1068, 1031, 966, 832, 799, 729, 702 cm™; "H RMN (DMSO-ds: D,O 96:4) & ppm: 8,82 (m a, B-pirrol H),
8,12-8,16 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm), 8, 04 (d a, J = 8,0Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,75-7,84(m, trifenil-
Hm,p),4,47 (s a, H-1), 4,04 (s a, BrCH.C=0), 3,24-3,55 (m, H-2 GIcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"), 3,19 (s a
+N(CHa)s)) ppm.

TPPpo25-CS-TMAo 75 (17B): El procedimiento general C se siguié usando 13B (650 mg, 0,84 mmol) y TBAF/NMP
para dar 17B en forma de un solido de color purpura (400 mg, 87 %). FTIR(KBr) v 3396, 2942, 2829, 1662, 1526,
1458, 1441, 1401, 1310, 1249, 1068, 1032, 1002, 966, 800, 730, 701 cm™; 'H RMN (DMSO-ds: D20 98:2) & ppm:
8,81 (m a, B-pirrol H), 8,12-8,16 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-fenil-Hm), 8, 08 (d a, J = 8,0Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,74-
7,86(m, trifenil- Hm,p),4,51 (s a, H-1), 4,10 (s a, BrCH,C=0), 3,26-3,55 (m, H-2 GIcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6'"),
3,22 (s a, +N(CHas)s)) ppm; °C RMN en estado solido (100,56 MHz): & 170,85, 164,68, 128,11, 119,45, 101,53,
75,39, 61,09, 55,47.

TPPpg 1-CS-MPg g (18B): El procedimiento general C se siguié usando 14B (600 mg, 0,90 mmol) y TBAF/NMP para
dar 18B en forma de un sdlido de color purpura (315 mg, 80 %). FTIR (KBr): v 3396, 3315 (a, OH, NH), 2941, 1655
(vs, C= Oamlda 1), 1534 (vs, C=0 amida Il), 1522, 1471, 1440, 1401, 1375, 1310, 1244, 1069, 1030, 1001,966, 800,
729, 701cm™; "H RMN (DMSO-dg: D,O 98:2) & ppm: 8,81 (m a, B-pirrol H), 8,13-8,19 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-
fenil-Hm), 8, 07 (d a, J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,79-7,85(m, trifenil-Hm,p),4,48 (s a, H-1), 3,24-3,72 (m, H-2
GlcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"), 3,92 (dd, J = 12 Hz, Pip-CH,C=0), 2,33-2,67 (m, piperazina (CHz)s), 2,48 (s a,
piperazina, N-CHz) ppm.

TPPpg 1-CS-MPg g (19B): El procedimiento general C se siguié usando 15B (700 mg, 0,93 mmol) y TBAF/NMP para
dar 19B en forma de un sdlido de color purpura (415 mg, 85 %). FTIR (KBr): v 3396, 3315 (a, OH, NH), 2941, 1655
(vs, C= Oamlda 1), 1534 (vs, C=0 amida Il), 1522, 1471, 1440, 1401, 1375, 1310, 1244, 1069, 1030, 1001,966, 800,
729, 701cm™; "H RMN (DMSO-dg: D,O 95:5) & ppm: 8,82 (m a, B-pirrol H), 8,13-8,19 (m a, fenil-Ho y Pip-NHTPP-
fenil-Hm), 8, 07 (d a, J = 8,0 Hz, RNTPP-fenil-Ho), 7,79-7,87(m, trifenil-Hm,p),4,49 (s a, H-1), 3,24-3,78 (m, H-2
GIcNAc, H-3, H-4, H-5, H 6, H-6"), 3,92 (dd, J= 12 Hz, Pip-CH.C=0), 2,30-2,67 (m, piperazina (CH2)4), 2,40 (s a
piperazina, N-CH3) ppm; C RMN en estado sélido (100,56 MHz): 6 171,63, 138,74, 127,97, 119,74, 101,93, 75,54,
61,54, 55,42, 45,34 ppm.

Resultados y analisis

Intermedio de TPP nucledfilo 5. En el estudio actual, se ha sintetizado TPP1 a gran escala y se ha utilizado como
material de partida. La funcionalidad de mono-nitro TPP(p-NO:)s 2 se introdujo regioselectivamente usando NaNO;
1,8 equivalentes en TFA, seguido de reduccion con SnCl,:2H,0 para obtener la mono-aminoporfirina TPP(p-NH>)4 3.
El procedimiento descrito anteriormente se simplificd evitando la purificacion prolongada del material en bruto 2
antes de la etapa de reduccion. La aminoporfirina 3 se obtuvo entonces después de la purificacion sin comprometer
su rendimiento global (54 %).

Se sabe que la aminoporfirina TPP(p-NH2)1 3 es debllmente nucledfila y los intentos de unir este compuesto a BrA-
DiTBDMS-CS 9 electréfilo mediante ataque de SN? no dieron los resultados deseados en el estudio inicial, incluso
en condiciones dificiles. Por lo tanto, para convertir este derivado fotosensibilizador en un nucledéfilo mas potente, en
primer lugar se acilé TPP(p-NH2); para dar bromoacil-TPP 4 seguido de la sustitucién nucledfila con piperazina en
exceso para dar el intermedio de porfirina nucledfila TPP-NH-Pip 5. El motivo de piperazina tiene carga positiva en
condiciones fisioldgicas (pH acuoso 7,4). El resto piperazina también es adecuado como un espaciador debido a la
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baja toxicidad y las biotransformaciones que implican varias reacciones metabdlicas bien conocidas. La ruta sintética
global para la sintesis de TPP-NH-Pip se muestra en el Esquema 1 en la Figura 2.

Intermedio de quitosano electréfilo 9. El quitosano se modificé, como se ha informado previamente para obtener
DiTBDMS-CS 8. Después de la proteccion de los grupos hidroxilo, la solubilidad del biopolimero cambia
drasticamente y se vuelve libremente soluble en disolventes organicos comunes como CH,Cl,, lo que facilita la
modificacion con restos muy lipdfilos. Por lo tanto, el intermedio electréfilo BrA-DiTBDMS-CS 9 se prepard haciendo
reaccionar 8 con bromuro de 2-bromoacetilo (Esquema 2 en la Figura 3). Esta reaccion requiere un control preciso
de las relaciones de tiempo de reaccién, temperatura y equivalentes de los diferentes reactivos para evitar
reacciones secundarias tales como desproteccion y esterificacion. La reaccion de 8 con bromuro de bromoacetilo a 0
°C durante 1,5 h dio como resultado un material que era |nsoluble en CHCl, y los analisis de FT-IR revelaron un
pico de éster a 1760 cm’ Junto con el pico amida a 1680 cm’” (datos no mostrados). Por lo tanto, fue necesario
optimizar con precisién la reacciéon para evitar reacciones secundarias y obtener material libremente soluble. Las
condiciones optimizadas para esta reaccion requieren el uso de exactamente 4 equivalentes de bromuro de
bromoacetilo y 5 equivalentes de EtsN y el mantenimiento de la temperatura de reaccion a -20 °C durante 1 h. El
intermedio obtenldo 9 era completamente soluble en CH»Cl, y la estructura correcta se podia confirmar mediante
analisis de '"H RMN y FT-IR. Después, el compuesto 9 se usé como un intermediario electrdfilo clave en la sintesis
de los vehiculos de quitosano.

Derivados de TPP de quitosano (16A-19B). Se sintetizaron un total de ocho derivados de TPP de compuestos de
quitosano en dos lotes separados de cuatro compuestos diferentes. El primer lote (etiquetado como "A") se sintetizé
en una escala de 80-200 mg y el segundo lote (etiquetado "B") se sintetizd en una escala ligeramente mayor de 300-
450 mg para confirmar la reproducibilidad y la coherencia del procedimiento.

El PS lipdfilo se unié covalentemente a la cadena principal del polimero por reaccion de BrA-DiTBDMS-CS 9 con el
intermedio nucledfilo de TPP-NH-Pip 5. La reaccion fue cuantitativa, lo que facilitd6 un buen control del grado de
sustitucion en el material resultante. Las investigaciones preliminares mostraron que los vehiculos con un alto grado
de sustitucion (DS) de porfirina eran insolubles en solucién acuosa y, por lo tanto, la modificacion se limité a 0,1 y
0,25 DS (por unidad de monémero de glucosamina). Por lo tanto, TPP-NH-Pip 5 se hizo reaccionar de manera
controlada a 0,1 o 0,25 equivalentes por unidades monoméricas del intermedio de quitosano electréfilo 9 para
obtener los productos deseados TPPpg 1-BrAo o-DiTBDMS-CS (10A/10B) 0 TPPpy 25-BrAg 75-DiTBDMS-CS (11A/11B)
respectivamente. El progreso de la reaccién se controld medlante TLC vy la reaccion se detuvo cuando 5 ya no
estaba presente para evitar reacciones secundarias. El analisis de "H RMN de estos materiales fue consistente con
la reaccion cuantitativa en el enlace covalente de TPP con respecto a quitosano.

A continuacion, se introdujeron restos catidnicos en la cadena principal de quitosano sustituido con TPP para
potenciar la solubilidad acuosa de los vehiculos y proporcionar afinidad a la membrana endocitica. Por lo tanto, los
compuestos 10A/10B y 11A/11B se hicieron reaccionar con una cantidad en exceso de MesN (TMA) para
proporcionar TPPpg,1-DiTBDMS-CS-TMAg s (12A/12B) y TPPpo,25-DITBDMS-CS-TMAy 75 (13A, 13B) respectivamente
con una carga cationica fija. De forma similar, los compuestos 10A/10B y 11A/11B se hicieron reaccionar con una
cantidad en exceso de 1-metil piperazina (MP) para proporcionar TPPpg 1-DiTBDMS-CS-MPg o (14A/14B) y TPPpg 25-
DiTBDMS-CS-MPg 75 (15A, 15B) respectivamente. Los materiales en bruto se usaron directamente para las etapas
finales de desproteccion.

Finalmente, los materiales en bruto del primer lote 12A-15A se desprotegieron mediante HCI conc. en MeOH a ta,
durante 12 h, donde los materiales en bruto del segundo lote 12B-15B se desprotegieron por TBAF/NMP a 60 °C,
métodos de 24 h, para dar los productos finales 16A-19A y 16B-19B, respectivamente. En ambos casos, se repitio la
etapa de desproteccion para eliminar parte de la cantidad traza de TBDMS (1,5-7 %) que todavia estaba presente
después de la primera etapa de desproteccion. Se ha usado previamente la desproteccion con HCI conc. en MeOH,
pero, recientemente se ha introducido la desproteccién por TBAF/NMP mas suave de los derivados de DiTBDMS
quitosano para evitar condiciones muy acidas que pueden contribuir a la degradacion de la cadena principal del
polimero. Sin embargo, la desventaja del ultimo método es que requiere un largo proceso de didlisis para eliminar el
disolvente de NMP. Los derivados de trimetilamonio (MesN+) [TPPpo 1-CS-TMAg g (16A, 16B) y TPPpg 25-CS-TMAg 75
(17A, 17B)] solubilizaron mas rapido en agua que los derivados de 1-metil-piperazina [TPPpo,1-CS-MPg o (18A, 18B),
TPPpo,25-CS-MPo 75 (19A, 19B)]. Esto puede deberse a la presencia de la carga idnica fija en los compuestos
portadores anteriores.

Caracterizacion de los nano-vehiculos.

Andlisis de FT-IR: La comparacion de los espectros de FT-IR de diversos intermedios en la sintesis del compuesto
final representativo TPPpg,1-CS-MPg 9 (18A) se muestra en la Figura 4. Los picos caracteristicos para el |ntermed|o
de porfirina TPP-NH-Pip 5 (Figura 4A) se ilustran como estlramlento de N-H en la reglon de 3310-3450 cm’™ y con
estiramiento de C-H aromatico y alifatico a 3022 y 2816 cm . Los picos a 1691 y 1595 cm” son consistentes con los
enlaces amida y tres picos fuertes a 966, 799 y 700 cm” son caracteristicos del sistema anular de TPP (mostrado
por las flechas).
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El pico caracteristico principal en el intermedio BrA-DITBDMS-CS 9 se observa a 2858-2957 cm’ mostrando
estiramiento de C-H de Si-CHs, los picos amida a 1682 y 1530 cm™. Asimismo, los picos a 836 y 777 cm”
representan el estiramiento de Si-C y el balanceo de CH3; (estos dos uItlmos picos se indican por las flechas en la
Figura 4B).

La aparicién de picos de TPP caracteristicos en los espectros del intermedio TPPpg,1-BrAgo-DiTBDMS-CS 10A
(Figura 4C) confirma la union covalente de porfirina (TPP-NH-Pip 5) a quitosano (9). No se observé ningun cambio
marcado en los espectros cuando éste se convirtio en TPPpg 1-DiTBDMS-CS-MPy ¢ 14A en bruto. Sin embargo, la
desproteccién por TBDMS final del material para dar TPPpg1-CS-MPog 18A esta claramente indicada por la
ausencia de los picos caracteristicos de Si-CH3 y la aparicién del pico de OH amplio, mientras que los picos de TPP
caracteristicos permanecen intactos (Figura 4).

Analisis de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y "*C (estado sdlido):

Analisis de 'H RMN: El ejemplo representativo de la superposicion de los espectros de '"H RMN de todos los
intermedios y el producto final en la sintesis de TPPy 1-CS-MPgg 18A se muestra en la Figura 5. Después de la
proteccion por TBDMS, el material (DiITBDMS-CS 8) se vuelve claramente soluble en CDCl; y también muestra picos
bien resueltos (Figura 5A) de cada proton en el esqueleto de quitosano. Los picos a 0,90-0,89 (s a) y 0,13-0,05 (s a)
pueden asignarse a (CH3)3C-Si y (CH3),Si respectivamente.

La bromoacetilacion de DiTBDMS-CS para dar BrA-DITBDMS-CS 9 se marca por un desplazamiento campo abajo
del pico H-2 (GIuN). Asimismo, todos los picos del esqueleto de quitosano H-1 a H-6 junto con los picos de COCH,Br
se unen a 4,40-3,26 ppm, mientras que los picos TBDMS no muestran cambios significativos en sus posiciones
(Figura 5B).

Los espectros de 'H RMN del intermedio TPPpg1-BrAgo-DiTBDMS-CS 10A (Figura 5C) confirman los picos
caracteristicos del resto TPP que pueden observarse en la region aromatica y también podria identificarse un pico a
-2,7 [no mostrado en la Figura 5C], que tipicamente esta asociado con los dos protones de amina interna pirrélica en
el nucleo de la porfirina de base. Ademas, uno de los picos distintivos que se pueden asignar a la mitad del grupo -
CHy del resto de piperazina puede observarse a 2,81-2,86 (m) ppm, y el grupo de -CH; ciclico restante de la
piperazina esté en la region amplia (3,3-4,5 ppm) del resto de quitosano.

