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DESCRIPCION
Sistemas de administracién basados en polimeros de acido mucico catidnicos
Campo técnico

La presente descripcién esta dirigida a sistemas de administracién de nanoparticulas basadas en polimeros y conjugados
de polimero para administrar agentes biolégicos, y a los métodos para preparar y usar dichas composiciones.

Antecedentes

Las terapias que utilizan la interferencia de ARN (ARNi) como mecanismo de accién son muy prometedoras para el
tratamiento de enfermedades humanas. Por ejemplo, el ARNip tiene caracteristicas atractivas para su uso como
agente terapéutico, que incluyen: (i) la capacidad de dirigirse esencialmente a cualquier gen (por lo tanto, todos las
dianas son en principio tratables con farmaco), (ii) ICso (concentracion requerida para una inhibicion del 50%) picomolar
potente de un solo digito para la inhibicién del ARNm en ARNSs bien disefiados, (i) modificaciones quimicas y disefios
de secuencia que pueden minimizar los efectos fuera de la diana y la estimulaciéon inmunolégica sin comprometer la
potencia y la especificidad de diana, y (iv) un mecanismo de accidon de ARNi catalitico, que da como resultado una
inhibicién prolongada del ARNip de la expresion del ARNm diana. Aunque un obstaculo importante para la traduccién
de ARNip en un agente terapéutico eficaz y eficiente es la administracion del acido nucleico a la diana, las terapias
experimentales basadas en ARNip han alcanzado el desarrollo clinico.

Los agentes terapéuticos investigados para el tratamiento del cancer se administran principalmente por via sistémica y
utilizan algun tipo de compuestos sintéticos (lipidos o polimeros cargados positivamente) en sus formulaciones para
administrar ARNip. Algunas de estas formulaciones ahora se denominan nanoparticulas (NP). CALAA-01 fue el primer
agente terapéutico basado en ARNip que llegb a desarrollo clinico para el tratamiento del cancer. Esta nanoparticula
dirigida contiene un polication a base de ciclodextrina (CDP) que se ensambla con el ARNip a través de interacciones
electrostaticas entre cargas positivas en el polimero y cargas negativas en la cadena principal del ARNip. EI CALAA-01
fue capaz de administrar ARNip a tumores sélidos en pacientes y liberar ARNip funcional que inhibia la diana utilizando
un mecanismo de ARNi (el primer gjemplo en un humano). Si bien el CALAA-01 mostro varias propiedades positivas,
uno de sus inconvenientes es que tiene un tiempo en circulacién muy limitado. La rapida eliminacion de CALAA-01 que
se observa en animales (ratones, ratas, perros y primates no humanos) también se observa en humanos. Han et al,,
Bioconjugate Chem. 2013, 24, 669-677 describe sistemas de suministro de nanoparticulas MAP-CPT dirigidas que
comprenden un copolimero de acido mucico y polietilenglicol.

Sumario

Seria ventajoso el desarrollo de un sistema polimérico para la administracion de ARNip que aumente el tiempo de
circulacion de las nanoparticulas que contienen ARNip y disminuya la cantidad de componentes que no son ARNip
dentro de la formulacion. La presente descripcion esta dirigida a sistemas de administracién que superan algunos de
los inconvenientes de la técnica anterior. Entre los aspectos de la presente descripcion se encuentra una familia de
polimeros catiénicos basados en acido mucico (cMAP), incluidos los copolimeros dibloque y tribloque, para la
administracion de ARNip in vivo, y nanoparticulas derivadas de las mismas. Estos compuestos y estructuras y sus
métodos de fabricacion y uso se describen mas detalladamente en esta especificacion.

Ciertas realizaciones de la presente descripcién proporcionan polimeros que comprenden segmentos alternos
cargados y no cargados que comprenden una o mas de las siguientes unidades estructurales de Férmula (I} o Formula
(1) o Férmula (l11):

DT> (H)

(1),
donde
A es un segmento no cargado que comprende polialquilenglicol;

B es un segmento cargado catibnicamente que comprende al menos un enlace polihidroxi que comprende al menos
un par de dioles vecinales.

En ciertos aspectos, A es o comprende polietilenglicol y un grupo de enlace apropiado. En otras realizaciones, los
restos de polialquilenglicol dentro de estos polimeros tienen un peso molecular promedio en nimero nominal en un
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rango de aproximadamente 500 Daltons a aproximadamente 50.000 Daltons.

En aspectos solapados, B es un segmento cargado catiénicamente que comprende al menos un polihidroxi que
comprende al menos un par de dioles vecinales que comprende un enlace azucar. En algunas realizaciones, estos
enlaces polihidroxi comprenden acido mucico. B puede comprender ademas al menos una subunidad repetida que
comprende una estructura de Férmula (V):

NH,*

m *
NH*
V)

dondemes1,2,3,4,5,6,7, 8,90 10, preferiblemente 4-6 0 5.

En otras realizaciones, en estos polimeros, B puede comprender al menos una subunidad repetida que comprende
cMAP, cuya estructura de subunidades se representa como Formula (VI):

NH2+ H (:)H OH O H
N _~ N
NH,t m H n O OH OH n
2 (VD)
donde
m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 0 5;y
n es independientemente en cada aparicion 1, 2, 3, 4 o0 5.

En algunas realizaciones especificas, los polimeros pueden describirse mediante una estructura de Férmula (VIl):

[ Cadena A )_P cMAP %[ Cadena B }
Y

(VIE)
donde

La cadena A es

I
33
é
5%

La cadena B es

cMAP es
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p Yy q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden cMAP
y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 50.000 Da;

m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 o 5;
ny r son independientemente en cada aparicién 0, 1, 2, 3,40 5;y

X1 y Xz son independientemente en cada aparicion alquilo Cis, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -
C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NHz, -NH(alquilo}, -N(alquilo)z, 0 una sal o analogo protegido del mismo.

Otras estructuras consideradas dentro del alcance de esta descripcion incluyen aquellos polimeros descritos por una
estructura de Férmula (VIII):

. L f "
[ Grapa Final D }ﬁ_{ cMAP _ﬁ_ﬁ_{ Cadena C ] i TXW}
P (VI
donde
cMAP es

(;)H OH O

N
ey
NH,+ m H on on H Vi
~ O X
oo
r
0O C];
H OHOHO H
N
. o\/]FOn@)k AH/ A@ R
O OH OH H
H Nge‘
PN
n

OH OH O

H H
N -~ N}fs
xféh( W/'YLNA@I >
m = H n
NH

, O OH OH

La cadena B es

La cadena C es

El grupo final D es:

>

p Y q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden cMAP
y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 50.000 Da;

m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 o0 5;
n y r son independientemente en cada aparicién 0, 1, 2, 3, 4 0 5;

z es igual o0 mayor que 1 (hasta aproximadamente 2, 4,6, 80 10); y

4
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Xz es independientemente en cada aparicién alquilo C1-, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo),
-C(=0)O(arilo}, -NH2, -NH(alquilo}), -N(alquilo)2, 0 una sal o analogo protegido del mismo; y

X3 es -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NH2, -NH(alquilo), -N(alquilo)2, o una sal o analogo protegido
del mismo.

Otros polimeros adicionales pueden describirse mediante una estructura de Férmula (IX):

[ Grupo Final D }‘P{ cMAP H{ Cadena C l__lj( cMAP H
1%

El grupo final D es:

donde

H QH OH O H
N : N
X3/\6% Y\;/'\‘)LN/\%% ~
"o oH on H M
(o]

cMAP es

La cadena C es

OH OH O H
* OV\}O/@/L /\6%/ N/‘é% *
O OH OHH
0

bl

P v q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden
cMAP y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de aproximadamente 500 Da a aproximadamente
50.000 Da, preferiblemente de aproximadamente 1000 Da a aproximadamente 5000 Da;

m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 o 5;

ny r son independientemente en cada aparicién 0, 1,2, 3,4 0 5;

z es igual o mayor que 1 (hasta aproximadamente 2, 4, 6,8 0 10); y

X3y Xa son independientemente en cada aparicion -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NH2, -NH(alquilo),
-N(alquilo)2, 0 una sal o analogo protegido del mismo.

También se consideran dentro del alcance de la presente descripcion los conjugados poliméricos que comprenden
cada uno un polimero de cualquiera de las estructuras anteriores y un segundo polimero que contiene acido borénico
que comprende una estructura de Férmula (X).
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RA), (X)
donde

el polimero y el segundo polimero que contiene &cido boronico estan conectados reversiblemente entre si mediante
un enlace de condensacién de borato entre los restos de acido borénico de Férmula (X) y al menos un par de dioles
vecinales de los enlaces polihidroxi de las Formulas (1), (11}, (I}, (V), (VI), (VII), (VIII} o (IX), estando X5 en el extremo
distal de dicha conexién;

R es nitro (u otro grupo atractor de electrones);

nesO0, 1,2, 304, preferiblemente 1;

s es 20-1200;

L es un grupo de enlace entre el anillo fenilo y el enlace de 6xido de polietileno; y

Xs es alquilo Ci-6, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NH2, o una sal o
analogo protegido del mismo.

La descripcion también incluye una nanoparticula o una pluralidad de nanoparticulas que comprenden cualquiera de
los polimeros o conjugados de polimero descritos en el presente documento. Preferiblemente, las nanoparticulas estan
monodispersas. Las nanoparticulas pueden comprender ademas agentes bioldégicos encapsulados, por ejemplo,
ARNip, y/o pueden conjugarse adicionalmente con uno o mas ligandos dirigidos. Cuando se administra a un paciente,
la biodisponibilidad del agente biolégico es mejor que la misma biodisponibilidad del agente biolégico cuando se
administra solo.

En algunas realizaciones adicionales, los polimeros, conjugados de polimero y nanoparticulas, que opcionalmente
comprenden un agente biolégico y/o ligando dirigido, se formulan en composiciones farmacéuticas.

Otras realizaciones adicionales proporcionan los métodos para preparar los polimeros de la invencion.
Breve descripcion de las figuras

La presente solicitud se comprende mejor cuando se lee junto con las figuras adjuntas. Adicionalmente, las figuras no
estan necesariamente realizadas a escala. En las figuras:

Fig. 1: muestra una representacién esquematica de una sintesis de polimero de &cido mucico catidnico (CMAP).
Fig. 2: muestra una representacion esquematica de una sintesis de copolimero de cMAP-PEG.
Fig. 3: muestra una representacion esquematica de una sintesis de polimero tribloque mMPEG-cMAP-PEGm.
Fig. 4: muestra una representacién esquematica de una sintesis de acido 5-nitrofenilborénico-PEGm.
Fig. 6: muestra la estructura del suberimidato de dimetilo (ver Tabla 2).

Fig.

2
3
4
Fig. 5: muestra la estructura de la etilendiamina de acido mucico (ver Tabla 1).
6
7: muestra la estructura del suberimidato de dimetilo hidrolizado al éster dimetilico (ver Tabla 2).
8

Fig. 8: muestra la estructura del suberimidato de dimetilo con un lado hidrolizado al carboxilato (ver Tabla 2).
Fig. 9: muestra la estructura del polimero de acido mucico catiénico (cMAP).

Fig. 10: muestra ejemplos de grupos terminales de cMAP. Los polimeros pueden tener grupos terminales de una
amina y un metoxi (arriba), ambos de amina (medio) o ambos metoxi (abajo). También se observa una pequefia
cantidad de acido carboxilico, y se generaria a partir de la hidrélisis de un extremo del DMS.

Fig. 11: es un espectro de RMN de 'H (600 MHz) de cMAP que muestra resonancias del grupo metoxi y de
grupos metileno adyacentes a las funcionalidades del grupo terminal.

Fig. 12: muestra la relacion entre el porcentaje de ARNip con relacion de carga (encapsulado por cMAP,
copolimero cMAP-PEGS5kK y polimero tribloque mPEG5k-cMAP-PEGSkm) usando el ensayo RiboGreen.

Fig. 13: muestra el ensayo RiboGreen del copolimero cMAP-PEG que muestra la encapsulacién de ARNip
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mediante una relacién de carga de 3 +/- para bloques de PEG de 3,4k y 5k.

Fig. 14: muestra el ensayo RiboGreen de tribloque mPEG-cMAP-PEGm que muestra la encapsulacién de ARNip
mediante una relacion de carga de 3 +/- para bloques de PEG de 2k y 5k.

Fig. 15: muestra la dependencia del pH del acido 5-nitrofenilborénico-PEGm que forma el éster de acido bordnico
con dioles vecinales en cMAP a un pH fisiolégico de alrededor de 7,4, pero que se disociara a pH acido.

Figs. 16A y 16B: muestran representaciones esquematicas de dos diagramas que muestran las diversas NP con
ARNip formadas: cMAP (I, no estable y no inyectada), cMAP + 5-nPBA-PEGm (A), copolimero cMAP-PEG (B),
copolimero cMAP-PEG + 5-nPBA-PEGm (C), tribloque mPEG-cMAP-PEGm (D) y tribloque mPEG-cMAP-PEGm +
5-nPBA-PEGm (E). (Nota: la ilustracién no esta representada a escala o estequiometria, y no refleja como se
formulan las particulas; por ejemplo, en las formulaciones PEGiladas, el PEG se afiade primero al polimero, antes
de afiadir el ARNip).

Fig. 17: muestra datos de estabilidad de la sal de NP de ARNip de cMAP. Sin PEG, la NP cMAP-ARNIp fue inestable
una vez en 1X PBS, pero fue estable durante 2 dias cuando se utiliz6 5-nPBA-PEGm para estabilizar la NP.

Fig. 18: muestra estabilidad de la sal de NP de ARNip tribloque puro de cMAP-PEG-cMAP sin 5-nPBA-PEGm
afiadido, la NP de ARNip de cMAP-PEG3.4k-cMAP formulada en una relacion de carga 1 +/- se afiade una vez a
1X PBS, pero es estable cuando se afiade a la formulacién al menos un 5-nPBA-PEGm por cada dos grupos diol
(0,5 PEG) en cMAP.