En los espectros de TPPpg 1-DiTBDMS-CS-MPy g9 14A, se observaron nuevos picos para N-CHj del resto de 1-
metilpiperazina (Figura 5D). La purificacion no se realizé en esta etapa y, por lo tanto, el espectro muestra un exceso
de 1-metilpiperazina.

Después de Ia etapa de desproteccion final, se obtuvo un material con excelente solubilidad acuosa. En los
espectros de 'H RMN del compuesto final TPPpo 1-CS-MPgg 18A, todos los picos del esqueleto de quitosano junto
con los picos de 1-metilpiperazina pueden identificarse claramente; sin embargo, no hay sefial de RMN observable
del resto de TPP (Figura 5E). Se observaron los mismos resultados para todos los compuestos finales desprotegidos
(17A-19B). En ds-DMSO, se pudieron observar los picos de TPP, pero en este caso los picos del esqueleto de
quitosano se ampliaron y no se identificaron claramente. La solubilidad del vehiculo también fue mala en este
disolvente y se encontré que los mejores resultados podrian obtenerse con una mezcla de estos dos disolventes
(véase el analisis posterior). La TPPpg 1-CS-MPg ¢ 18A tiene un color rojo oscuro que confirma la presencia del PS.
Un experimento de reparto mostré que los restos PS altamente lipofilos TPP-NH; y TPP-NH-Pip no se dividieron en
la fase acuosa en un sistema de dos fases de H,O/CHCI; (Figura 6) mientras que, mientras que el TPP-CS-TMA
final (polar) y los vehiculos de TPP-CS-MP son altamente polares. Se solubilizaron completamente en la fase acuosa
y no se dividieron en la fase organica.

Andlisis de "*C RMN en estado solido: Los picos de carbono de los vehiculos finales podrian observarse en la RMN
en estado solido (Figura 7). Los carbonos C2-C6 de la glucosamina y el carbono COCH, se observaron en el
intervalo 60-80 ppm y el pico C1 se resuelve claramente a -102 ppm. Los picos entre 115-155 ppm pueden
asignarse como Cmeso (~119), Cm, p (~128), CB(~131), Co (~ 1382 Ci (~140) y Ca (~150) del resto TPP y esta
asignacion puede compararse completamente con los espectros de "“C RMN del estado en solucion de TPP-NH-Pip
5. El carbonilo (CS-NH-C=0O y TPP-NH-C=0) aparece a 160-169 ppm. En el derivado de N-(2-(N,N,N-
trimetilamonioil) acetilo) TPPpo25-CS-TMAg75 (17B), los carbonos de metilo cuaternario (+N(CHs)s) pueden
observarse como un pico intenso a 55,5 ppm. En el derivado de N-metil-piperazinilo TPPpo 25-CS-MPg 75 (19B), el
metil carbono (N-CH3) puede observarse a 45 ppm y los carbonos de metileno ciclico (-CH2-N) se fusionan con las
sefiales de glucosamina en la region de 50-55 ppm. Por lo tanto, la ®C RMN en estado sdlido fue consecuente con
los vehiculos con un PS unido covalentemente.

Grado de sustitucion (DS) y eficacia de conversion. La Tabla 1 a continuacion muestra el DS para los compuestos
portadores finales. El objetivo era controlar el DS con una relacién equivalente entre los compuestos 5y 9 en la
etapa de reaccién "e" (Esquema 2 en la Figura 3). El DS final coincide con el valor diana en funciéon de la
equivalencia en la reaccion (0,1 o 0,25) dentro de un margen del 2 % e indica una eficacia del 100 % en la reaccién.
Previamente, se ha investigado la union covalente de diversos restos lipofilos al quitosano. Esto incluye farmacos
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como doxorrubicina y paclitaxel; biomoléculas enddgenas como &cido 5a-colanico, acido 5B-colanico, acido
desoxicolico y colesterol y fotosensibilizadores como cloro e6 (Ce6) y protoporfirina IX (PplX). En la mayoria de los
casos, el DS es significativamente menor de lo que se notifica aqui para la TPP altamente lipdfila. Los investigadores
anteriores también observaron que la eficacia de la conjugacion disminuira significativamente a medida que aumente
el grado de sustitucién. El proceso actual tiene la ventaja de que utiliza quitosano protegido que es altamente soluble
en disolventes organicos y, por lo tanto, se puede combinar de manera eficiente con un resto PS lipdfilo en
condiciones suaves. La excelente reproducibilidad de la reaccion también se confirma, ya que el DS en los dos lotes
(A y B) coincide dentro del mismo margen del 2 %.

Tabla 1: Grado de sustitucion (DS) para los vehiculos de quitosano modificados por TPP 16A-19B

Registro  Derivados de quitosano  Compuesto TPP-NH-Pip (equiv. por DS* (restos de TPP

unidad de azucar usada) unidos por unidad de
azucar)

1. TPPpo,1-CS-TMAo 9 16A 0,10 0,10

2. TPPpo,1-CS-TMAg 9 16B 0,10 0,10

3. TPPpo25-CS-TMAg 75 17A 0,25 0,23

4. TPPpo25-CS-TMAg 75 17B 0,25 0,25

5. TPPpo,1-CS-MPo 9 18A 0,10 0,09

6. TPPpo,1-CS-MPo ¢ 18B 0,10 0,10

7. TPPpo,25-CS-MPg 75 19A 0,25 0,25

8. TPPpg 25-CS-MPy 75 19B 0,25 0,25

* DS determinado por '"H RMN

Analisis de la autoagregacién de vehiculos para formar nanoparticulas y despliegue de nanoparticulas portadoras.

Las porfirinas aromaticas pueden formar sistemas de apilamiento -1 que se definen como agregados de tipo J
(desplazamiento rojo) o H (desplazamiento azul). Los grupos de sustituyentes periféricos pueden contribuir a los
mecanismos de agregacion. Esta agregacion se puede observar por RMN, UV-Vis y espectroscopia de
fluorescencia. Por lo tanto, se ha informado del ensanchamiento extremo de los picos y la pérdida de picos en la H
RMN para los agregados de carboxifenil-porfirina (TCPP), p-sulfonatofenilo y porfirinas fenil meso-sustituidas y tres
tipos de porfirinas catiénicas (TOPyP, TMPyP y APP). Se han realizado observaciones similares de la pérdida de
sefial debida a la inmovilizacion en la copolimerizacion en dispersion de n-butilmetanocrilato lipéfilo con un
macromonoémero de poli(6xido de etileno).

En el trabajo actual, la falta de picos en la regién aromatica, en la "H RMN en D20 de los compuestos finales 16A-
19B sugirié la agregacion de los restos TPP en D,0O debido al apilamiento 1-11 y la interaccion hidréfoba. El estudio
de RMN del compuesto TPPpg 1-CS-TMAgg 16B representativo, en una mezcla DMSO-ds:D,0O, es muestra en la
Figura 8. En el resto D,O TPP puro faltan picos y solo se observan picos muy débiles en la region aromatica en la
mezcla DMSO-ds: DO (25:75), mientras que se pueden observar picos del esqueleto de quitosano. Cuando el
contenido de DMSO-ds se aumenta adicionalmente con respecto a DMSO-de: D2O (50:50), pueden observarse picos
anchos (Figura 8IC). La intensidad relativa de los picos aromaticos aumenta a medida que aumenta el contenido de
DMSO-ds en la mezcla y en dg-DMSO casi puro (solamente D,O al 2 % v/v), los picos TPP aromaticos estan
claramente visibles junto con los picos H-1 y del esqueleto de quitosano restante y el pico de *NMes (Figura 8IA).
Esto también sugiere que el vehiculo estda completamente desplegado en estas condiciones. Esta interpretacion fue
apoyada por estudios de UV-Vis y de fluorescencia (Figura 8).

Los nanovehiculos disueltos en agua muestran una banda Soret amplia para el fotosensibilizador apilado -1 con un
maximo de absorcion a 417 nm (Figura 8Il). Este pico se vuelve gradualmente mas agudo y ligeramente desplazado
(a2 420 nm en DMSO al 100 %) cuando la concentracion de DMSO aumenta y la estructura se despliega.

En agua pura, la fluorescencia se inactiva casi por completo, lo que también es consistente con la agregacion de los
restos fotosensibilizadores. La intensidad de fluorescencia aumenta drasticamente, pero a medida que el contenido
de DMSO aumenta al 50 %, se produce un aumento brusco en la intensidad de fluorescencia con un aumento
gradual adicional hasta una concentracion de DMSO del 100 % observada (Figura 8lII).

Se realizd un intento para caracterizar adicionalmente las particulas de nanovehiculo mediante microscopia
electronica de barrido. Se afiadieron por pipeteo gotitas de soluciéon de nanovehiculo sobre una superficie de oblea
de silicona y se dejaron secar (Figura 9A, B) mediante SEM. En algunas muestras, se pudieron observar
nanoparticulas con una dispersion de tamafio de 10-200 nm, ya sea aisladas (Figura 9A), agrupadas o cristalizando
en estructuras dendriticas (Figura 9B), similares a las tipicamente observadas al secar suspensiones de
nanoparticulas. Con el fin de evitar la agregacién de particulas, se intentd el recubrimiento por rotacion de las
muestras, pero en este caso, se observaron peliculas sin rasgos y pocas particulas. Se estimd que el espesor de la
pelicula después del recubrimiento por rotacion era significativamente menor de 10 nm por elipsometria
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espectroscopica. El espesor maximo de las capas formadas después del secado de las soluciones en la superficie,
sin embargo, era del orden de 100 nm. La medicién del angulo de contacto con el agua revel6 una superficie de
pelicula relativamente hidréfoba y que la hidrofobicidad de la pelicula dependia de la concentracién de la muestra
portadora aplicada (Figura 9C). Estos resultados son consistentes con las nanoparticulas dinamicas que se
despliegan cuando se recubren, y que el esqueleto del polimero hidréfilo se adherira a la superficie polar de diéxido
de silicona exponiendo los restos fotosensibilizadores hidréfobos del nucleo de la particula.

Se observa comunmente la agregacion de nanoparticulas y la inestabilidad fisica que conducen a la formacion de
agregados insolubles. Se controlé la estabilidad fisica de una solucién acuosa de 1 mg/ml de TPPpg 25-CS-MPg 75
(17A) durante un periodo de tres meses. No se observé precipitacion de este compuesto.

Rendimientos cuanticos de fluorescencia.

En el presente documento, los rendimientos cuanticos de fluorescencia de TPP(p-NHay1, TPP-NH-Pip y derivados de
quitosano de TPP (16A-19B) se investigaron en DMSO (excitados a 419 nm). El rendimiento cuantico de TPP(p-
NHa)1 fue menor que el de su derivado TPP-NH-Pip, asi como los derivados de TPP-CS-TMA y TPP-CS-MP. Esto
demostré un alto grado de inactivacion en estado excitado de TPP(p-NH)1 en comparacién con sus derivados. ®r
es casi igual para todos los compuestos portadores (16A-19B) con una fluctuacion menor +0,004 alrededor del valor
obtenido para el intermedio TPP-NH-Pip.

Sin embargo, los valores ®r de TPP(p-NH2)1 (0,0002) son inferiores en comparaciéon con algunos datos publicados
de la bibliografia. Bhaumik et.al. (J Org Chem 2009, 74:5894) notificaron 0,05 cuando se excitaron a 418 nm en
DMF. Notificaron maximos de emision de fluorescencia a 664 nm, lo que es diferente de este hallazgo actual de 650
nm. Se usé TPP como estandar, mientras que se us6 antraceno como estandar. Un @¢ bajo en el trabajo actual
puede deberse a la autoasociacion de los fotosensibilizadores. La Tabla 2 a continuaciéon muestra el rendimiento
cuantico de fluorescencia (®r) de los vehiculos de quitosano modificados por TPP 16A-19B.

Tabla 2
Registro Derivados de quitosano Compuesto  Aaps* (M)  Aem®™ (nM)  Rendimiento cuantico (®f)
1. TPP(p-NH2)4 3 419 651 0,0002
2. TPP-NH-Pip 5 419 651 0,0036
3. TPPP 1-CS-TMAg ¢ 16A 419 651 0,0032
4. TPPpo,1-CS-TMAg 9 16B 419 651 0,0034
5. TPPPy25-CS-TMAo 75 17A 419 651 0,0036
6. TPPPy25-CS-TMAo 75 17B 419 651 0,0032
7. TPPpo,1-CS-MPg 9 18A 419 651 0,0036
8. TPPpo,1-CS-MPo o 18B 419 651 0,0033
9. TPPPy,25-CS-MPyg 75 19A 419 651 0,0036
10. TPPpo,25-CS'MPg 75 19B 419 651 0,0033

Todos los datos recopilados en DMSO a temperatura ambiente
A - Longitud de onda

Conclusién

Se ha demostrado que DITBDMS quitosano se puede utilizar para la sintesis altamente eficiente de nanovehiculos a
base de quitosano unido a meso-tetrafenilporfirina. La sintesis de estos vehiculos fue totalmente reproducible y el
método permitié un control preciso del grado de sustitucion del fotosensibilizador altamente lipéfilo. Los estudios de
RMN, fluorescencia y UV-Vis fueron consistentes con la autoasociacion de los restos fotosensibilizadores. Los
vehiculos son polares y muestran buena solubilidad acuosa y estabilidad fisica. En DMSO, el fotosensibilizador se
disocia de la autoasociacion y, por lo tanto, se vuelve fluorescente. En solucion acuosa, los vehiculos se
ensamblaran en estructuras de tipo nanoparticula con el grupo catiénico y el esqueleto del polimero formando una
cubierta exterior alrededor de un nucleo compuesto por los restos TPP lipdfilos agregados (1-1). Los grupos
catidnicos y el esqueleto del polimero tienen un movimiento relativamente libre en el liquido y, por lo tanto, se
pueden observar por RMN. Por el contrario, el nucleo de TPP es semisélido con un movimiento muy limitado y, por
lo tanto, solo se puede detectar en RMN de estado sélido. Esta estructura esta en equilibrio dinamico con la forma
desplegada y fluorescente, que se vuelve dominante en DMSO permitiendo la deteccion del TPP por RMN. Cuando
el vehiculo esta en contacto con la célula o la membrana endocitica, la estructura se despliega y los restos lipofilos
se insertan en la membrana endocitica, lo que permite la excitacion y la fotosensibilizacion que conduce a los
efectos de la PDT y la PCI.
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Ejemplo 2 - Sintesis de nanovehiculos a base de TPC-quitosano

Los materiales y métodos generales fueron segun el Ejemplo 1, cuando fue adecuado.
Sintesis

Véase el esquema 3 en la Figura 10 para la sintesis de TPC-NH-Pip

Meso-Tetrafenilporfirina (1). EI compuesto 1 (TPP) se preparé por el procedimiento descrito en Journal of Organic
Chemistry 1967, 32, 476.

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina [TPP(p-NH2)1] (3). El compuesto 3 se prepard siguiendo el procedimiento
de la bibliografia en Tetrahedron 2004, 60, 2757.