Fig. 19: muestra la estabilidad de la sal de NP de ARNip de tribloque puro de cMAP-PEG-cMAP. Sin 5-nPBA-
PEGm afiadido, la NP de ARNip de cMAP-PEG3.4k-cMAP formulada en una relacion de carga de 3 +/- se afiade
unavez en 1X PBS, pero es estable cuando se afiade a la formulacién al menos un 5-nPBA-PEGm por cada dos
grupos diol (0,5 PEG) en cMAP.

Fig. 20: muestra la estabilidad de la sal de NP de ARNip de tribloque puro de cMAP-PEG-cMAP. Sin 5-nPBA-
PEGm afiadido, la NP de ARNip de cMAP-PEG5k-cMAP formulada con una relacién de carga 1 +/- se afiade
unavez en 1X PBS, pero es estable cuando se afiade a la formulacién al menos un 5-nPBA-PEGm por cada dos
grupos diol (0,5 PEG ) en cMAP.

Fig. 21: muestra imagenes de crioTEM de formulaciones de NP: cMAP + 5-nPBA-PEGS5km (A), copolimero
cMAP-PEGSk (B), Copolimero cMAP-PEG5kK + 5-nPBA-PEG5km (C), mPEG5k-cMAP-PEG5km (D), y mPEG5k-
cMAP-PEGS5km + 5-nPBA-PEG5km (E).

Fig. 22 (A-E): muestra las distribuciones de tamafo de nanoparticulas por DLS: distribuciéon de tamafio
logaritmica (lognormal) por DLS para la NP cMAP + 5-nPBA-PEGm (Fig. 22 (A)); para la NP de copolimero
CMAP-PEG (Fig. 22 (B)); para la NP de copolimero cMAP-PEG + 5-nPBA-PEGm (Fig. 22 (C)); para la NP de
mPEG-cMAP-PEGm (Fig. 22 (D)); y para la NP de mPEG-cMAP-PEGm + 5-nPBA-PEGm (Fig. 22 (E)).

Fig. 23 (A-E): muestra la distribucién de tamario por CrioTEM para NP de cMAP + 5-nPBA-PEGm NP (Fig. 23 (A))
para NP de copolimero cMAP-PEG (Fig. 23 (B)); para NP de copolimero cMAP-PEG + 5-nPBA-PEGm (Fig. 23 (C))
para NP de mPEG-cMAP-PEGm (Fig. 23 (D)); y para NP de mPEG-cMAP-PEGm + 5-nPBA-PEGm (Fig. 23 (E)).

—

Fig. 24 (A-C): muestra la PK de las NP de ARNip formuladas en comparacién con ARNip solo. Fig. 24A muestra
una comparacién de ARNip solo con CALAA-01, el sistema CDP con AD2-PEG para estabilizacion y cMAP + 5-
nPBA-PEGm que muestra mayor estabilidad que CDP con AD2-PEG y CALAA-01. Fig. 24B muestra una
comparacion de cMAP + 5-nPBA-PEGm con las formulaciones de copolimero y tribloque. Fig. 24C muestra una
comparacion de cMAP + 5-nPBA-PEGm con la formulacion tribloque con el exceso de componentes filtrados. n = 3
ratones.

Fig. 25: muestra que los datos de tiempo en circulacién de la NP de ARNip de mPEG-cMAP-PEGm son similares
en ratones Balb/c y en ratones nude. n = 3 ratones. Fraccioén de Cy3-ARNip que permanece en suero en funcién
del tiempo (hasta 60 min).

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

La presente descripcién esta dirigida a sistemas de administracién que superan algunos de los inconvenientes de la
técnica anterior.

Los presentes inventores han investigado el origen del tiempo en circulacién corto al que se hace referencia en otra
parte de este documento y han demostrado que el CALAA-01 se desmorona en la membrana basal glomerular (GBM)
del rifién. Los presentes inventores especularon que este mecanismo de eliminacién puede afectar a cualquier
formulacién de NP que se ensamblen principalmente a través de interacciones electrostaticas entre componentes de
administracion catidnicos y acidos nucleicos anidnicos. Otros sistemas de administracion de ARNip que utilizan
polimeros catiénicos o lipidos han mostrado tiempos en circulacion cortos similares y una eliminacion renal similar.
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Varios de los sistemas poliméricos y liposomales actuales que se utilizan para administrar ARNip in vivo contienen un
exceso de componentes catidnicos en sus formulaciones (las proporciones de carga positiva a negativa suelen ser
superiores a 1), ademas de una gran cantidad de material, por ejemplo, poli(etilenglicol) (PEG), utilizado para
estabilizar estéricamente las NP formadas. El exceso de componentes catidnicos puede tener efectos secundarios no
deseados in vivo, provocando reacciones adversas como una agregacion plaquetaria, una activacion del complemento
y reacciones inflamatorias.

Seria ventajoso el desarrollo de un sistema polimérico para el suministro de ARNip que aumente el tiempo en
circulacién de las nanoparticulas que contienen ARNip, y que disminuya la cantidad de componentes que no son
ARNip dentro de la formulacién. En el presente documento se describe una familia de polimeros catiénicos basados
en acido mucico (cMAP) para la administracién de ARNip in vivo. Este sistema de administracién polimérico tiene
algunas caracteristicas analogas al sistema CDP, ya que este Gltimo sistema ha funcionado en humanos. El polimero
cationico desarrollado aqui utiliza un azticar mas simple, ejemplificado por el acido mucico, en lugar de la ciclodextrina,
y permite una estrategia alternativa para la funcionalizaciéon de la superficie. En lugar de la funcionalizacion de la
superficie de las nanoparticulas a través de la formacion de complejos de inclusién (CDP) con adamantano (AD), el
cMAP contiene dioles vecinales que son sitios de unién para los acidos boronicos que se pueden usar para PEGilar y
dirigir las nanoparticulas basadas en cMAP. Las nanoparticulas formadas con polimeros que contienen acido mucico
para la administracion de farmacos de molécula pequefia han incorporado agentes dirigidos a través de este método
de ensamblaje. El cMAP basico también se hizo reaccionar adicionalmente con PEG funcionalizado en copolimeros
de bloques lineales. La reaccion en los grupos terminales de cMAP con un acido carboxilico-PEG di-activado o un
acido carboxilico-PEG-metoxi (PEGm) activado conduce a dos posibles copolimeros: un copolimero de cMAP-PEG o
un polimero tribloque de mPEG-cMAP-PEGm. El copolimero cMAP-PEG puede ensamblarse con ARNip para formar
bucles de PEG en la superficie para estabilizar la nanoparticula, mientras que el tribloque MPEG-cMAP-PEGm puede
formar una configuracién de cepillo de PEG en la superficie de la nanoparticula. Este Gltimo enfoque tribloque ha sido
explorado previamente con CDP y ADN plasmido (ADNp), y dicho polimero tribloque no tenia la capacidad de
encapsular el ADNp. Se ha demostrado que los polimeros que encapsulan ADNp pueden no ser buenos para
condensar ARNip y viceversa. En el presente documento demostramos que el polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm
es capaz de formar nanoparticulas que contienen ARNip (que pueden tener aproximadamente el 30% en peso de
ARNip en la formulacién) con tiempos en circulacién incrementados en ratones. Ademas, las nanoparticulas se pueden
ensamblar facilmente directamente en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) sin 5-nPBA-PEGm adicional
para estabilizar las NP.

La presente descripcion puede entenderse mas facilmente haciendo referencia a la siguiente descripcién tomada en
relacién con las Figuras y Ejemplos adjuntos, todos los cuales forman parte de esta descripcion.

En la presente descripcion, las formas singulares "un”, "una" y "el/la" incluyen la referencia al plural, y la referencia a
un valor numérico particular incluye al menos ese valor particular, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, una referencia a "un material" es una referencia a al menos uno de dichos materiales y sus
equivalentes conocidos por los especialistas en la técnica, y asi sucesivamente.

Cuando un valor se expresa como una aproximacion mediante el uso del descriptor "aproximadamente", se entendera
que el valor particular forma otra realizacién. En general, el uso del término "aproximadamente” indica aproximaciones
que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener mediante la materia descrita, y
debe interpretarse en el contexto especifico en el que se usa, en base a su funcién. El especialista en la técnica podra
interpretar esto como una cuestion rutinaria. En algunos casos, el numero de cifras significativas utilizadas para un
valor particular puede ser un método no limitativo para determinar el alcance de la palabra "aproximadamente". En
otros casos, las gradaciones utilizadas en una serie de valores se pueden utilizar para determinar el rango previsto
disponible para el término "aproximadamente" para cada valor. Donde estan presentes, todos los rangos son inclusivos
y combinables. Es decir, las referencias a valores indicados en rangos incluyen todos los valores dentro de ese rango.

Debe apreciarse que ciertas caracteristicas de la descripcion que, para mayor claridad, se describen en el presente
documento en el contexto de realizaciones separadas, también se pueden proporcionar en combinacién en una Unica
realizacion. Es decir, a menos que sea obviamente incompatible o quede especificamente excluida, se considera que
cada realizacion individual puede combinarse con cualquier otfra realizacién, y tal combinacién se considera que es
otra realizacién. A la inversa, varias caracteristicas de la descripcién que, por brevedad, se describen en el contexto
de una Unica realizacion, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion. Finalmente,
aunque una realizacién puede describirse como parte de una serie de etapas o como parte de una estructura mas
general, cada una de dichas etapas también puede considerarse una realizacién independiente en si misma,
combinable con otras.

Los términos transitorios "que comprende”, "que consiste esencialmente en” y "que consiste" pretenden connotar sus
significados generalmente aceptados en el lenguaje vernaculo de las patentes; es decir, (i} "que comprende", que es
sinénimo de "que incluye", "que contiene" o "que se caracteriza por" es inclusivo o de final abierto y no excluye
elementos o etapas de método adicionales no citadas; (i} "consistente en" excluye cualquier elemento, paso o
ingrediente no especificado en la reivindicacion; y (iii) "que consiste esencialmente en" limita el alcance de una
reivindicacion a los materiales o etapas especificados "y aquellos que no afecten materialmente a la(s) caracteristica(s)
basica(s) y nueva(s)" de la invencion reivindicada. Las realizaciones descritas en términos de la frase "que comprende”
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(o sus equivalentes), también proporcionan, como realizaciones, aquellas que se describen independientemente en
términos de "que consiste en" y "que consiste esencialmente en". Para aquellas realizaciones proporcionadas en
términos de "que consisten esencialmente en", la caracteristica o caracteristicas basicas y novedosas es la facilidad
de operacion de los métodos (y los sistemas usados en tales métodos y las composiciones derivadas de los mismos)
para preparar y usar los materiales inventivos, y los materiales mismos, donde los métodos y materiales son capaces
de proporcionar las propiedades destacadas utilizando solo los elementos proporcionados en las reivindicaciones. Es
decir, mientras que otros materiales también pueden estar presentes en las composiciones inventivas, la presencia de
estos materiales adicionales no es necesaria para proporcionar los beneficios descritos de esas composiciones (es
decir, los efectos pueden ser aditivos) y/o dichos materiales adicionales no comprometen el rendimiento de las
composiciones del producto. De manera similar, cuando también se pueden emplear etapas adicionales en los
métodos, su presencia no es necesaria para lograr los efectos o beneficios descritos y/o no comprometen el efecto o
beneficio declarado.

Cuando se presenta una lista, a menos que se indique lo contrario, debe entenderse que cada elemento individual de
esa lista, y cada combinacién de esa lista, es una realizacién separada. Por gjemplo, una lista de realizaciones
presentadas como "A, B o C" debe interpretarse como que incluye las realizaciones, "A", "B", "C","A o B","Ao C", "B
0 C"0"A, Bo C." Asimismo, un término como alquilo Ci-3 también incluye, como realizaciones separadas, alquilo C1,
alquilo Cg, alquilo Cs, alquilo Ci-2 y alquilo Cz-3.

A lo largo de esta especificacion, las palabras deben tener su significado normal, como entenderan los especialistas
en la técnica relevante. Sin embargo, para evitar malentendidos, los significados de ciertos términos se definiran o
aclararan especificamente.

La referencia a alcoholes, aldehidos, aminas, acidos carboxilicos, cetonas u otros grupos funcionales reactivos de
manera similar también incluye sus analogos protegidos. Por ejemplo, la referencia a hidroxi o alcohol también incluye
aquellos sustituyentes en los que el hidroxi esta protegido por acetilo (Ac), benzoilo (Bz), bencilo (Bn, Bnl), éter p-
metoxietoximetilico (MEM), dimetoxitritilo, [bis-(4-metoxifenil)feniimetil] (DMT), metoximetil éter (MOM), metoxitritil [(4-
metoxifenil)difeniimetilo, MMT), p-metoxibencil éter (PMB), metiltiometil éter, pivaloilo (Piv), tetrahidropiranilo (THP),
tetrahidrofurano (THF), tritilo (trifeniimetilo, Tr), éter de sililo (los mas populares incluyen éteres de trimetilsililo (TMS),
terc-butildimetilsililo (TBDMS), tri-isopropilsililoximetilo (TOM) y triisopropilsililo (TIPS)), éteres de etoxietilo (EE). La
referencia a aminas también incluye aquellos sustituyentes en los que la amina esta protegida por un BOC glicina,
carbobenciloxi (Cbz), p-metoxibencilcarbonilo (Moz o MeOZ), terc-butiloxicarbonilo (BOC), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(FMOC), acetilo (Ac), benzoilo (Bz), bencilo (Bn), carbamato, p-metoxibencilo (PMB), 3,4-dimetoxibencilo (DMPM), p-
metoxifenilo (PMP), grupo tosilo (Ts) o grupo sulfonamida (Nosyl y Nps). La referencia al sustituyente que contiene un
grupo carbonilo también incluye aquellos sustituyentes en los que el carbonilo esta protegido por un grupo acetal o
cetal, acilal o diatano. La referencia al sustituyente que contiene un acido carboxilico o un grupo carboxilato también
incluye aquellos sustituyentes en los que el acido carboxilico o el grupo carboxilato esta protegido por su éster metilico,
éster bencilico, éster terc-butilico, un éster de fenol disustituido en 2,6 (por ejemplo, 2,6-dimetilfenol, 2,6-
diisopropilfenol, 2,6-di-terc-butilfenol), un éster de sililo, un ortoéster o una oxazolina.