5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilclorina: TPC(p-NH)1 (20). El compuesto 3 (1,5 g, 2,38 mmol) se disolvié en piridina
en una atmosfera de N2 y en oscuridad. Se afadieron K.CO3 (2,96 g, 21,5 mmol) y p-toluenosulfonilhidrazida (0,887
g, 4,77 mmol) y la mezcla de reaccion resultante se calent6é a la temperatura de reflujo. Se afiadieron cantidades
adicionales de p-toluenosulfonilhidrazida (0,887 g, 4,77 mmol) después de un intervalo de 2, 4, 6 y 8 h. La agitacion
continu6 a la temperatura de reflujo durante 24 h. La mezcla de reaccion se afiadié a una mezcla 1:1 de EtOAc:H,0
(2:1,900 ml) y se calent6 a reflujo durante 1 h. Después del enfriamiento a temperatura ambiente, la fase organica se
separd y se lavé con HCI 2 N (3 x 200 ml) seguido de lavado con agua (2 x 100 ml) y NaHCO3 acuoso saturado (2 x
150 ml). Después, la fase organica se seco sobre Na,SQO, y se concentré al vacio para proporcionar una mezcla en
bruto de 1,3 g. El andlisis del espectro visible del producto en bruto mostré6 que era una mezcla de cloro y
bacteroclorina (banda a 651 y 738, respectivamente). Asimismo, el analisis por espectros de 'H RMN mostro que no
quedaba cantidad traza del material de partida porfirina.

El material en bruto (1,3 g) (mezcla de cloro/bacteroclorina) obtenido de la etapa de reaccion anterior se disolvio en
CHCI2 (100 ml). Después, se anadié orto-Cloranilo (420 mg, 2,7 mmol) en una porcion a la solucién organica en
agitacion a temperatura ambiente y el progreso de la reaccién se control simultaneamente por UV-vis.
Inmediatamente después de la disminucién por completo del pico de bacteroclorina (738 nm), la mezcla de reaccion
se lavé con bisulfito sédico acuoso al 5 % (2 x 125 ml), seguido de lavado con agua (100 ml), NaOH al 5 % (2 x 150
ml), y finalmente con agua (150 ml). Después, la fase organica se secd sobre Na,SO4 y se concentré al vacio para
proporcionar exclusivamente el compuesto de clorina del titulo 20 (1,2 g, 80 %) en forma de un sélido de color pardo.
El compuesto 3 parece existir en mas de un isémero. TLC (Hexano/CHzCla, 3:7): Fr = 0,23, 'H RMN (CDCls): & =
7,86-8,66 (m, 14H, B-pirrol-H y fenil-Ho), 7,63-7,73 (m, 9H, trifenil-Hm,p), 7,00 (d, J = 8 Hz, 2H, NH-fenil-Hm), 4,14-
4,23 (m, 4H, clorina B-pirrol-CHy), 3,95 (s a, 2H, NH), - 1,38 y -1,46 (s a, 2H, a-pirrol-NH) ppm; MS (ESI): m/z calc.
para CssH3sNs ([M+H]+) 632,2809, observado 632,2792.; UV-vis (DMSO): Amax: 422, 524, 553, 600, 652 nm.

Sintesis del intermedio TPC-NH-pip (21). El compuesto 20 (600 mg, 0,95 mmol) se disolvié en CH2Cl» (15 ml) y se
agité en una atmosfera de No. Se afiadio EtsN (0,32 ml, 2,27 mmol) seguido de la adiciéon gota a gota de cloruro de
cloroacetilo (0,092 ml, 1,15 mmol) a temperatura ambiente y continud la agitacion a temperatura ambiente. Después
de 2 h in situ se afadié una cantidad en exceso de piperazina (0,328 g, 3,8 mmol) y la agitacion continu6 durante
una noche. La mezcla de reaccion se diluyé con CHCl» (85 ml), se extrajo, se lavé con agua (3 x 35 ml) y salmuera
(35 ml), se secod sobre NaSOy4, se filiré y se concentrd al vacio. Después, el producto en bruto se purificd por
cromatografia en columna sobre gel de silice. El producto deseado se aislé en MeOH: CHCl, (8:92) como eluyente
para proporcionar el intermedio del titulo 21 (440 mg, 61 %) en forma de un soélido de color pardo. TLC (CH2Cly:
MeOH, 9:1): F, = 0,15; '"H RMN (CDCls): & = 9,34, 9,39 (s, 1H, TPC-NH), 7,86-8,65 (m, 16H, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-
NHTPC-fenil-Ho,m), 7,66-7,73 (m, 9H, trifenil-Hm,p), 4,18-4,19 (s a, 4H, clorina B-pirrol-CHy), 3,30 (s, 2H,
ArNHCOCH,-pip), 3,17 (m a, 4H, anillo de piperazina-CH), 2,81 (m a, 4H, anillo de piperazina-CHy), -1,37 (s a, 2H,
a-pirrol-NH); *C RMN (CDCls): & = 168,37, 167,48, 152,61, 143,14, 142,22, 140,86, 139,20, 138,32, 137,19, 136,99,
135,33, 134,64, 133,98, 133,01, 132,37, 132,12, 131,96, 128,17, 127,69, 126,81, 123,56, 123,38, 122,79, 122,08,
119,22, 117,94, 112,41, 111,65, 62,63, 53,50, 45,59, 35,90 ppm; UV-vis (DMSO): Amax: 421, 521, 549, 598, 651 nm.

Véase el esquema 4 en la Figura 11

Sintesis de piperazin-1-carboxilato de terc-butilo (22). Se disolvié piperazina (6 g, 69,6 mmol) en CH,Cl, (120 ml). La
solucion se enfrié a 0 °C y se afadio gota a gota Boc,O (7,6 g, 34,8 mmol) en CH>Cl» (80 ml). La mezcla de reaccién
se dejo calentar a temperatura ambiente y la agitacion continu6 durante 24 h. El precipitado se elimind por filtracién y
se lavd con CH2Cl; (2 x 20 ml) y el filtrado combinado se separd, se lavé con agua (3 x 40 ml) y salmuera (30 ml), se
seco sobre Na;SO4 y se concentrd al vacio para proporcionar el compuesto del titulo 22 (6,5 g, 50 %) en forma de
un solido de color blanco.

P.f. 44-46 °C (lit. p.f. 46-47 °C); "H RMN (CDCI3): & = 3,32 (t, J = 4 Hz, 4H), 2,74 (t, J = 4 Hz, 4H), 1,39 (s, 9H); °C
RMN (CDCls): & = 154,85, 80,00, 79,52, 45,96, 44,45, 28,45 ppm; MS (ESI): m/z calc. para CgH19N2O2 ([M+H]+)
187,1441 observado 187,1412.

Sintesis de p-(Metoxicarbonil)benzaldehido (23). Se suspendié 4-carboxibenzaldehido (4 g, 26,6 mmol) en 60 ml de
MeOH anhidro y se agité en una atmosfera de N,. La mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C y se afiadié gota a gota
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cloruro de acetilo (9,5 ml, 133 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 12 h a temperatura ambiente. EIl MeOH
se elimind al vacio, y la mezcla en bruto se diluyé con EtOAc (120 ml). La fase organica se lavdé con NaOH acuoso 1
N (5 x 30 ml) y salmuera (2 x 25 ml), se sec6 sobre Na SOy, se filtrd y se concentrd al vacio. Después, el sélido en
brugo se recristalizé usando EtOAc y éter de petréleo para proporcionar el éster 23 (3,8 g, 87 %) en forma de un
solido de color blanco. TLC (Hexano: CH2Cl,, 3:7): F, = 0,36; P.f.: 61-63 °C (lit. p.f. 59-64 °C); "H RMN (CDCls): & =
10,06 (s, 1H, CHO), 8,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,91 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 3,92 (s, 3H) ppm; '°C RMN (CDCls): & =
191,66, 166,07, 139,21, 135,13, 130,23, 129,55, 52,62 ppm.

Sintesis de 5-(4-Metoxicarbonilfenil)-10,15,20-trifenilporfirina TPP(p-CO2Me)1 (24). Siguiendo el procedimiento de la
bibliografia, (J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 4236-4237).

Sintesis de 5-(4-Carboxifenil)-10,15,20-trifenilporfirina TPP(p-CO2H)1 (25).

El compuesto 24 (1,2 g, 1,78 mmol) se disolvi6 en una mezcla de THF: Se afiadié piridina (10:1, 100 ml), KOH
metandlico 2 N (120 ml) y la mezcla de reaccion se calento a reflujo durante 24 h. Después, la mezcla de reaccién se
enfrié a temperatura ambiente y se neutralizé con una solucion acuosa saturada de acido citrico. Posteriormente, la
mezcla de reaccion se concentrd al vacio hasta la eliminacion de MeOH y THF segun se completd. La mezcla en
bruto después se diluyd con CH,Clz (150 ml) y agua (120 ml) y la fase acuosa se extrajo con CH,Clz (3 x 50 ml). La
fase organica combinada se lavé con agua (2 x 40 ml) y salmuera (35 ml), se secé sobre Na,SO4 y se concentro al
vacio. La mezcla en bruto se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice usando MeOH: CH,Cl, (100:0
to 96:4 como eluyente) para proporcionar el acido del titulo 25 (0,83 g, 71 %) en forma de un sdélido de color purpura.
TLC (CH2Cly: MeOH, 95:5): F, = 0,54; "H RMN (DMSO-dg): & = 8,84 (s a, 8H, B-pirrol-H), 8,33-8,39 (m, 4H, R-
COTPP- fenil-Ho,m), 8,21-8,23 (m, 6H, trifenil-Ho), 7,81-7,88 (m, 9H, trifenil-Hm,p), -2,92 (s, 2H, NH) ppm; MS (ESI):
m/z calc. para CssH31N4+O> ([M+H]+) 659,2442, observado 659,2420.

Sintesis de 5-(4-Carboxifenil)-10,15,20-trifenilclorina TPC(p-CO2H) (26)

El compuesto 25 (600 mg, 0,9 mmol) y K2CO3 anhidro (1,13 g, 8,2 mmol) se disolvié en piridina (42 ml) en una
atmosfera de N2 y en oscuridad. Después, se afiadio tolueno-4-sulfonilhidrazida (340 mg, 1,8 mmol) y la mezcla se
agitdé a la temperatura de reflujo. Se afiadieron cantidades adicionales de tolueno-4-sulfonilhidrazida (340 mg, 1,8
mmol) en 3 ml de piridina después de un intervalo de 2, 4, 6, 8 y 10 h de reaccion. La agitacion continu6 a la
temperatura de reflujo durante 24 h. Después del enfriamiento a temperatura ambiente, se afiadieron EtOAc (500 ml)
y H20O desionizada (250 ml) y la mezcla de reaccioén se calenté a reflujo de nuevo durante 1 h. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la fase organica se separo y se lavo con HCI 2 N (2 x 150 ml) y después con agua (2 x 150
ml), se secd sobre Na;SO4 y se concentré al vacio para proporcionar 565 mg de la mezcla en bruto. El analisis del
espectro visible del producto en bruto mostré que era una mezcla de clorina y bacteroclorina (banda a 651 y 738,
respectivamente). Asimismo, el analisis por espectros de "H RMN mostré que no quedaba cantidad traza del
material de partida porfirina.

El material en bruto (mezcla de clorina/bacteroclorina, 565 mg) obtenido de la etapa de reaccién anterior, se disolvio
completamente en una mezcla de CH,Clz: MeOH (75:25). Después, se anadié orto-cloranilo (180 mg,0,7 mmol) en
una porcion a la solucién organica agitada a temperatura ambiente y el progreso de la reaccién se controlo
simultaneamente por UV-Vis. Inmediatamente después de la absorcion, el pico de bacteroclorina (738 nm)
disminuyd, la fase organica se lavd con una solucion acuosa al 5 % de bisulfito (2 x 150 ml), seguido de lavado con
agua (100 ml), después por NaOH acuoso al 5 % (2 x 150 ml) y finalmente con agua (120 ml). Si se observé una
emulsion, la fase organica se lavd con una solucidon acuosa saturada de acido citrico. La fase organica se sec6 con
NazSOq, se filtrd y se concentrd al vacio para proporcionar exclusivamente el compuesto del titulo de clorina 26 (420
mg, 70 %) en forma de un sdélido de color pardo. El compuesto 9 esta presente en mas de un isémero.

TLC (CH.Cly: MeOH, 95:5): F, = 0,54, '"H RMN (DMSO-d.): & = 7,91-8,58 (m, 16H, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC-
fenil-Ho,m), 7,68-7,77 (m, 9H, trifenil-Hm,p), 4,12-4,13 (m, 4H, clorina B-pirrol-CH>), -1,53 y -1,60 (2 s a, 2H, a-pirrol-
NH); "H RMN (CDCls): 6 = 7,87-8,60 (m, 16H, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC-fenil-Ho,m), 7,64-7,74 (m, 9H, trifenil-
Hm,p), 4,16-4,18 (m, 4H, clorina B-pirrol-CH>), -1,39 y -1,49 (2 s a, 2H, a-pirrol-NH) ppm; MS (ESI) calc. para
C4s5H33N4O2 ([M+H]+) 661,2598, observado 661,2566; UV-vis (DMSO): Amax: 420, 520, 547, 599, 651 nm.

Sintesis del intermedio N-[piperazin-1-carboxilato de terc-butilo]-5-(4-carboxifenil)-10,15,20-trifenilclorina (27). Se
disolvieron el compuesto de clorina 26 (500 mg, 0,76 mmol) y piperazin-1-carboxilato de terc-butilo 22 (155 mg, 0,83
mmol) en DMF (4 ml) en una atmdsfera de N2 y en la oscuridad. A la mezcla de reaccion, se le afnadieron EDCI-HCI
(174 mg, 0,91 mmol) y HOBT(123 mg, 0,91 mmol) seguido de la adicién de EtsN (0,26 ml, 1,82 mmol) a temperatura
ambiente. Después, la mezcla de reaccion se agitdé durante una noche a temperatura ambiente antes de verterse
lentamente en agua en agitacion (100 ml). El material sélido se eliminé por filtracién, se lavé con abundante agua, y
se seco bien. El producto en bruto se purificéd por cromatografia en columna sobre gel de silice (CH2Cl,: MeOH, de
100:0 a 99:1) para proporcionar la amida del compuesto del titulo 27 (340 mg, 54 %) en forma de un solido de color
pardo.
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TLC (CHCl,: MeOH, 99:1): Fr = 0,74; "H RMN (CDCls): & = 7,74-8,59 (m, 16H, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC- fenil-
Ho,m), 7,65-7,72 (m, 9H, trifenil-Hm,p), 4,16-4,17 (m, 4H, clorina B-pirrol-CH), 3,78-3,86 (m a, 4H, anillo de
piperazina-CHy), 3,63 (m a, 4H, anillo de piperazina-CH), 1,53 (s, 9H, boc-(CHs)3), -1,39 y -1,47 (2 s a, 2H, a-pirrol-
NH) ppm.

Sintesis del intermedio TPC-CO-pip (28). El compuesto 27 (320 mg, 0,39 mmol) se disolvié en CH2Cl, (8 ml) en una
atmosfera de N2 en la oscuridad. Se afadid CH2Cl:TFA (1:1, 4 ml) y se agité a ta durante 1 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con CH,Cl; (40 ml) y se lavd con agua (2 x 15 ml), NaHCO3 acuoso saturado (2 x 15 ml) y
salmuera (15 ml). La capa organica se seco sobre Na>SO, y se concentro al vacio. Después, el producto en bruto se
purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (CH2Cl,: MeOH, 100:0 a 92:8 como eluyente) para
proporcionar el intermedio del titulo 28 (250 mg, 89 %) en forma de un solido de color pardo.

TLC (CH.Clo: MeOH, 9:1): F, = 0,35, "H RMN (CDCl3): 6 = 7,74-8,59 (m, 16H, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC- fenil-
Ho,m), 7,64-7,72 (m, 9H, trifenil-Hm,p), 4,16-4,17 (m, 4H, clorina B-pirrol-CHz), 3,73-3,90 (m a, 4H, anillo de
piperazina-CHy), 3,04 (m a, 4H, anillo de piperazina-CH), -1,40 y -1,47 (2 s a, 2H, a-pirrol-NH) ppm; MS (ESI) calc.
para CagH2NsO ([M+2H]+/2) 365,1705, observado 365,1707; UV-vis (DMSO): Amax: 420, 520, 546, 599, 651 nm.

Sal mesilato de quitosano (7). Se sintetizo de acuerdo con el procedimiento publicado previamente (Carbohydrate
Polymers 2010, 81:140-144).

N-bromoacetil-3,6-O-DiTBDMS-CS (BrA-DiTBDMS-CS, 9). Se disolvié DiTBDMS-CS 8 (1 g, 2,60 mmol) en CH.Cl»
seco (15 ml) en un matraz de fondo redondo en una atmdsfera de N». La mezcla de reaccion se enfrié a -20 °C con
una mezclado de hielo/sal. Se afiadié Et3N (1,81 ml, 13 mmol) seguido de la adicién lenta gota a gota de bromuro de
bromoacetilo (0,91 ml, 10 mmol). La agitacion se continué durante 1 h. La mezcla de reaccién se diluyé con CH2Cl, y
se concentrd al vacio. El producto en bruto se agité en acetonitrilo, se filtr6 y se lavd con acetonitrilo recién
preparado. El material seco se disolvio y se extrajo en CH,Cly, se lavd con agua y salmuera, se secé sobre Na;SOy,
se concentré al vacio para proporcionar el bromo del compuesto del titulo 26 (1,2 g, 92 %) en forma de un sélido en
polvo de color amarillo palido.

FT-IR (KBr): v 3402 (a, NH), 2957,2931,2886, 2858 (s, C-H TBDMS), 1682 (vs, C=0 amida 1), 1530 (vs, C=0 amida
i), 1473, 1391, 1362, 1311, 1259, 1101, 1005, 837, 777 (Si-C), 669 cm'1; "H RMN (CDCl3) & ppm: 4,40 (s a, H-1),
4,02-3,26 (m, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6' y 2H GIuNH-C=0CH_Br), 0,90 y 0,88 (s a, (CH3)3C-Si), 0,13 y 0,07
(s a, (CH3)2Si) ppm.

Véase el esquema 6A en la Figura 13
Sintesis del intermedio 29

(N-TPC-NH-Pip-acetil)o,1-(N-bromoacetil)o,o-DiTBDMS-CS (TPCNPg,1-BrAo o-DiTBDMS-CS, 29). El compuesto 9 (800
mg, 1,58 mmol) y el compuesto TPC-NH-Pip 21 (120 mg, 0,158 mmol) se disolvieron en CH,Cl, (25 ml) en una
atmosfera de N2 y en la oscuridad. Se afiadié una cantidad equimolar exacta de EtsN (22 pl, 0,158 mmol) con
respecto a 21 y la mezcla de reaccion se agité a ta durante 24 h. El consumo total del material de partida se confirmé
por TLC. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Cl, (55 ml) y se lavé con agua (2 x 25 ml) y salmuera (25 ml). La
fase organica se sec6 con Na;SO4, se concentro al vacio para proporcionar el compuesto 29 (700 mg, 78 %).

'H RMN (CDCls): & = 9,21, 9,25 (s, TPCNHCO), 7,86-8,60 (m, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-NHTPC-fenil-Ho,m), 7,65-7,73
(m, trifenil-Hm,p), 3,35-4,50 [m a, quitosano (H-1, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6' y 2H GIuNH-C=0,
CH2CONGIc), TPCNHCOCH,-pip, anillo de piperazina-CH y clorina 3-pirrol-CH], 2,77-2,83 (m, anillo de piperazina-
CHpy), 0,88-0,89 [s a, (CH3)3C-Si], 0,02-0,13 [(m a, (CH3)2Si], -1,44 (s a, 2H, a-pirrol-NH) ppm.

Véase el esquema 6B en la Figura 13
Sintesis del intermedio 34

(N-TPC-CO-Pip-acetil)o,1-(N-bromoacetil)p,o-DiTBDMS-CS (TPCcpo,1-BrAoe-DITBDMS-CS, 34). El compuesto 9 (800
mg, 1,58 mmol) se disolvié en NMP (25 ml) en una atmoésfera de Nz y en la oscuridad. Se afiadieron TPC-CO-Pip 28
(125 mg, 0,173 mmol) y NaHCOs3 (0,29 g, 3,45 mmol) a temperatura ambiente. Después, la mezcla de reaccion se
calent6 a 75 °C y se agitd durante una noche antes de enfriarse y verterse en agua en agitacion. El sélido se eliminé
por filtracién, se lavé con abundante agua, y se secé bajo succion. Después, el solido obtenido se disolvié en
CHCly, se filtré y se secd sobre Na;SOy, y el disolvente se elimind al vacio para proporcionar el compuesto 34 (810
mg, 89 %) en forma de un sélido de color pardo.

"H RMN (CDCl3): 6 = 7,75-8,60 (m, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC-fenil-Ho,m), 7,64-7,71 (m, trifenil-Hm,p), 3,38-4,5
[m a, quitosano (H-1, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6' y 2H GIuNH-C=0, CH,CONGlc), anillo de piperazina-CH, y
clorina B-pirrolo-CHy], 2,76-2,84 (m, anillo de piperazina-CHy), 0,89-0,92 [s a, (CHj3)3C-Si], 0,02-0,10 [(m a,
(CHs)2Si)], -1,40 y -1,48 (s a, a-pirrol-NH) ppm.
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Procedimiento general A para los compuestos 30 y 35

(N-TPC-NH-Pip-acetil)o 1-(N-(N,N,N-trimetilamonioil)acetil)o o-DiTBDMS-CS (TPCNPy,1-DiTB- DMS-CS-TMAy 6, 30). El
compuesto 29 (350 mg, 0,61 mmol) se disolvid en CH,Cl, (15 ml) en una atmésfera de N2 y en la oscuridad. Se
afiadi6 una cantidad en exceso de una solucion de trimetilamina y la mezcla de reaccion se agit6é a ta durante 24 h.
El disolvente se elimind al vacio. El producto en bruto se secé completamente a alto vacio, produciendo el producto
en bruto 30 (355 mg, 94 %) en forma de un sdlido de color pardo. El compuesto en bruto se usé tal cual en la
siguiente etapa.

(N-TPC-CO-Pip-acetil)o,1-(N-(N,N,N-trimetilamonioil)acetil)o,o-DiTBDMS-CS (TPCcpo,1-DiTB- DMS-CS-TMAo e, 35). El
procedimiento general A se siguié usando 34 (350 mg, 0,61 mol) y una solucién de trimetilamina para dar 35 en
forma de un sélido en bruto (360 mg, 94 %). El compuesto en bruto se us6 tal cual en la siguiente etapa.

Procedimiento general B para los compuestos 31 y 36

(N-TPC-NH-Pip-acetil)o 1-(N-(N-metilpiperazinil)acetil)o o-DiTBDMS-CS  (TPCNP, 1-DITBDMS-CS- MPgog, 31). El
compuesto 29 (350 mg, 0,61 mmol) se disolvié en CH.Cl; (15 ml) en una atmésfera de N2 y en la oscuridad. Se
afadié una cantidad en exceso de 1-metilpiperazina y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente
durante 24 h. El disolvente se eliminé al vacio. Después, el producto en bruto se secé completamente a alto vacio
produciendo el producto en bruto correspondiente 31 (330, 89 %). El compuesto en bruto se usd tal cual en la
siguiente etapa.

(N-TPC-CO-Pip-acetil)o,1-(N-(N-metilpiperazinil)acetil)o o-DiTBDMS-CS  (TPCcpo,1-DiTBDMS-CS- MPgo, 36). El
procedimiento general B se siguié usando 34 (250 mg, 0,38 mol) y 1-metilpiperazina para dar 36 en forma de un
solido en bruto (265 mg, 93 %). El compuesto en bruto se uso tal cual en la siguiente etapa.

Sintesis de productos finales (32, 33, 37 y 38)

La desproteccion final se consiguié siguiendo el procedimiento general C: Los compuestos (30/31/35/36) se
disolvieron en MeOH en una atmédsfera de N2 y en la oscuridad. La mezcla de reaccion se desgasifico mediante
purga con Nz durante 5 minutos y posteriormente se enfri6 a 0 °C antes de la adiciéon de 4 ml de HCI conc. La
mezcla de reaccion se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 12 h, antes de concentrarse
completamente al vacio. El residuo en bruto se disolvié de nuevo en MeOH y se desgasificé en una atmoésfera de N;
y en la oscuridad. La mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C antes de la adicion de 2 ml de HCI conc. La mezcla de
reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante 12 h. Después, la mezcla de reaccién se diluyo
y se intercambid idbnicamente mediante la adicién de NaCl acuoso al 5 % durante 1 h, antes de dializarse contra
NaCl acuoso al 8 % durante 24 h y después contra agua desionizada durante 3 dias. La solucion de color pardo
transparente se liofilizd posteriormente durante una noche para proporcionar los productos finales (32/33/37/38
respectivamente) en forma de un material mullido de color pardo.

TPCNP,1-CS-TMAg 90 (32). El procedimiento general C se siguié usando 30 (325 mg, 0,52 mmol) y HCI conc./MeOH
para dar 32 en forma de un solido de color pardo (175 mg, 85 %). 'H RMN (DMSO-de: DO, 98:2): 6 = 7,83-8,62 (m,
B-pirrol- H, fenil-Ho y R-NHTPC-fenil-Ho,m), 7,69-7,77 (m, trifenil-Hm,p), 4,52 (s a, H-1), 4,11-4,14 (m, -CH>,CONGIc
y clorina B-pirrol-CHy), 3,26-3,67 (m a, parcialmente solapado con el pico HDO, H-2 GlcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-
6’, 2H GIuNH-C=0, TPCNHCOCHz-pip, anillo de piperazina-CH] 3,24 (s, +N(CHs)3)) ppm; UV-vis (DMSO): Amax:
421, 520, 549, 599, 651 nm.

TPCNPg,1-CS-MPg g0 (33). El procedimiento general C se sigui6é usando 31 (300 mg, 0,45 mmol) y HCI conc./MeOH
para dar 33 (165 mg, 84 %) en forma de un sdlido de color pardo. 'H RMN (DMSO-de: D20, 98:2): 6 = 7,83-8,62 (m,
B-pirrol-H, fenil- Ho y R-NHTPC-fenil-Ho,m), 7,66-7,75 (m, trifenil-Hm,p), 4,50 (s a, H-1), 4,10-4,14 (m, clorina j3-
pirrol-CHy), 2,92-3,55 (m, parcialmente solapado con pico de HDO, H-2 GIcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6’, 2H GIuNH-
C=0, CH2CONGIc, TPCNHCOCH,-pip), 2,33-2,63 (m, parcialmente solapado con el pico DMSO-d6, anillo de
piperazina-CHa, piperazina-N-CHs) ppm; UV-vis (H20): Amax: 412, 430, 531,560, 611, 664 nm; UV-vis (DMSO): Amax:
421,521,548, 596, 651 nm.

TPCCPy1-CS-TMAg g0 (37).

El procedimiento general C se siguié usando 35 (300 mg, 0,48 mmol) y HCI conc./MeOH para dar 37 en forma de un
solido de color pardo (170 mg, 89 %).

FT-IR (KBr): v 3353, 3061, 2950, 1683, 1580, 1473, 1440, 1376, 1291, 1154, 1112, 1067, 1032, 970, 911, 794, 703
em™: '"H RMN (DMSO-des: D20, 98:2): & = 7,89-8,62 (m, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC-fenil-Ho,m), 7,67-7,76 (m,
trifenil-Hm,p), 4,50 (s a, H-1), 4,06-4,16 (m, CH>,CONGiIc y clorina 3-pirrol-CHy), 3,26-3,75 (m, parcialmente solapado
con pico de HDO, H-2 GIcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6', 2H GIuNH-C=0, anillo de piperazina-CH,), 3,24 (s,
+N(CHj3)3)) ppm; UV-vis (DMSO): Amax: 420, 520, 547, 599, 651 nm.
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TPCcpo,1-CS-MPg o0 (38). El procedimiento general C se siguié usando 36 (240 mg, 0,38 mmol) y HCI conc./MeOH
para dar 38 en forma de un sélido de color pardo (85 mg, 52 %).

FT-IR (KBr): v 3349, 2927, 1644, 1580, 1461, 1440, 1374, 1285, 1070, 1043, 985, 945, 794719, 703 cm™; "H RMN
(DMSO-de: D20, 98:2): & = 7,86-8,63 (m, B-pirrol-H, fenil-Ho y R-COTPC-fenil-Ho,m), 7,67-7,76 (m, trifenil- Hm,p),
4,50 (s a, H-1), 4,08-4,14 (m, clorina B-pirrol-CHyz), 2,92-3,55 (m, parcialmente solapado con pico de HDO, H-2
GlcNAc, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6', 2H GIuNH-C=0, CH,CONGIc) 2,27-2,63 (m, parcialmente solapado con el pico
DMSO-d6, anillo de piperazina-CHa, piperazina-N-CHs) ppm; UV-vis (DMSO): Amax: 421,520, 547, 599, 651 nm.

Andlogos de TPP de los compuestos 32, 33, 37 y 38

Se observaron resultados inesperados (Retro-oxidacion de los compuestos de TPC con respecto a los compuestos
de TPP por TBAF/NMP) cuando se usaron siguiendo el procedimiento de desproteccion por TBDMS general D para
los compuestos finales 32, 33, 37 y 38).