Las realizaciones de la presente descripcién incluyen polimeros que comprenden segmentos alternos cargados y no
cargados que comprenden una o mas de las siguientes unidades estructurales de Férmula (I} o Férmula (I} o Férmula (ll1):

DT> M(ﬂ)

(1),
donde
A es un segmento no cargado que comprende polialquilenglicol;

B es un segmento cargado catibnicamente que comprende al menos un enlace polihidroxi que comprende al menos
un par de dioles vecinales.

En los polimeros de la presente descripcion, el término polialquilenglicol se refiere a cualquier polimero que contenga

el enlace funcional:
}0\6/)0\5{
X
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donde x esta en un intervalo de 1 a aproximadamente 6, aunque practica y preferiblemente es 2 o 3, preferiblemente
2 (avalores mas altos de x, el polialquilenglicol muestra una mala hidrofilicidad). Por tanto, en realizaciones preferidas,
A es o0 comprende un polietilenglicol y un grupo de enlace apropiado opcional (pero preferible), siendo el grupo de
enlace necesario para unirse a los otros componentes del polimero general. Preferiblemente, en cada aparicion, el
polialquilenglicol, generalmente, y el polietilenglicol especificamente tienen un peso molecular promedio en nimero
nominal (MWhn) en un intervalo de aproximadamente 500 Dalton a aproximadamente 50.000 Dalton. En realizaciones
mas especificas, los restos de polialquileno/polietilenglicol tienen valores de MW, de aproximadamente 500 Da a
aproximadamente 1 kDa, de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 5 kDa, de aproximadamente 5 kDa a
aproximadamente 10 kDa, de aproximadamente 10 kDa a aproximadamente 15 kDa, de aproximadamente 15 kDa a
aproximadamente 20 kDa, de aproximadamente 20 kDa a aproximadamente 30 kDa, desde aproximadamente 30 kDa
hasta aproximadamente 40 kDa, desde aproximadamente 40 kDa hasta aproximadamente 50 kDa, o cualquier
combinacion de dos 0 méas de estos intervalos.

En algunas de estas realizaciones, B es un segmento cargado catibnicamente que comprende al menos un enlace
polihidroxi que comprende al menos un par de dioles vecinales. Se prefieren los enlaces polihidroxi azucar o
carbohidrato por su biocompatibilidad, aunque también se pueden emplear enlaces polihidroxi sintéticos quirales y
aquirales (por ejemplo, acido polihidroxi(met)acrilico). En determinadas realizaciones preferidas, el enlace polihidroxi
comprende acido mucico, en el que B comprende al menos una subunidad repetida que comprende una estructura de
Férmula (1V), presentada como (IV) o (IVA):

0 O OH o oM oH

Mo Lo O OH O v,

Estas estructuras son isdmeros rotacionales entre siy para los presentes propositos son funcionalmente equivalentes.
Tal como se usa en este documento, la representacién de una de estas estructuras connota una o ambas de estas
estructuras en el contexto de su uso.

En otras realizaciones, B comprende ademas al menos una subunidad repetida que comprende una estructura de
Formula (V):

NH,*

m *
V)

dondemes1,2,3,4,5,6,7,8,90 10, preferiblemente 4-6 0 5. Dichos enlaces son grupos de enlace Utiles tanto por
su caracter catiénico como por su conveniencia de uso para enlazar los restos polihidroxi (por ejemplo, acido mucico)
con el polialquilenglicol. Cuando se combina con el enlace de acido micico descrito anteriormente, la combinacion de
enlaces (IV}) y (V) presenta una subestructura que comprende al menos una subunidad repetida que comprende cMAP,
cuya estructura de subunidad se representa como Férmula (V1):

NH,*

NH,* H (;H OH O H
mH Y o onont

.
NH2 (VI);

donde

m es independientemente en cada aparicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 0 5; y

n es independientemente en cada aparicion 1, 2, 3, 4 o 5, preferiblemente 1. Téngase en cuenta que m y n no estan
necesariamente limitados a estos valores, y que también pueden considerarse valores mas grandes para estas

variables dentro del alcance de la presente descripcion.

Con unidades basicas de construccién, es posible describir una gama de polimeros tribloque y di-bloque mas
especificos. De nuevo, las estructuras descritas a continuacion se pueden preparar usando métodos descritos en los
Ejemplos, usando homoélogos de los reactivos descritos alli. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los polimeros de la
presente descripcion incluyen los descritos por una estructura de Férmula (VII):
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( Cadena A ]_F cMAP %—( Cadena B ]
g

{VI])
donde
La cadena A es
J VJFOAW&NA@ MNA@ ;
r H n = H
aq O OH OH
La cadena B es
~ O X
AV
0 ' I
cMAP es

OH OH O

N
2+mH (_)OHH n

p Yy q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden cMAP
y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 50.000 Da;

2

m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 (o incluso mayor), preferiblemente 4-6 o 5;
n y r son independientemente en cada aparicién 0, 1, 2, 3, 4 0 5 (o incluso mas); y

X1y X2 son independientemente en cada aparicién alquilo Cie, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -
C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NHz, -NH(alquilo}, -N(alquilo)z, 0 una sal o analogo protegido del mismo.

De nuevo, los valores de p y q pueden ser iguales o diferentes en cada caso e iguales o diferentes entre si. Lo mismo
es cierto para ny r; es decir, los valores de n y r pueden ser iguales o diferentes en cada aparicion e iguales o diferentes
entre si. En ciertas realizaciones, cuando m es 5y n es 1, los valores numéricos de p corresponden a un rango de
aproximadamente 1 a aproximadamente 100, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100. Las
realizaciones especificas incluyen aquellas en las que p esta en un rango de aproximadamente 1 a aproximadamente
10, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25, de aproximadamente 25 a aproximadamente 50, de
aproximadamente 50 a aproximadamente 75, de 75 a aproximadamente 100, o cualquier combinacién de dos o mas
de estos intervalos. Los valores numéricos de q correspondientes a los rangos de MW, citados incluyen aquellos que
varian de aproximadamente 12 a aproximadamente 1200. Las realizaciones especificas incluyen aquellas en las que
g esta en un rango de aproximadamente 12 a aproximadamente 100, de aproximadamente 100 a aproximadamente
400, de aproximadamente 400 a aproximadamente 800, de aproximadamente 800 a aproximadamente 1200, o
cualquier combinacién de dos o mas de estos rangos. En realizaciones especificas, q también puede estar en un rango
de aproximadamente 100 a aproximadamente 500. En otros subconjuntos de esta realizacion, X1 y X2 son
independientes en cada aparicién -(CHz2}1-4-COOH y/o -(CHz2)1-4-NH2.