Ejemplo: Andlogo de TPP del compuesto 32 (TPPNPg 1-CS-TMAg9): El material 30 (600 mg, 0,86 mmol) se disolvid
en N-Metil-2-pirrolidona (NMP) (5-10 ml) seguido de la adicién de una cantidad en exceso de fluoruro de tetra-n-
butilamonio (TBAF). La mezcla de reaccion se agitdé durante 24 h a 55 °C, se enfrio, se acidificd con HCI diluido, y se
agité durante 30 minutos antes de dializarse contra NaCl al 8 % (p/v) en agua desionizada durante dos dias y contra
agua desionizada durante 3 dias. Durante este tiempo, el color de la solucién cambié gradualmente de gris a rojo.
Después, la solucidn de colo rojo se liofilizé para producir un material de tipo esponja de color pardo. Los materiales
se desprotegieron de nuevo, se intercambiaron idnicamente, se dializaron y se liofilizaron. Sin embargo,
sorprendentemente debido a la retro-oxidacion, los compuestos se convirtieron de nuevo en sus analogos de TPP,
que se confirmd por UV-Vis (ya que el pico caracteristico a 650 disminuyd casi completamente). (Datos no
mostrados)

Resultados

La Tabla 3, a continuaciéon, muestra el DS para los compuestos portadores finales. La Tabla 4 muestra los
rendimientos cuanticos de fluorescencia (®r) de los vehiculos de quitosano modificado por TPC. La Figura 14
muestra el espectro de 1H RMN de TPC-CO-Pip (28) - se muestran ambos isdbmeros. Las Figuras 15-17 muestran
espectros equivalentes para los compuestos 21, 29 y 34, respectivamente. La Figura 18 muestra los espectros de
RMN de los compuestos portadores finales 37, 38, 32 y 33 en ds-DMSO/D-0.

Tabla 3
Registro Derivados de Compuesto TPC-NH-Pip (equiv. TPC-CO-Pip DS (restos de TPP
quitosano por  unidad de (equiv. por unidad unidos por unidad de
azucar usada) de azucar usada) azucar)
1. TPCNP,1-CS- 32 0,10 -- 0,10*
TMAg,9
2. TPCNPy 4-CS- 33 0,10 -- 0,10*
MPg g
3. TPCCPg 4-CS- 37 - 0,11 0,13**
TMAg,9
4. TPCCPy 1-CS- 38 - 0,11 0,13*
MP o9
* DS determinado por el 'H RMN del intermedio 29
** DS determinado por el "H RMN del intermedio 34
Tabla 4
Registro Derivados de quitosano Compuesto  Aaps* (M)  Aem®™ (nM)  Rendimiento cuantico (®f)
1. TPC(p-NH2)1 20 420 653 0,00246
2. TPC-NH-Pip 21 420 653 0,01355
3. TPCNPg 1-CS-TMAg ¢ 32 420 653 0,01383
4. TPCNPy,1-CS-MPo9 33 420 653 0,01353
5. TPC(p-CO2H)1 26 420 653 0,01331
6. TPC-CO-Pip 28 420 653 0,01366
7. TPCCPg 1-CS-TMAp ¢ 37 420 653 0,01270
8. TPCCPg 1-CS-MPg 9 38 420 653 0,01275

* Todos los datos recopilados en DMSO a temperatura ambiente
A - Longitud de onda
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Ejemplo 3 - Estudios in vitro e in vivo Materiales

La linea celular de carcinoma de colon humano HCT116/LUC (transfectado permanentemente con un gen que
codifica luciferasa) fue proporcionada amablemente por el Dr. Mohammed Amarzguioui, siRNAsense, Oslo,
Noruega. MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) era de Sigma-Aldrich (MO, Estados Unidos;
cat. n.° M 2128), disuelto en PBS a una concentracion de 5 mg/ml, se filtré estéril y se almacend a 4 °C. El plasmido
PEGFP-N1 se adquirié en Clontech Laboratories Inc. (CA, Estados Unidos; Cat. N.° 6085-1), producido por ELIM
Biopharmaceuticals, Inc. (CA, Estados Unidos) (lote n.° 1002) y se administré6 a una concentracion de 2 mg/ml en
agua estéril. Esta solucion madre se dividié en alicuotas y se mantuvo a -20 °C. La poli-L-lisina HBr (PM 15000-
30000) era de Sigma-Aldrich (MO, Estados Unidos; cat. n.° P 7890). La poli-L-lisina HBr se disolvié y se diluy6 en
agua destilada, se esterilizé por filtracion y se almacend a -20 °C.

Estudios in vitro
Cultivo de células.

HCT116/LUC se cultivaron en medio DMEM (Lonza, Veviers, Bélgica) complementadas con suero fetal bovino al 10
% (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 100 U/ml de penicilina y 100 pyg/ml de estreptomicina (Sigma-
Aldrich, MO, Estados Unidos) a 37 °C y CO; al 5 % en un entorno humedo.

Tratamiento de las células.

Las células HCT116/LUC (1,5 x 10° células por pocillo para las mediciones de transfeccion, 3,75 x 10° células por
pocillo para el ensayo de MTT) se sembraron en placas de 6 pocillos (transfeccion) y de 24 pocillos (MTT) (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) y se incubaron durante 24 h (CO; al 5 %, 37 °C). El fotosensibilizador TPCS,; o los
conjugados de quitosano (16A, 16B, 17A, 19A, 37, 38, 32 o 33) se afiadieron entonces a las células, y las células se
incubaron durante 18 h (COz al 5 %, 37 °C). Después, las células se lavaron tres veces con medio de cultivo celular
y se incubaron durante 4 h (CO; al 5 %, 37 °C) en medio que contenia el complejo plasmidico. Después, las células
se lavaron una vez. Después de la adicién de medio recién preparado, las células se iluminaron con diferentes dosis
de luz. Después de 48 h de incubacion, la expresion de EGFP (Proteina verde fluorescente mejorada) se analizé
mediante citometria de flujo. La supervivencia celular se midié6 mediante el ensayo MTT en experimentos paralelos.
Las células se expusieron a la luz de LumiSource® (PCI Biotech, Oslo, Noruega). LumiSource® se administra con
un banco de 4 tubos de luz (4 x 18 W Osram L 18/67, azul) que emiten principalmente luz azul con una longitud de
onda pico en la regién de 420-435 nm.

Preparacion de complejos de plasmido/poli-L-lisina.

Se formaron complejos de plasmido/poli-L-lisina con una relaciéon de carga de 2,2 mediante mezcla suave de ADN
de plasmido y soluciones de poli-L-lisina. Se diluyeron 2,5 pl de ADN (solucién madre 2 pg/ul) con 47,5 ul agua, y se
diluyeron 6,92 pl de poli-L-lisina (1 pg/ul) con 43,08 ul de agua. Después de la mezcla, la solucion se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se diluyé con medio de cultivo hasta un volumen final de 1 ml y se
anadio a las células (1 ml por pocillo).

Medida de la transfeccion.

Las células se ftripsinizaron en 100 pl de tripsina (Tripsina-EDTA, Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos), se
suspendieron de nuevo en 500 pl de medio de cultivo celular y se filtraron a través de un tubo de poliestireno
redondo de 5 ml con tapén de filtro celular (BD Falcon) (filtro de nylon con malla de 50 uym) antes del analisis en un
citdbmetro de flujo BD LSR (Becton Dickinson, CA, Estados Unidos). Se midi6 la EGFP a través de un filtro de 425-
475 nm después de la excitacion a 488 nm, y se midié el yoduro de propidio (Calbiochem Corporation, CA, Estados
Unidos) a través de un filtro de 600-620 nm después de la excitacién a 561 nm. Se usé yoduro de propidio (1 pg/ml)
para discriminar las células muertas de las células viables, y se realiz6 un procesamiento por impulsos para
discriminar los dobletes celulares de las células individuales. Se recolectaron 10000 eventos para cada muestra, y
los datos se analizaron con el software BD FACSDiva (Becton Dickinson, CA, Estados Unidos).

Medicion de la supervivencia celular.

La supervivencia celular se midi6 mediante un método basado en la reduccion de una sal de tetrazolio soluble en
agua (MTT) en un producto de formazano insoluble de color purpura por deshidrogenasas mitocondriales presentes
en células vivas metabdlicamente activas. Se afiadieron 0,5 ml de medio que contenia 0,125 mg de MTT a las
células, seguido de una incubacion de 2 h a 37 °C, CO; al 5 %. Los cristales de formazano resultantes se disolvieron
mediante la adiciéon de 500 pyl de DMSO (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) por pocillo. Las placas se leyeron por
un espectrofotémetro de microplacas PowerWave XS2 (BioTek Instruments, VT, Estados Unidos). La supervivencia
celular se calculé como el porcentaje de controles (paralelos sin luz).
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Estudios in vivo

Animales. Se criaron ratones hembra Hsd:atémicos nude-Foxn1™ en el departamento de animales del Norwegian
Radium Hospital. Los ratones se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos especificos. El agua y la comida
se administraron ad libitum. Todos los procedimientos con ratones se llevaron a cabo de acuerdo con los protocolos
aprobados por el comité de cuidado de los animales en el Norwegian Radium Hospital, bajo las directrices del
Comité Nacional de Etica sobre el bienestar animal.

Los ratones pesaban 22-25 g (5-8 semanas de edad) cuando se incluyeron en el experimento. Las células
HCT1 16/LUC se cultivaron a 37 °C y CO» al 5 % en un ambiente humedo antes del trasplante. Se inyectaron 1,5 x
10° células por via subcutanea en la cadera derecha de cada raton. El tamafio del tumor se midié dos o tres veces
por semana midiendo dos diametros perpendiculares. El volumen del tumor se calculd usando la siguiente férmula:

V=(WxL)2
donde W es la anchura y L la longitud del tumor medido.
Tratamiento.

Los quitosanos se diluyeron en 1,25 mg/ml de TPC en PBS (compuesto 37) y Tween 80 al 3 % (compuestos 38 y
33). Se inyectaron 88-100 pl por via |ntravenosa en la vena de la cola (dosis final 5 m/kg) cuando los tumores habian
alcanzado un volumen de 60-100 mm?®. Los TPCS;, se diluyeron en 1,25 mg/ml en Tween 80 al 3 % y se inyectaron
88-100 pl por via mtravenosa en la vena de la cola (dosis final 5 m/kg) cuando los tumores habian alcanzado un
volumen de 60-100 mm®. 96 horas después de la inyeccion del fotosensibilizador, los tumores se iluminaron con un
laser de dIOdO de 652 nm (Ceramoptec GmbH, Bonn, Alemania) a una irradiacién de 90 mW/cm? y una dosis de luz
de 15 Jicm® Para los animales que recibieron tratamiento con PCl + Bleomicina, se inyectaron 1500 Ul de
Bleomicina (unidades europeas) en 100 pl por via intraperitoneal. Los tumores se iluminaron 30 minutos después de
la |nyeCC|on de BLM con un laser de diodo de 652 nm (Ceramoptec GmbH, Bonn, Alemania) a una irradiancia de 90
mW/cm?. Los animales se cubrieron con papel de aluminio, excepto el area del tumor donde se hizo un orificio en la
lamina con un diametro 2 mm mayor que el area del tumor.

Sistema de imagenes in vivo.

La bioluminiscencia se midié con una serie IVIS Lumina 100 de Caliper Life Sciences, MA, Estados Unidos. Los
animales se anestesiaron (Zoletil) y se inyectaron con 200 pl de D-Luciferina (Caliper Life Sciences) (20 mg/ml en
PBS) por via intraperitoneal. Las imagenes se tomaron 10 minutos después de la inyeccién de D-Luciferina. La
bioluminiscencia se midié aproximadamente una vez a la semana desde el dla 11 después de la inyeccion de PS.
Los animales se sacrificaron cuando el tumor alcanzé un volumen >1000 mm?® o cuando el animal mostraba signos
de dolor o comportamiento anormal.

Los datos se analizaron con el software Living Image 4.2 (Caliper Life Sciences).

El efecto bioldgico de los conjugados de TPP-quitosano 16A y 16B se ensayd en experimentos en los que los
conjugados se usaron como agentes fotosensibilizadores en la internalizacion fotoquimica para potenciar la
liberacion génica. Los detalles experimentales se describen en Materiales y métodos. Como se puede ver en las
Figuras 19 ((a) y (b)), los conjugados 16A y 16B fueron excelentes fotosensibilizadores para la PCl ya que se pudo
observar una potenciacion sustancial de la transfeccion con dosis bajas de luz. El efecto se mejoré en relacion con el
obtenido con el fotosensibilizador TPCS2. que se ha disefiado especialmente para su uso en PCl, y que esta en
desarrollo clinico para el tratamiento del cancer (Berg et al., 2011, anteriormente). Por lo tanto, con TPCS3;,, no se
alcanzaron niveles de transfeccion similares ni siquiera cuando se emplearon dosis de luz mas altas (Figura 19 (e)).

Se realizaron experimentos similares con los TPP-quitosanos 17A y 19A (Figura 19 (c) y (d)). Se puede observar que
estos conjugados son incluso mas potentes que 16A y 16B. Por lo tanto, en comparacion con TPCSg,, fueron al
menos 10 veces mas activos, ya que incluso cuando se usaron en una concentracion 10 veces menor, estos
conjugados proporcionaron una potenciacion de transfeccion sustancialmente mayor que la observada con TPCSz,.
Esto fue bastante sorprendente en el sentido de que se podria haber esperado que la proximidad de las moléculas
sensibilizadoras en los conjugados de quitosano condujera a la inactivacion del efecto fotosensibilizador haciendo
que los conjugados fueran menos eficaces que las moléculas sensibilizadoras libres que no estarian sometidas a
dichos efectos inhibidores. Por lo tanto, parece que los conjugados fotosensibilizador-quitosano interactian con las
membranas endociticas de alguna manera desconocida que los hace especialmente adecuados para su uso en PCI
y métodos relacionados.

Como se puede ver en la Figura 20, se obtuvieron resultados similares con conjugados de TPC-quitosano

(compuestos 37, 38, 32 y 33), que en comparacion con los conjugados de TPP, tienen la ventaja de que también se
pueden activar mediante iluminacién con luz roja, lo que permite una mejor penetracion del tejido cuando se usa in
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vivo. Esta es una caracteristica importante en el tratamiento de lesiones mas grandes in vivo (por ejemplo, tumores
mas grandes), pero es una desventaja en casos en los que uno solo quiere tener un efecto fotoquimico superficial,
por ejemplo, en enfoques de vacunacion donde el efecto deseado estara en las capas superiores de la piel.

Como se puede ver en la Figura 21, también se obtuvieron resultados similares con el compuesto 54, lo que
demuestra que también los conjugados que contienen PEG son eficaces para inducir un efecto PCI.