Dada la naturaleza de la Cadena A y la Cadena B, tales estructuras también pueden designarse como polimero
tribloque PEG-cMAP-PEG.

En ofras realizaciones, los polimeros de la presente descripcién incluyen los descritos por una estructura de Férmula (VIII):

11



10

15

20

25

ES 2980216 T3

- - :’ b
L Grupo Final D }_{ cMAP k_*j £ Cadena € ] Z cMAP j j—k Cadena B
- ¢ P L P; z R HY)
donde
cMAP es

H

= Q “
e TS BN
TR "
< o X
At oo
r
0] q ;
0 H OHOHO X
. N .
OV}O”@’LH%% TN A</>n
r q r

HO

OIH
O
T

La cadena B es

La cadena C es

, O OHOHH

El grupo final D es:

G R RTAL

OH OH
X3
m

O OH OH
p Yy q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden cMAP
y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 50.000 Da;
m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 o0 5;
ny r son independientemente en cada aparicién 0, 1,2, 3,4 0 5;

z es igual o mayor que 1 (hasta aproximadamente 2, 4,6, 8 0 10); y

Xz es independientemente en cada aparicién alquilo C1-, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo),
-C(=0)O(arilo), -NH2, -NH(alquilo), -N(alquilo)2, 0 una sal o version protegida del mismo; y

X3 es independientemente -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NHz, -NH(alquilo), -N(alquilo)2, o0 una sal o
analogo protegido del mismo.

De nuevo, los valores de p y g pueden ser iguales o diferentes en cada caso e iguales o diferentes entre si. Lo mismo
es cierto para ny r; es decir, los valores de ny r pueden ser iguales o diferentes en cada aparicion e iguales o diferentes
entre si. En ciertas realizaciones, cuando m es 5y n es 1, los valores numéricos de p corresponden a un rango de
aproximadamente 1 a aproximadamente 100, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100. Las
realizaciones especificas incluyen aquellas en las que p esta en un rango de aproximadamente 1 a aproximadamente
10, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25, de aproximadamente 25 a aproximadamente 50, de
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aproximadamente 50 a aproximadamente 75, de 75 a aproximadamente 100, o cualquier combinacién de dos o mas
de estos intervalos. Los valores numéricos de q correspondientes a los rangos de MW, citados incluyen aquellos que
varian de aproximadamente 12 a aproximadamente 1200. Las realizaciones especificas incluyen aquellas en las que
g esta en un rango de aproximadamente 12 a aproximadamente 100, de aproximadamente 100 a aproximadamente
400, de aproximadamente 400 a aproximadamente 800, de aproximadamente 800 a aproximadamente 1200, o
cualquier combinacién de dos o mas de estos rangos. En realizaciones especificas, q también puede estar en un rango
de aproximadamente 100 a aproximadamente 500. En otros subconjuntos de esta realizacion, X1 y X2 son
independientes en cada aparicién -(CHz2}1-4-COOH y/o -(CHz2)1-4-NH2.

Dada la naturaleza de los diversos elementos de la cadena y del grupo terminal, tales estructuras también se pueden
designar como un dibloque cMAP-PEG o un polimero dibloque PEG-cMAP.

En otras realizaciones adicionales, los polimeros de la presente descripcion incluyen los descritos por una estructura
de Férmula (1X):

[ Grupo Final D }['._L cMAP H{ Cadena & }% cMAP
P

El grupo final D es:

0 IxX

donde

L OH OH O H
N _~ N
AN
"o OH OH P Mn
(o]

cMAP es
NH,* H (;H OH O H
NH,* m H n 0O OH OH H n .
La cadena C es
OH OH O H
* O\/%O/ﬁak /\6%/ /\é% *
O OHOHH

o)

p v q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden
cMAP y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de aproximadamente 500 Da a aproximadamente
50.000 Da, preferiblemente de aproximadamente 1000 Da a aproximadamente 5000 Da;

m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4-6 o0 5;

n y r son independientemente en cada aparicién 0, 1, 2, 3, 4 0 5;

z es igual o0 mayor que 1 (hasta aproximadamente 2, 4,6, 80 10); y

X3y X4 son independientemente en cada aparicion -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo}, -C(=0)O(arilo), -NH2, -NH(alquilo),
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-N(alquilo)z, 0 una sal o analogo protegido del mismo.

De nuevo, los valores de p y q pueden ser iguales o diferentes en cada caso e iguales o diferentes entre si. Lo mismo
es cierto para ny r; es decir, los valores de n y r pueden ser iguales o diferentes en cada aparicion e iguales o diferentes
entre si. En ciertas realizaciones, cuando m es 5y n es 1, los valores numéricos de p corresponden a un rango de
aproximadamente 1 a aproximadamente 100, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100. Las
realizaciones especificas incluyen aquellas en las que p esta en un rango de aproximadamente 1 a aproximadamente
10, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25, de aproximadamente 25 a aproximadamente 50, de
aproximadamente 50 a aproximadamente 75, de 75 a aproximadamente 100, o cualquier combinacién de dos o mas
de estos intervalos. Los valores numéricos de q correspondientes a los rangos de MW, citados incluyen aquellos que
varian de aproximadamente 12 a aproximadamente 1200. Las realizaciones especificas incluyen aquellas en las que
g esta en un rango de aproximadamente 12 a aproximadamente 100, de aproximadamente 100 a aproximadamente
400, de aproximadamente 400 a aproximadamente 800, de aproximadamente 800 a aproximadamente 1200, o
cualquier combinacién de dos o mas de estos rangos. En realizaciones especificas, q también puede estar en un rango
de aproximadamente 100 a aproximadamente 500.

Dada la naturaleza de los diversos elementos de la cadena y del grupo terminal, tales estructuras también pueden
denominarse polimeros tribloque cMAP-PEG-cMAP.

En cada una de las estructuras presentadas, las realizaciones independientes especificas incluyen aquellas en las
que m es independientemente 4, 5 0 6. En ciertas realizaciones, m es 5 en cada aparicion.

En cada una de las estructuras presentadas, las realizaciones independientes especificas incluyen aquellas en las
quenes 1.

En cada una de las estructuras presentadas, las realizaciones independientes especificas incluyen aquellas en las
que r es independientemente 2, 3 0 4. En algunas de estas realizaciones, r es 3 en cada aparicion.

En cada una de las estructuras presentadas, las realizaciones independientes especificas incluyen aquellas en las
que p es suficiente para proporcionar un peso molecular promedio en nimero de la subunidad que comprende cMAP
en un rango de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 15 kDa, de aproximadamente 6 kDa a aproximadamente
14 kDa, de 7 kDa a aproximadamente 13 kDa, de aproximadamente 8 kDa a aproximadamente 12 kDa, de 9 kDa a
aproximadamente 11 kDa o aproximadamente 10 kDa. Cuando el fragmento cMAP tiene un MW de aproximadamente
420 Da, respectivamente, esto corresponde a valores numéricos de p en rangos de aproximadamente 12 a
aproximadamente 36, de aproximadamente 14 a aproximadamente 33, de aproximadamente 17 a aproximadamente
31, de aproximadamente 192 a aproximadamente 29, de aproximadamente 22 a aproximadamente 26, 0
aproximadamente 24.

En cada una de las estructuras presentadas, las realizaciones independientes especificas incluyen aquellas en las
que q es suficiente para proporcionar un peso molecular promedio en nimero de la subunidad que comprende PEG
en un rango de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 50 kDa, de aproximadamente 1 kDa a aproximadamente
40 kDa, de 5 kDa a aproximadamente 30 kDa, o de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 20 kDa. Cuando el
resto de polialquilenglicol es polietilenglicol, y dado que el fragmento de etilenglicol tiene un MW de aproximadamente
44 Da, esto corresponde a valores numéricos de q en intervalos de aproximadamente 11 a aproximadamente 1200,
de aproximadamente 23 a aproximadamente 910, de aproximadamente 110 a aproximadamente 680, o de
aproximadamente 110 a aproximadamente 450.

Cada combinacién de valores para m, n, p, q, r 0 z con cualquier definicién apropiada de Xi, Xz, X3, y/0 X4 aqui descrita
representa una realizacién discreta, y cualquier combinacion de estas realizaciones proporciona la definicion de otra
realizacion.

En los Ejemplos se proporcionan ejemplos de esquemas no limitantes para preparar los diversos polimeros descritos
en el presente documento. Cada una de estas rutas sintéticas, asi como las que usan homoélogos de los reactivos
especificamente descritos, se considera dentro del alcance de la presente descripcion. Tal como se usa aqui, el
término homologo se refiere a un compuesto que se diferencia del ejemplo en uno o mas grupos metileno. En un
método, se puede preparar un polimero conectando al menos un segmento no cargado que comprende
polialquilenglicol con al menos un segmento cargado catiénicamente que comprende al menos un enlace polihidroxi
mediante el uso de al menos un grupo de enlace. En los casos en los que el segmento cargado cationicamente es
uno de los derivados de acido mucico descritos anteriormente, este método comprende hacer reaccionar
estequiométricamente dos polimeros de PEG con un polimero de acido mucico, dos polimeros de acido mucico con
un polimero de PEG o un polimero de acido micico con un polimero de PEG, cada uno con grupos de enlace
adecuados para formar el polimero dibloque o tribloque deseado. Tales reacciones de acoplamiento se pueden
efectuar usando reacciones de condensacion de acido carboxilico/amina para formar enlaces amida tal como se
describe en el presente documento.

La formacién de nanoparticulas de acuerdo con varias realizaciones de la presente descripcidén se puede analizar con
técnicas y procedimientos conocidos por los especialistas en la técnica.
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Otras realizaciones adicionales de la presente descripcion incluyen conjugados poliméricos de los polimeros que
contienen cMAP/PEG descritos en el presente documento. Dichos conjugados poliméricos comprenden cualquiera de
los polimeros que contienen cMAP/PEG y un segundo polimero que contiene acido borénico que comprende una
estructura de Formula (X)

HO L~ X
\B_I AN o™
/Lo >

HO (RA), )

donde

el polimero que contiene cMAP/PEG y el segundo polimero que contiene acido borénico estan conectados
reversiblemente entre si mediante un enlace de condensacién de borato entre los restos de acido borénico de féormula
(X) y al menos un par de dioles vecinales de enlaces polihidroxi de formula (1), (11}, (11}, (IV), (VI), (VII}, (VIII) o (IX},
estando Xs en el extremo distal de dicha conexién;

RA es nitro (u otro grupo atractor de electrones);

nesO0, 1,2, 304, preferiblemente 1;

s es 20-1200;

L es un grupo de enlace entre el anillo de fenilo y el enlace de 6xido de polietileno; y

Xs es alquilo Ci-s, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo}, -NHz, -NH(alquilo), -
N(alquilo)2, 0 una sal o analogo protegido del mismo.

En algunas de estas realizaciones, n es 1. De estas realizaciones, las estructuras ejemplares incluyen:

g 0
H
HO™ i 4 B
B
HO™ % oo 5
NO, NO;  OoN

En algunas realizaciones de los conjugados poliméricos, s esta en un rango de 20 a aproximadamente 120, de
aproximadamente 120 a aproximadamente 240, de aproximadamente 240 a aproximadamente 480, de
aproximadamente 480 a aproximadamente 720, de aproximadamente 720 a aproximadamente 960, de
aproximadamente 960 a aproximadamente 1200, o cualquier combinacién de dos o mas de dichos intervalos.

En otras realizaciones de los conjugados poliméricos, L es -(alquileno-Co-2)NH-C(=0)-(alquileno-Co-2)-, -(alquileno-Co-
2)-C(=0)-NH-(alquileno-Co-2)-, -(alquileno-Co-2)-O-C(=0)-(alquileno-Co-2)- 0 -(alquileno-Co-2)-C(=0)-O-(alquileno-Co-2)-.
En subconjuntos de estos, L es -NH-C(=0)-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0)- 0 -C(=0)-O-. Se pueden emplear grupos de enlace
unicos o multiples de L con cualquier polimero.

Hasta este punto, la descripcion se ha descrito en términos de polimeros o conjugados poliméricos, pero los elementos
importantes de la descripcién incluyen nanoparticulas derivadas de estos polimeros o conjugados poliméricos, y las
definiciones proporcionadas para estos polimeros y conjugados poliméricos son igualmente Gtiles para describir las
nanoparticulas asociadas. Estas nanoparticulas tienden a ser sustancialmente similares y, dependiendo del tamafio de
los diversos fragmentos de cMAP o PEG, y/o de las longitudes de las cadenas asociadas con el polimero que contiene
acido borénico, tienen dimensiones de seccion transversal (es decir, diametros) en un rango de aproximadamente 20 nm
a aproximadamente 300 nm. Las realizaciones especificas también pueden describir que estas nanoparticulas tienen
diametros en un rango de aproximadamente 20 nm a aproximadamente 40 nm, de aproximadamente 40 nm a
aproximadamente 80 nm, de aproximadamente 80 nm a aproximadamente 120 nm, de aproximadamente 120 nm a
aproximadamente 180 nm, desde aproximadamente 180 nm hasta aproximadamente 240 nm, desde aproximadamente
240 nm hasta aproximadamente 300 nm, o una combinacion de dos 0 mas de estos intervalos.

Asimismo, también se debe considerar que la referencia a una sola nanoparticula incluye realizaciones separadas que
abarcan una poblacién o pluralidad de nanoparticulas. En ciertas realizaciones, la pluralidad de nanoparticulas esta
sustancialmente monodispersa, con realizaciones independientes siempre que la desviacién estandar en la dimensién
de la secci6n transversal entre las nanoparticulas sea menor del 20%, 30%, 40%, 50% 0 60%, con respecto a la media,
medida por microscopia electrénica de crio-transmision (crio-TEM). Los tamafios y distribuciones de particulas pueden
definirse mediante varios métodos, incluido el analisis de fotomicrografia crio-TEM. En este método, se analiza un
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numero predeterminado de particulas (mas de 100} en micrografias electronicas de crio-transmisién representativas
(normalmente derivadas de mas de 3 muestras liquidas seleccionadas al azar que se han congelado en etano liquido)
midiendo los diametros medios de las particulas, contando particulas dentro de un gradiente de fraccién de tamario
predeterminado y correlacionando estadisticamente esos nimeros. Véanse también los Ejemplos para obtener
informacién adicional.