También se han explorado conjugados de TPC en experimentos in vivo, investigando si los conjugados son activos
en enfoques terapéuticos basados en PDT y PCI. La Figura 22 muestra imagenes de ratones portadores de tumores
iluminados tratados con los conjugados 38 y 33 en solitario o junto con el agente anticanceroso citotdxico bleomicina
(para mas detalles véase Materiales y Métodos). Se usaron animales no tratados y animales inyectados con TPCS2,
+ bleomicina como controles. Las células cancerosas utilizadas se transfectaron permanentemente para expresar
luciferasa de manera que la extensién de los tumores pudiera controlarse mediante imagenes de bioluminiscencia
después de la inyeccion de luciferina. Como se muestra en la Figura 22, los animales de control no tratados y los de
TPCS,, + bleomicina (8 y 7, respectivamente) presentaron una fuerte fluorescencia 11 y 15 dias después de la
inyeccion del fotosensibilizador (7 y 11 dias después de la iluminacion), lo que indica la presencia de grandes
cantidades de células cancerosas vivas en el tumor. En estos animales, los tumores habian crecido tanto que los
animales tuvieron que sacrificarse por razones humanitarias después del dia 15. Por el contrario, para los animales
tratados con los conjugados de quitosano solo habia fluorescencia débil en solo uno de los animales (animal 3) en el
dia 11, lo que muestra que tanto el tratamiento fotoquimico puro (PCI solo, analogo a un tratamiento con PDT) como
el tratamiento de combinacion PCI + bleomicina han reducido fuertemente la cantidad de células cancerosas en el
tumor. Se puede observar que en los animales tratados con PCI solo (animales 3 y 5) la fluorescencia aumento entre
el dia 15 y el dia 20, lo que demuestra que el tratamiento fotoquimico de PCI solo no fue suficiente para destruir
todas las células tumorales. En contraste, los animales tratados con PCI + bleomicina (animales 4 y 6) no mostraron
esencialmente fluorescencia incluso el dia 20, lo que demuestra que esta combinacion fue significativamente mas
eficaz que la PCI sola, lo que indica que los conjugados de quitosano indujeron un fuerte efecto de internalizacion
fotoquimica; y mucho mas fuerte que lo que indujo el fotosensibilizador TPCS,, que se encuentra en desarrollo
clinico para el tratamiento del cancer.

En la Figura 23 se muestran curvas del crecimiento tumoral en los animales tratados (incluyendo también el
compuesto 37 del conjugado de quitosano) que corroboran los resultados de imagen mostrados en la Figura 22, y
que muestran que en los animales tratados con compuesto 38 + bleomicina o 33 + bleomicina, los tumores parecen
estar completamente erradicados. Estos resultados indican nuevamente que los conjugados de quitosano son
agentes mucho mas eficaces para PCl que TPCSz. (qQue en combinacién con bleomicina no tuvo efecto sobre el
crecimiento tumoral en este experimento). Ademas, se puede observar que la adicién de bleomicina al programa de
tratamiento mejoré significativamente el efecto terapéutico para los tres conjugados de quitosano probados (en
comparacion con el tratamiento fotoquimico solo), lo que indica la induccidon de un fuerte efecto de internalizacion
fotoquimica por estos conjugados. Esta eficacia mejorada es muy sorprendente ya que la razén principal para
disefiar conjugados de fotosensibilizador-polimero es obtener una mejor selectividad del tratamiento debido al
denominado efecto EPR. Sin embargo, se debe esperar que esta selectividad potencialmente potenciada vaya
seguida de una menor eficacia debido al gran peso molecular de los conjugados, lo que conduce a una difusién
mucho mas lenta a través de los tejidos que para los fotosensibilizadores de moléculas pequefas, y por lo tanto, a
una menor concentracion de sensibilizador en las células tumorales, y dificultades para administrar el sensibilizador
a todas las células de un tumor. Con los conjugados de quitosano descritos en la presente invencion, claramente
éste no era el caso.

Ejemplo 4
Los materiales y métodos generales fueron segun el Ejemplo 1, cuando fue adecuado.
Véase el Esquema 7 en la Figura 24

Sintesis de ftrietilenglicol monometil éter tosilato (40) (también denominado 4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etilo)

Se disolvio trietilenglicol monometil éter 39 (4,87 ml, 30,43 mmol) en THF (25 ml). Se afadié una solucién acuosa
(25 ml) de hidroxido potasico (3,7 g, 65,95 mmol) y la mezcla resultante se enfrié a 0 °C. Después, se afiadi6 gota a
gota cloruro de p-toluenosulfonilo (6,86 g, 48,77 mmol) disuelto en THF (50 ml) a través de un embudo de adicién
por goteo durante un periodo de 30 minutos. La mezcla de reaccion se agité durante 2 h mas a 0 °C y después se
dejo agitar a ta durante una noche. La mezcla de reaccion se concentré al vacio para eliminar el THF antes de que
se diluyera con EtOAc (40 ml) y agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 75 ml). La fase organica combinada se
seco sobre NaxSOy, se filtrd y se concentré al vacio para proporcionar el compuesto 40 (7,13 g) en forma de un
material oleoso turbio de color gris.

FT- IR: 2878, 1598, 1453, 1356, 1177, 1097 cm™"; "H RMN (400 MHz, CDCls): & = 7,80 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,34 (d, J =
8 Hz, 2H), 4,16 (t, 2H, CH,OTs), 3,67-3,70 (m, 2H, - CH»-CH,OTs), 3,58-3,62 (m, 6H, TEG OCHys), 3,37 (s, 3H,
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OCHz), 2,44 (s, 3H, ArCHz) ppm; 3C RMN (400 MHz, CDCl; = 144,91,133,19, 129,94, 128,12, 72,05, 70,90, 70,71,
69,36, 68,83, 59,17, 21,78 ppm.

Sintesis de (trietilenglicol monoetil éter tosilato)(42) (también denominado 4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-
etoxietoxi)etoxi)etilo)

Se disolvio trietilenglicol monoetil éter 41 (4,9 ml, 28,1 mmol) en THF (30 ml). Se afiadi6 una solucioén acuosa (25 ml)
de hidréxido potasico (3,7 g, 65,95 mmol). Después, la mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C. Después, se afiadio gota
a gota cloruro de p-toluenosulfonilo (6,86 g, 48,77 mmol) disuelto en THF (50 ml) a través de un embudo de adicién
por goteo durante un periodo de 30 minutos. La mezcla de reaccién se agité durante 2 h mas a 0 °C y después se
dejo agitar a ta durante una noche. La mezcla de reaccion se concentré al vacio para eliminar el THF antes de que
se diluyera con EtOAc (40 ml) y agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 75 ml). La fase organica combinada se
seco sobre NaxSOy, se filtrd y se concentré al vacio para proporcionar el compuesto 42 (6,83 g) en forma de un
material oleoso turbio de color gris.

FT-IR: 2870, 2975, 1598, 1453, 1358, 1177, 1110 cm™; "H RMN (400 MHz, CDCls): & = 7,77 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,31
(d, J = 8 Hz, 2H), 4,13 (t, 2H, CH,OTs), 3,64-3,67 (m, 2H, -CH,CH,0Ts), 3,52-3,59 (m, 8H, TEG OCHys), 3,49 (c, J =
8 Hz, 2H,-OCH,CHg), 2,42 (s, 3H, Ar-CHa), 1,17 (t, J = 8 Hz, 3H, -OCH>CH3s) ppm.

Sintesis de tosilato de metoxi polietilenglicol (44)

Se disolvio polietilenglicol monometil éter 43 (5 g, 14,29 mmol, PM promedio: 350 Da) en THF (50 ml). Se afadio
una solucién acuosa (25 ml) de hidréxido potasico (1,76 g, 31,44 mmol). Después, la mezcla de reaccion se enfrié a
0 °C. Después, se afiadié gota a gota cloruro de p-toluenosulfonilo (3,27 g, 17,14 mmol) disuelto en THF (50 ml) a
través de un embudo de adicion por goteo durante un periodo de 30 minutos. La mezcla de reaccion se agité durante
2 hmas a0 °C y después se dej6 agitar a ta durante una noche. La mezcla de reacciéon se concentré al vacio para
eliminar el THF antes de que se diluyera con EtOAc (40 ml) y agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 75 ml). La
fase organica combinada se secé sobre Na,SOq, se filtrd y se concentrd al vacio para proporcionar el compuesto 44
g5,91 g) en forma de un material oleoso turbio de color gris.

H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 7,74 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,29 (d, J = 8 Hz, 2H), 4,11 (t a, 2H, CH,0Ts), 3,49-3,65 (m
28H, -CH,-CH,OTs y PEG OCHys), 3,32 (s, 3H, OCHs), 2,39 (s, 3H, Ar-CH3) ppm.

Sintesis de trietilenglicol monoetiléter piperazina (46)
(también denominada 1-(2-(2-(2-etoxietoxi)etoxi)etil)piperazina (46) (TEG-Pip)

Se disolvié piperazina (10,4 g, -120 mmol) en acetonitrilo (150 ml) en una atmésfera de nitrégeno. El compuesto 42
(5 g, 15,04 mmol) disuelto en acetonitrilo (30 ml) se afiadi6é gota a gota. La mezcla resultante se agit6 a ta durante 12
h antes de concentrarse al vacio para eliminar el acetonitrilo. El producto en bruto se purificd por cromatografia
ultrarrapida en columna sobre gel de silice usando MeOH: Cchlg (8:92) como eluyente para proporcionar el
compuesto puro 46 (1,52 g, 41 %) en forma de un liquido incoloro. 'H RMN (400 MHz, CDCl3): & = 3,54-3,64 (m,
10H, TEG OCHjys), 3,50 (c, J = 8 Hz, 2H, -OCH>CH3), 3,43 (s, 1H, NH), 2,88 (t, 4H, Anillo de piperazina-CHy), 2, 55 (t
2H, OCH2-CH,-Piperazina), 2,46 (m a, 4H, Anillo de piperazina-CHy), 1,18 (t, J = 8 Hz, 3H, - OCH,CHz3) ppm; c
RMN: 70,76, 70,70, 70,47, 69,92, 68,86, 66,73, 58,47, 54,89, 50,55, 45,99, 15,25 ppm; MS (ESI) calc. para
C12H27N203 ([M+H]+) 247,2016, observado 247,2014.

Sintesis de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)acetaldehido (45)

Se disolvié cloruro de oxalilo (5 ml, 58,24 mmol) en CHxCl> (75 ml) en una atmoésfera de nitrégeno. La mezcla
resultante se enfri6 a -78 °C usando una mezcla de hielo seco/acetona antes de la adicion gota a gota
cuidadosamente de DMSO (5 ml) diluido en CH2Cl, (15 ml). Después de que se completara la adicion, la mezcla de
reaccion se agitdé durante 10 minutos mas antes de la adicién gota a gota de trietilenglicol monometil éter 39 (5 ml,
31 mmol) diluido en CHxCIl, (30 ml). La mezcla de reaccion se agitd durante 15 minutos después de la adicidn
completa. Después, se afiadioé gota a gota EtsN (20 ml, 143 mmol) diluido en CH2Cl, (20 ml) durante un periodo de
20 minutos y se agité durante 30 minutos mas a -78 °C antes de dejar que alcanzara la ta. Después, la mezcla de
reaccion de color blanco "lechoso" se lavé con agua (2 x 45 ml) y con salmuera (40 ml). La fase organica se seco
con NaxSOq, se filtré y se concentré al vacio. El producto en bruto resultante se purificd por cromatografia en
columna sobre gel de silice usando MeOH/EtOAc (0:100-10:90) como eluyente para proporcionar el aldehido 45
(2,40 g). El analisis de 1TH RMN reveld que el compuesto 47 estaba contaminado con algunas impurezas
inseparables.

FT-IR: 3436, 2879, 1734, 1454, 1353, 1108, 1028 cm™; "H RMN (400 MHz, CDCl3) & ppm: 9,73 (s, 1 H, CHO), 4,16
(s, 2H), 3,54-3,76 (m, 10H), 3,38 (s, 3H) ppm. (El producto esta contaminado con material de partida. El producto es
aproximadamente el 50 %).
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Sintesis de 2-(2-(2-etoxietoxi)etoxi)acetaldehido (47)

El mismo procedimiento que se usd para el compuesto anterior; excepto que el material de partida usado fue
trietilenglicol monoetil éter (41) en lugar de trietilenoglicol monometil éter (39). Compuesto 47 (Rendimiento: 2,34 g,
~42 %) contaminado con algunas impurezas inseparables.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & ppm: 9,67 (s, 1 H, CHO), 4,10 (s, 2H), 3,52-3,69 (m, 10H), 3,45 (c, 2H), 1,15 (t, 3H)
ppm. (El producto esta contaminado con material de partida. El producto es aproximadamente el 42 %).

TEGilacion de quitosano por N-modificaciones directas de 3,6-di-O-TBDMS-quitosano Véase el esquema 8 en la
Figura 25.

Sintesis de N-(2-(2-(2-etoxietoxi)etoxi)etilamino quitosano TEGg 41-CS (49a)

Se disolvié DiITBDMS-quitosano 8 (300 mg, 0,77 mmol) en NMP (5 ml) y se calenté a 50 °C en un vial de reaccién.
Se afiadié Cs2CO3 (1 g, 3,07 mmol) y una cantidad catalitica de yoduro potasico. Después, el vial de reaccion se
cerré herméticamente y la mezcla de reaccion se agit6é durante 2 h antes de la adicion del compuesto 42 (767 mg,
2,31 mmol) a través de una jeringa. La mezcla de reaccion se agité durante 48 h antes de enfriarse y verterse en
hielo-agua, y el precipitado obtenido se eliminé por filtracion, y se secd usando un horno de vacio. El producto en
bruto 48a (270 mg) se obtuvo en forma de un polvo de color amarillo y se uso6 tal cual estaba en la siguiente etapa
de desproteccion como se describe a continuacion.

Para la desproteccion de grupos hidroxilo (eliminacion de los grupos sililo), el compuesto en bruto 48a se suspendio
en MeOH (15 ml). Se afadié lentamente HCI concentrado (2 ml) a ta y la mezcla resultante se agité durante 12 h
antes de concentrarse al vacio. El producto en bruto obtenido se suspendié de nuevo en MeOH (15 ml) y se afiadié
HCI conc. (2 ml) y se agité durante 12 h antes de diluirse e intercambiarse idbnicamente con una soluciéon acuosa
NaCl (5 %, 35 ml), y después se dializé contra agua desionizada durante 3 dias. Después de la finalizacién de la
didlisis, el material soluble en agua se liofilizé para proporcionar 49a (125 mg) en forma de un material pegajoso de
color blanco.

FT-IR: 3418, 2874, 1712, 1631, 1536, 1378, 1077 cm™; "H RMN (400 MHz, D,0) & = 4,68 y 4,27 (s, 1H, quitosano H-
1y H-1"), 3,14-3,97 (m a, 10H, quitosano H-2 a H-6, TEG (~ 41 % DS) OCHj's y O-CH,CH3), 2,96-3,14 (m a, 1H, H-2
y H-2), 1,21 (t, 1,24 H (~41 % DS) TEG O-CH>CHs) ppm.

Sintesis de N-(2-(2-(2-etoxietoxi)etoxi)etilamino quitosano TEGy 27-CS (51b) (27 % de DS)

El compuesto 49b se prepard usando el mismo procedimiento que se ha descrito anteriormente, excepto que se
usaron 1,5 equivalentes del reactivo tosilato de trietilenglicol (42) en lugar de 3 equivalentes. El compuesto 49b (27
mg) se obtuvo en forma de un material pegajoso de color blanco.

FT-IR: 3417, 2876, 1602, 1382, 1259, 1078, 599 cm™; 'H RMN (400 MHz, D2O: DCI, 95:5) 6 = 5,13y 4,95 (s, 1H,
quitosano H-1y H-1'), 3,24-3,99 (m a, 12H, quitosano H-2 a H-6, H-2', TEG (27 % de DS) OCH,'s y O-CH,CH3), 1,21
(t, 0,89 H, TEG O-CH,CH3) ppm.

Sintesis de N-acetilbromo-3,6-0-d/TBDMS-quitosano (9)

Se disolvié DITBDMS-quitosano 8 (3 g, 7,70 mmol) (sintetizado previamente por Ingdlfur Magnuisson) en CH2Cl, (30
ml) en una atmésfera de nitrégeno. La mezcla resultante se enfrié a -20 °C antes de la adicién de trietilamina (5,30
ml, 38 mmol) usando una jeringa. Después de 10 minutos de agitacién, se afiadi6 gota a gota bromuro de
bromoacetilo (2,65 ml, 30,51 mmol) diluido en CH>CI; (2,5 ml) usando una jeringa. Después, la mezcla de reaccion
se agitdé durante 1 hora a -20 °C, antes de diluirse con CH2Cl, (70 ml) e inmediatamente se concentré al vacio.
Después, el material de color pardo espeso se trituré y se lavd con acetonitrilo (3 x 35 ml), se secd antes de
disolverse de nuevo en CH,Cl, (40 ml) y se puso en un embudo de decantacién, donde se lavd con agua (2 x 25 ml)
y con salmuera (35 ml). La fase organica se seco con NaxSOu, se filtré y se concentrd al vacio para proporcionar el
intermedio bromoacilo 9 (2,57 g) en forma de un material sélido de color pardo.

FT-IR (KBr): v 3404 (a, NH), 2956-2858 (s, C-H TBDMS), 1682 (vs, C=0 amida 1), 1530 (vs, C=0 amida Il), 1473,
1391, 1362, 1311, 1259, 1101, 1005, 837, 777 (Si-C), 669 cm™'; 'H RMN (CDCl3) & ppm: 4,40 (s a, 1H, H-1), 3,26-
4,02 (m, 8H, H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6" y GIuNH-C=0OCHBr), 0,90 y 0,88 (s a, 18H, (CH3)3C-Si), 0,13 y 0,07
(s a, 12H, CH3.Si) ppm.

PEGilaciéon de quitosano por sustitucion nucledfila en N-acetil bromo-3,6-diTBDMS-quitosano N-(acetil piperazina-
TEG)-quitosano (51)

(i) Se disolvié acetil bromoquitosano 9 (200 mg, 0,397 mmol) en CH,CI; (25 ml) en una atmdsfera de nitrégeno.
El compuesto 46 (204 mg, 0,828 mmol) diluido en CH,Cl, (10 ml) se afadié gota a gota a ta. La mezcla
resultante se agité durante 10 minutos antes de la adicién de trietilamina (115 pl, 0,828 mmol). La agitacion se
continud a ta durante 24 h y el consumo total del material de partida 46 se confirmé por TLC de comprobacion en
MeOH: CHxCI, (1:9). Después, la mezcla de reaccidn se puso en un embudo de decantacioén y la fase organica
se lavo con agua (2 x 35 ml) y salmuera (35 ml), se seco sobre NaxSOs, se filtré y se concentré al vacio para
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proporcionar el compuesto 50 (214 mg) en forma de un liquido en bruto que se usé tal cual en la siguiente etapa
de desproteccion.

(ii) Para la desproteccion de grupos hidroxilo (eliminacion de los grupos sililo), el compuesto en bruto 50 se
suspendié en MeOH (15 ml). Se afiadié lentamente HCI concentrado (2 ml) a ta y la mezcla resultante se agitd
durante 12 h antes de concentrarse al vacio. El producto en bruto obtenido se suspendié de nuevo en MeOH (15
ml) y se afadié HCI conc. (2 ml) y se agitdé durante 12 h antes de diluirse e intercambiarse idnicamente con una
solucion acuosa NaCl (5 %, 35 ml), y después se dializé contra agua desionizada durante 3 dias. Después de la
finalizacion de la didlisis, el material soluble en agua se seco6 al vacio para proporcionar 51 (112 mg) en forma de
un material pegajoso transparente de color amarillento.

"H RMN (400 MHz, D20O) & = 4,63 (s, 1H, quitosano H-1), 2,74-3,76 (m, 30H, quitosano H-2 a H-6, GICNHCOCH,-
Pip- TEG, TEG OCHy's y O-CH,CHgs, anillo de piperazina-CHy's), 1,21 (t, 3 H, TEG O-CH>CH3) ppm; DS = 100 %.

Sintesis de N-acetil-piperazina tetrafenilporfirina (TPP-NH-Pip) (5)

Se realiz6 como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 1y el Esquema 1.
Sintesis de TPP-NH-CO-CH,-TBDMS-quitosano (55)

Véase el esquema 9 en la Figura 26.

Se disolvio DiTBDMS-quitosano (100 mg, mmol) en NMP (10 ml) a 55 °C. Se afadié carbonato de cesio (500 mg,
1,54 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 15 minutos antes de la adicién del compuesto 4 (72,2 mg, 0,096
mmol). Se afiadi6é una cantidad catalitica de yoduro potésico y la agitacion se continué durante 24 h antes de anadir
una cantidad catalitica de DMAP y se agit6 durante 24 h antes de enfriarse y verterse en agua. El precipitado se
elimind por filtracion, se secé en un horno de vacio para proporcionar el compuesto 55 en forma de un sélido en
bruto. Sin embargo, se observé un color rojo de la solucidén de agua que indicaba que parte del compuesto se perdio
en el agua. Eso podria deberse a NMP; por lo tanto, la didlisis en esta etapa podria ser util.

"H RMN (400 MHz, D,0O) & ppm: 8,84-8,86 (m a, S-pirrol H), 8,68 (s, TPPNHCO), 8,21-8,22 (m, tetrafenil-Ho), 7,99
(d, J = 8,0 Hz, RNHTPP-fenil-Hm), 7,72-7,79 (m, trifenil-Hm,p), 2,72-4,80 (m, quitosano H-2-H6, TPPNHCOCH,)
0,89-0,90 (s a, (CHs3)3C-Si), 0,05-0,07 (s a, 12H, CH3-Si). -2,78 (s, a-pirrol NH); (DS de TPP-NHCOCH; =~ 5 %)

Sintesis de TPPpg 1-BrAog-DiTBDMS-CS (52)

El compuesto 9 (800 mg, 1,587 mmol) se disolvid en CH2Cl> (40 ml) en una atmésfera de nitrégeno a temperatura
ambiente. Se afadié6 TPP-NH-Pip 5 (120 mg, 0,158 mmol) seguido de la adicién de trietilamina (30 pl, 0,216 mmol).
La mezcla de reaccion se agité durante 24 h a ta. El consumo completo del material de partida 5 se confirmé por
TLC (MeOH: CHxCly, 1:9). La mezcla de reaccion se diluyd con CH2Cly (75 ml), se lavd con agua (2 x 35 ml) y
salmuera (25 ml), se seco sobre Na;SOy4, se filtrd y se concentré al vacio para proporcionar 52 (rendimiento: 716 mg)
en forma de un solido de color purpura.

'H RMN (CDCl3) & ppm: 9,31 (s, TPPNHCO), 8,84-8,86 (m, B-pirrol H), 8,20-8,23 (m, tetrafenil-Ho), 7,97 (d, J = 8,0
Hz, RNHTPP-fenil-Hm), 7,74-7,79 (m, trifenil-Hm,p), 4,43 (s a, H-1), 3,50-4,14 (m, quitosano H-2 GIcN, H-3, H-4, H-
5, H-6, H-6' y H-2 GIuNHCO, TPPNHCOCH,-Pip, -CH,CONGIc y anillo de piperazina-CH's), 2,81-2,86 (m, anillo de
piperazina-CH's), 0,91, 0,87 (s a, (CH3)3C-Si), 0,07, 0,14 (s a, CH3.Si), -2,77 (s a, a-pirrol NH) ppm; (DS de TPP-
NH-Pip =~10 %).

TEGilacion y desprotecciéon de DiTBDMS-CS conjugado con TPP
Sintesis de N-(TPP-NH-CO-CH,)-quitosano TEGilado (57)

(i) El compuesto en bruto 55 (350 mg, 0,833 mmol) se disolvié en NMP (10 ml) a 50 °C en un vial de reaccion. Se
afiadioé Cs,CO3 (1,09 g, 3,33 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 30 minutos antes de la adicién del
compuesto 42 (1,108 g, 4,16 mmol) y una cantidad catalitica de yoduro potasico. La agitacién se continud
durante 12 h antes del enfriamiento de la mezcla de reaccion, se diluyd con agua (30 ml) y se dializd contra agua
desionizada durante 3 dias antes de liofilizarse para proporcionar el compuesto 56 que se uso tal cual en la
siguiente etapa de desproteccion.

(i) EI compuesto en bruto 56 se suspendio en MeOH (15 ml). Se afiadié lentamente HCI concentrado (2 ml) a ta
y la mezcla resultante se agit6 durante 12 h antes de concentrarse al vacio. El producto en bruto obtenido se
suspendié de nuevo en MeOH (15 ml) y se afiadié HCI conc. (2 ml) y se agité durante 12 h antes de diluirse e
intercambiarse iénicamente con una solucién acuosa NaCl (5 %, 35 ml), y después se dializé contra agua
desionizada durante 3 dias. Después de la finalizacion de la dialisis, el material parcialmente soluble en agua se
seco al vacio para proporcionar 57 (115 mg) en forma de un soélido de color pardo.
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Sintesis de TPP-NH-Pip-quitosano TPPpo,1-CS-TEGo ¢ TEGilado (54)

(i) EI compuesto 52 (400 mg, 0,799 mmol) se disolvié en CH2Cl, (35 ml) en una atmdsfera de nitrégeno. El
compuesto 46 (394 mg, 1,56 mmol) se afiadié seguido de la adicion de EtsN (222 pl, 1,56 mmol) y la mezcla de
reaccion se agitdé durante 24 h a ta. Después, el analisis por TLC se comprobd y se afadié EtsN (222 pl, 1,56
mmol) con el fin de completar el consumo del material de partida 46 y la agitaciéon continué durante 12 h mas.
Después, la mezcla de reaccion se concentrd al vacio para proporcionar 53 (417 mg) en forma de un material en
bruto que se uso tal cual en la siguiente etapa de desproteccion.

(ii) EI compuesto en bruto 53 se suspendiéo en MeOH (15 ml). Se afadi6 lentamente HCl conc. (2 ml) atay la
mezcla resultante se agitdé durante 12 h antes de concentrarse al vacio. El producto en bruto obtenido se
suspendié de nuevo en MeOH (15 ml) y se afiadié HCI conc. (2 ml) y se agité durante 12 h antes de diluirse e
intercambiarse idnicamente con una solucion acuosa NaCl (5 %, 35 ml), y después se dializé6 contra agua
desionizada durante 3 dias. Después de la finalizacién de la didlisis, el material soluble en agua se liofilizd para
proporcionar el compuesto final 54 (252 mg) en forma de un sdlido de color parpura-rojo-pardo.

FT-IR: 3431,2869, 1665, 1529, 1442, 1308, 1109, 1070, 1029, 800, 701, 559 cm™; '"H RMN (DMSO0-d6: DO 96:4)
ppm: 8,83 (m a, B-pirrol H), 8,15-8,22 (m, tetrafenil-Ho), 8,11 (d, J = 8,0 Hz, RNHTPP-fenil-Hm), 7,80-7,88 (m, trifenil-
Hm,p), 4,55 (s a, H-1), 2,54-3,65 (m a, parcialmente solapado con el pico HDO, quitosano H-2 GIcN, H-3, H-4, H-5,
H-6, H-6' y H-2 GIuUNHCO, TPPNHCOCH,-pip, CH>,CONGIc, anillo de piperazina-CH,'s, TEG OCHj's y TEG
OCH,CH3), 1,09 (t, TEG OCH,CH3s) ppm.; (DS de TPP-NH-Pip =~ 10 % y DS de TEG= ~90 %)

Los datos estructurales se confirmaron por RMN, Analisis FT-IR y de masas (datos no mostrados). Se muestra un
espectro de RMN representativo para el compuesto 54 en la Figura 27.

Ejemplo 5
Ensayo de activacion de linfocitos T in vitro

Para probar el efecto de los conjugados de quitosano 32 y 38 sobre la presentacion del antigeno restringido a MHC
de clase | y la activacion de linfocitos T CD8+, se incubaron macréfagos primarios murinos con los conjugados 32 y
38 y el antigeno peptidico de ovoalbumina OVA 257-264 en una configuracion de linfocitos T especificos de antigeno
con un clon de linfocitos T CD8+ especifico de ovoalbumina (OVA 257-264). La produccion de IL-2 a partir de
linfocitos T CD8+ activados se analizé mediante ELISA.

Se usaron macréfagos derivados de médula ésea (BMDM) como células presentadoras de antigeno (APC) en una
configuracion de linfocitos T especificos de antigeno con hibridomas de linfocitos T especificos de ovoalbimina. Los
BMDM se generaron cultivando células de médula ésea de ratén durante al menos 5 dias en medio complementado
con sobrenadante de linea celular L-292 al 20 %.

Se incubaron 30.000 APC por pocillo durante una noche en placas de 96 pocillos con o sin conjugados de quitosano
32 y 38 a una concentracion de conjugados que dio una concentracion de TPC de 0,05 ug/ml. Al dia siguiente, las
APC se incubaron con 2 pg/ml de péptido antigénico (OVA 257-264, de Anaspec) durante 4 h (todas las
estimulaciones por triplicado).

Las células se lavaron y se expusieron a diferentes dosis de luz azul (0; 30, 60, 90, 180 s) antes de que se afiadieran
100.000 linfocitos T especificos de ovoalbumina por pocillo y se cocultivaron con las APC durante una noche. Se us6
el clon de linfocitos T CD8+ RF33.70 (reconocimiento restringido de MHC | de OVA 257-264).

Después del co-cultivo durante una noche de los linfocitos T CD8+ y las APC, se recogieron los sobrenadantes del
cultivo celular. Los sobrenadantes se analizaron para la produccion de interleucina (IL)-2 a partir de linfocitos T
activados mediante el uso de un ELISA de IL-2 de ratdon estandar (IL-2 ELISA Duoset, RnD Systems, analisis de
duplicados de cada pocillo de cultivo de linfocitos T, se analizaron 25 pul del sobrenadante no diluido en cada pocillo
ELISA).

Los resultados (Figura 28) mostraron que, con ambos conjugados, la produccion de IL-2 por los linfocitos T
especificos de antigeno CD8+ se aumentaba significativamente en las células iluminadas (por ejemplo, una
duplicacion para el conjugado de compuesto 32, Figura 28A). En las células de control iluminadas incubadas con los
conjugados sin el antigeno no se observd dicho aumento (datos no mostrados). Esto demuestra que el efecto
observado fue dependiente de antigeno, y no se debié a algin efecto inespecifico del tratamiento fotoquimico,
demostrando una presentacion mejorada del péptido antigénico en la superficie de las APC como la causa del
aumento observado en la produccion de IL-2.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un conjugado de un fotosensibilizador y quitosano, en el que dicho compuesto es
un compuesto de Férmula (1):

OH

NH

: (1)
en la que

n es un numero entero superior o igual a 10, preferiblemente un nimero entero de 10 a 100,
R aparece n veces en dicho compuesto y
en el 0,5 %-99,5 % de dichos grupos Rn totales, cada R es un grupo A seleccionado de:

H,
B

0]
o

enlaqueaes1,2, 3,405;yXesBr, CluOH;

en la que cada R4, que puede ser igual o diferente, se selecciona de H, CHz y -(CH2).-CH3; bes 1,2,3,405;yc
es0,1,2,3,405;

o My
TR

enlaqueY es O; S; SO,. -NCH3, 0 -N(CH2)eCH3.d=1,2,3,405;ye=1,2,3,405;

P
Rz‘H’f gg‘

en la que Rz es -(CH2)p-CH3 0 -CO-(CH2)-CH3s; fes 1,2,3,405;ges1,2,3,405;yhes0,1,2,3,405;

0
Ra~ 0
30%\/%\9%\?;

en la que R3 es -(CHy)j-CHs, i es un nimero entero de 1 a 200, preferiblemente de 1-10; jes 0, 1,2, 3,4 05; y k
es1,2,3,405;
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Raw o) T,
3 O€\/ )\I/\H/\n/
0]
en la que R3 es -(CH2)-CHs, i es un numero entero de 1 a 200, preferiblemente de 1-10;yjes 0, 1, 2, 3,4 0 5;

R4
ol eyt
R, O

en la que R3 es -(CH2)-CHs, i es un numero entero de 1 a 200, preferiblemente de 1-10; j e
cada R4, que pueden ser iguales o diferentes, se selecciona de H, CH3 y -(CH>).-CHs; y c es 0,

Ra< €\/O>\/\
0 N
en la que Rs= -(CH.);-CHs, i es un numero entero de 1 a 200, preferiblemente de 1-10;yjes 0,1,2,3,405;

UGG

en la que Rs= -(CH2);-CHjs, i es un numero entero de 1 a 200, preferiblemente de 1-10; Les 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9
010;yjes0,1,2,3,405;

(7]
- O

HO\/K/N\/’

enlaquemes 1, 2, 3,4 05; en la que cada grupo R puede ser igual o diferente; y
en el 0,5 %-99,5 % de dichos grupos Rn totales, cada R es un grupo B seleccionado de:
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Y4
R7/ Z Hp \R5

en la que

pes0,1,2,3,405;qges1,2,3,405;yres1,2,3,405;
R4 es un grupo seleccionado de:

W es un grupo seleccionado de O, S, NH o N(CHj3);

Rs es un grupo seleccionado de: -(CH2)s-CO-; -(CHz)s-Z-(CH2){CO- y -(CH2)s-Z-(CH2)-Z-CO-; en las que s es 0, 1,
2,3,405;tes0,1,2,3,4005;

ZesNH, O, S, 0SS0,

Re es un grupo seleccionado de -CN y CHs;

R7 es un grupo seleccionado de:
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V es un grupo seleccionado de CO, SO, PO, POzH o CHy; y

Rs es un grupo (sustituido en la posicién o, m o p), que puede ser igual o diferente, seleccionado de H, -OH, -
OCH3, -CH3, -COCH3, C(CH3)4, -NHz, -NHCH3, -N(CH3)2 y -NCOCHa;
en la que cada grupo R puede ser igual o diferente.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R4 se selecciona de

preferiblemente TPCa1 0 TPCyy;
y/o
en el que R7 se selecciona de
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3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el grupo A proporciona del 70 al 95 % de los
grupos Rn totales y el grupo B proporciona del 5 al 30 % de los grupos Rn totales.

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que cada grupo R del grupo A se

selecciona de:

O R
N1R1
%L)J\ﬁb@\ Ry

en los que preferiblemente cada R1es CHz y b es 1;
0 (\Y
..%L)J\e‘), N\/'
d
en los que preferiblemente Y es -NCH3z y d es 1;

0O
Raw @)
o %f‘

en los que preferiblemente jes0o 1;ies306 ykes 1;
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R3\O‘e\/0)\l/\ﬁ§

en los que preferiblemente jes 1 ei es 2;
R f(\/ © N §
3\ .
o Ny

en los que preferiblemente jes0o1eies2,405yLes1;

Ho\ﬂ)&

oA
Ho\/K/,\I:\/II\l |

en los que preferiblemente m es 1, y cada grupo R puede ser igual o diferente;
ylo
en los que cada grupo R del grupo B se selecciona de:

o

e

en los que preferiblemente p es 1;

0 (\N
R/ N
p

en los que preferiblemente pes 1y qes 1;
en los que preferiblemente pes 1; y

en los que preferiblemente p es 1, y cada grupo R puede ser igual o diferente.
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5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho compuesto se
selecciona de un compuesto como se expone a continuacion:

Compuesto 16A, 16B - 10%, 90%
Compuesto 17A, 17B - 25%, 75%

Compuesto 18A, 18B - 10%, 90%
Compuesto 19A, 19B - 25%, 75%

2 Cl
TPC\",N - ;q\
° 0% 00%  Compuesto 37
’&\\, Y
H
\ Q
AR
% "
o T
TPCTN\) N
0 ( ,J’

10% a0y Compuesto 38

ks
~ 0 e
TPC ~y T ffi”

10% 90% Compuesto 32

I
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2N
TPC RNLO‘ f%

10% 90%  Compuesto 33

R;-10%, R;-00% Compuesto 54
OH
e BN ™
® %o o S:‘; DE
H
S Y Q NH
B O i
Vi \._«: q}"\‘!\ NA (()\-’J
Rl ST Gl o
WA /,o\_,,:
Rs- 4%, Ra-23% Compuesto 57

6. Un método in vitro o ex vivo para introducir una molécula en el citosol de una célula, que comprende poner en
contacto dicha célula con la molécula a introducir y un compuesto como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, e irradiar la célula con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente
fotosensibilizador del compuesto, liberando asi la molécula en el citosol.

7. Un método in vitro o ex vivo para lograr la muerte de una célula que comprende poner en contacto dicha célula
con un compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, e irradiar la célula con luz de una
longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador del compuesto para generar especies reactivas de
oxigeno que causen la muerte de dicha célula.

8. Un método in vitro o ex vivo para expresar una molécula antigénica o una parte de la misma en la superficie de
una célula, que comprende poner en contacto dicha célula con dicha molécula antigénica y un compuesto como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, e irradiar la célula con luz de una longitud de onda eficaz para
activar el agente fotosensibilizador del compuesto, en el que dicha molécula antigénica se libera en el citosol de la
célula y la molécula antigénica o una parte de la misma, de tamano suficiente para estimular una respuesta inmune,
se presenta sobre la superficie de la célula.

9. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 y uno o mas diluyentes, vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables, y
opcionalmente una molécula a internalizar.

10. Un compuesto o composicién como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y 9 para su uso en
terapia, preferiblemente para terapia contra el cancer, terapia génica o para estimular una respuesta inmune.

11. Un compuesto o composicion como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5y 9, y
opcionalmente una molécula a internalizar, para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad, trastorno
o infeccién en un sujeto, preferiblemente en el que un crecimiento celular anormal o excesivo es evidente o en el que
la expresion anormal elevada o suprimida del gen es evidente, especialmente preferiblemente en el que dicha
enfermedad es cancer, en el que, preferiblemente,
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a) dicho tratamiento o prevencion comprende poner en contacto células en el sujeto con una molécula a
introducir y dicho compuesto o composicion, e irradiar las células con luz de una longitud de onda eficaz para
activar el agente fotosensibilizador del compuesto, en donde preferiblemente dicha molécula a introducir es una
molécula citotoxica, preferiblemente bleomicina; o

b) dicho tratamiento o prevencion comprende poner en contacto células en el sujeto con dicho compuesto o
composicion, e irradiar las células con luz de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador
del compuesto para generar especies reactivas de oxigeno que causen la muerte de dichas células.

12. Un compuesto o composicion como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 9 para su
uso en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad, trastorno o infeccidén en un sujeto generando una respuesta
inmune, preferiblemente un método de vacunacion, en el que preferiblemente dicho tratamiento o prevencion
comprende poner en contacto células en un sujeto con dicho compuesto o composicién, e irradiar las células con luz
de una longitud de onda eficaz para activar el agente fotosensibilizador del compuesto, en el que dicha molécula
antigénica se libera en el citosol de las células y la molécula antigénica o una parte de la misma, de tamafo
suficiente para estimular una respuesta inmune, se presenta sobre la superficie de las células.

13. Una célula o una poblacién de células que puede obtenerse por un método como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 6 a 8.

14. La célula o poblacion de células segun la reivindicacion 13 para su uso en terapia, preferiblemente para terapia
contra el cancer, terapia génica o para estimular una respuesta inmune.

15. Un kit que comprende un compuesto o composicion como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5y 9 y una molécula a internalizar, preferiblemente para uso simultaneo, separado o secuencial para tratar o
prevenir una enfermedad, trastorno o infeccién en un sujeto, preferiblemente para su uso en terapia, preferiblemente
terapia contra el cancer, terapia génica o para estimular una respuesta inmune.
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Figura 1

Compuesto 16A, 16B - 10%, 90%
Compuesto 17A, 17B - 25%, 75%

Compuesto 18A, 18B - 10%, 90%
Compuesto 19A, 19B - 25%, 75%
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@ Cl
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10% 50%  Compuesto 33

R;-10%, R,-00% Compuesto 54

OH

(O\JNH
[0}
R3- 4%, R4=23% Compuesto 57

61



ES 2 682762 T3

Figura 2
Esquema 1

=
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TPP-NH-Pip
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Figura 3
Esquema 2
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H Al TBDOMS
a b c
. q —_—a  w 2 =
o o - ~
HO . HO . © )
NH» +HH, -0 . TBDMSC .
- 0502Me 7(5\' B & H
6 7 8
Br
9
]d
e TBOMS TEDMS
. HOH
~
0,&_ &, ~o ‘\O/&&,
e Po % f teomso . e TBDMSQ .
—-—

%H NH e NH

o o O o

. e . <

O N)K,N\/‘ f;d? e Rio R,R2 K
H

12A,12B R-10%,R1-90%  10A10B R- 10%,X-90%

16A16B  R-10%, Ry- 90% 13A,13B R- 25%, R1-76% 11A11B R-25%, X- 75%
1TA17B  R-25%, Ry75% 14A,148 R- 10%, R2- 90%

15A,15B R- 25%, R2- 75%

R- TgP-NH-Pip
Ry - N(CH;)3

& N j&&, S
X - Br
° %o .

184,188 R-10%, Rz-90%
194,198 R-25%, Ry-75%

63



ES 2 682762 T3

Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
Esquema 3

TPC-NH-Pip

El compuesto 20 es una mezcla de isémeros inseparables.
Se muestra un isémero posible
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Figura 11
Esquema 4
A
Oy -0
" Y
() o ENJ\ﬁ
N CH,Cl,, ta .
H 50% H 22
B

El compuesto 26 es una mezcla de isémeros
inseparables. Aqui y en adelante, solamente se
muestra uno de los posibles isomeros.

TPC-CO-pip
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Figura 12
Esquema 5
OH OH
5 O a *_ Q
AR
HO * HO *
NH, +NH;
- 0OSO2Me
7
OTBDMS
* 0]
TBDMSO *
NH
O
Br
9
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Figura 13
Esquema 6A

[l)TBDMS (I)TBDMS 3 /&’r’
S . P iy
S S 4, o, S SO &, et O 1~ | R N o~ e
NH NH MeOH, ta NH N : N\) ® Cl
[e] o 24h N™ -‘., »
/N HN H
g’

q
R1, X R1, R30 R1, R4 P
29 Ry= 10%, X=90% 30 Ry= 10%, Ry= 909
31 R;= 10%, Ry= 80% 32 Ry- 10%, Ry 80%
= OH """""""""""""""""
! NMP, 55 9, 24h ; KOH
1 % Q 5
| O
---------------------------------- H Ni fe) .

33 Ra- 10%, Ry-80%

el compuesto 32 y 33 son derivados de los isdémeros TPCa1l y TPCa2.
Solamente se muestra la estructura del isémero TPCa1 en el dibujo de
la estructura

Esquema 6B

. HOH
. A
OTBDMS OTBOMS =
l f -t s, NN
iy 1 e b e [—J\ J .
- —_— “
9 — = TBDMSO - TBDMS()m/» HCl conc. o -

N =)
HH NH MeOH, ta, 9 ; o _fw e
o:} o:S 24 h NH N \) i
{1 /h HN =]

R, X H™ >
34 Ry= 10%, X= 90% AH
% 35 Ry= 10%, F - o 10 R e
36 Ry= 10%, Ry= S0% Rz~ 107, Ry- 90%
TBAF, NMP i
55 9C, 24h § i HOH
\ il T
R o P A
i Analogos TPPde 35036 ! fj N
i i o=l
R,” TPC-NH-Pip e :

E« li
NH N,
Ry TRG-CO-Pip N [’)
/N HN o] N
X- Br b

Hys !
Ry~ NMey Pal

an 38 Ry~ 10%, Ry-90%
R4 N N-Me
L

el compuesto 37 y 38 son derivados de los isomeros TPCc1 y TPCc2.
Solamente se muestra la estructura del isémero TPCe1 en el dibujo de la
estructura
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Figura 14
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Figura 15

Isomero TPCa1 Isémero TCPa2

o =t M OO = O Oh MO o ol MO O P D e f':,
Mo SN E W e e mAnNee® it
o O B0 00 M= P P P P P 5 o5 o o 09 o e '
N i bd | N i
i T T T T T T T T T T T T
87 85 85 84 83 82 81 80 7,9 78 7 16
f1 (ppm) PR R b
o5 05 08 o8 1 N
(PR i
H
|
35 34 33 3,2 3,1 30 29 28 27 26
f1 (ppm)
L N A,
frevepesd PE-I—:--i 5---:—4 i--l--t
o= o D < i
=1 L] n
o el o b

65 &9 55 50 W35 20 15 140 05 00 05 40 s

75



ES 2 682762 T3

Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
Esquema 9
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Figura 27
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