Estas nanoparticulas (que comprenden uno o mas de los polimeros o conjugados poliméricos de la invencién) son
especialmente atractivas por su capacidad para transportar "carga” biolégica y, en determinadas realizaciones, estas
nanoparticulas comprenden ademas un agente biolégico encapsulado. Estos agentes biolégicos pueden estar unidos
covalentemente o contenidos de otro modo dentro o por la nanoparticula. En determinadas realizaciones, un agente
biolégico es un polinucleétido o un agente terapéutico de molécula pequefia. Los ejemplos de dichos agentes
terapéuticos incluyen, entre otros, productos farmacéuticos de molécula pequefia, antibidticos, esteroides,
polinucleétidos (por ejemplo, ADN genémico, ADNc, ARNm, ARNip, ARNhc, miARN, oligonucleétidos antisentido, virus
y polinucleétidos quiméricos), plasmidos, péptidos, fragmentos de péptidos, moléculas pequefias (por ejemplo,
doxorrubicina), agentes quelantes (por ejemplo, deferoxamina (DESFERAL), acido etilendiaminotetraacético (EDTA)),
productos naturales (por ejemplo, taxol, anfotericina) y otras macromoléculas biolégicamente activas tales como, por
ejemplo, proteinas y enzimas. Véase también la Patente de EE.UU. n° 6,048,736 que enumera los agentes activos
(agentes terapéuticos) que pueden usarse como agentes terapéuticos con las nanoparticulas descritas en el presente
documento. Los agentes terapéuticos de molécula pequefia no solo pueden ser el agente terapéutico dentro de la
particula compuesta sino que, en una realizacién adicional, pueden unirse covalentemente a un polimero del
compuesto. En varias realizaciones, el enlace covalente es reversible (por ejemplo, a través de una forma de
profarmaco o enlace biodegradable tal como un disulfuro} y proporciona otra forma de administrar el agente
terapéutico. En varias realizaciones, los agentes terapéuticos que se pueden administrar con las nanoparticulas aqui
descritas incluyen agentes quimioterapéuticos tales como epotilonas, farmacos basados en camptotecina, taxol o un
acido nucleico como un plasmido, ARNip, ARNhc, miARN, oligonucleétidos antisentido, aptameros o su combinacion,
y farmacos adicionales que pueden ser identificados por un especialista tras leer la presente descripcién.

En determinadas realizaciones preferidas, el agente biolégico es un polinucleétido que es una molécula de ARN. En
algunas de estas realizaciones, la molécula de ARN es una molécula de ARNip.

Sin pretender cefiirse a la exactitud de ninguna teoria en particular, parece que cuando se dispersan en medios
acuosos, las nanoparticulas se organizan presentando los enlaces hidroéfilos hacia el entorno acuoso y manteniendo
las especies cationicas en una cavidad interna (ver, por ejemplo, las Figuras 16A y 16B). La masa cargada
negativamente, incluidos los acidos nucleicos, se asocia con las cargas positivas en las estructuras de cMAP, en
algunos casos ayudando en el autoensamblaje de las nanoparticulas.

Cuando las nanoparticulas comprenden enlaces poliméricos que contienen acido (nitro}borénico funcionalizado, las
nanoparticulas se pueden conjugar ademas con uno o mas ligandos dirigidos. En tales casos, la conjugacién se
produce a través de un enlace de condensacion entre el extremo distal del polimero que contiene acido borénico y el
ligando dirigido. En algunas realizaciones, este ligando dirigido comprende cualquiera de un anticuerpo, transferrina,
un ligando para un receptor celular o una proteina receptora celular, un aptamero o un fragmento de un anticuerpo,
transferrina, un ligando para un receptor celular o un proteina receptora celular. En realizaciones especificas, un solo
tipo de ligando dirigido se conjuga con cada polimero o nanoparticula o poblaciones de nanoparticulas. En otras
realizaciones, se conjugan multiples tipos de ligandos dirigidos a cada polimero o nanoparticula o dentro de una
poblacién de nanoparticulas. En otras realizaciones adicionales, una Unica entidad molecular del ligando dirigido se
conjuga con cada nanoparticula individual. La capacidad de conjugar entidades moleculares individuales con
nanoparticulas individuales se describe en la Patente de EE.UU. n® 9,468,681. En otras realizaciones, se conjugan
multiples moléculas del ligando dirigido con cada nanoparticula individual.

Tal como se ha sugerido anteriormente, en ciertas realizaciones, los polimeros, polimeros conjugados y/o
nanoparticulas pueden existir como dispersiones en medios acuosos, conteniendo opcionalmente dichos medios
acuosos también tampones, tensioactivos u otros modificadores. La presente descripcién también contempla
composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas agentes biologicamente activos y cualquiera de los
polimeros o conjugados poliméricos o nanoparticulas, o la pluralidad de nanoparticulas, descritas en el presente
documento y un vehiculo, portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El término "vehiculo", tal como se usa en este documento, indica cualquiera de los diversos medios que actian
normalmente como disolventes, portadores, aglutinantes, excipientes o diluyentes para una nanoparticula
comprendida en la composicién como ingrediente activo.

El término "excipiente" tal como se usa en este documento indica una sustancia inactiva usada como vehiculo para los
ingredientes activos de un medicamento. Los excipientes adecuados para las composiciones farmacéuticas aqui
descritas incluyen cualquier sustancia que mejore la capacidad del cuerpo de un individuo para absorber la nanoparticula.
Los excipientes adecuados también incluyen cualquier sustancia que pueda usarse para aumentar las formulaciones con
nanoparticulas para permitir una dosificacién conveniente y precisa. Ademas de su uso en la cantidad de dosis unitaria,
los excipientes se pueden usar en el proceso de fabricacion para ayudar en la manipulacién de las nanoparticulas.
Dependiendo de la via de administracion y de la forma de medicacion, se pueden usar diferentes excipientes. Los
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ejemplos de excipientes incluyen, pero no se limitan a, antiadherentes, aglutinantes, desintegrantes de revestimientos,
rellenos, aromas (tales como edulcorantes) y colorantes, deslizantes, lubricantes, conservantes, sorbentes.

El término "diluyente”, tal como se usa en este documento, indica un agente diluyente que se emite para diluir o
transportar un ingrediente activo de una composicion. Los diluyentes adecuados incluyen cualquier sustancia que
pueda disminuir la viscosidad de una preparacioén medicinal.

La persona especialista en la técnica puede identificar detalles adicionales relacionados con la identificacion del agente
vehiculo o del agente auxiliar adecuado de las composiciones, y en general con la fabricacién y el envasado del kit,
tras la lectura de la presente descripcién.

Las composiciones que comprenden los agentes biolégicamente activos y los polimeros, conjugados de polimeros y/o
nanoparticulas de la presente descripcion, incluidas las composiciones farmacéuticas de los mismos, son (tiles para
tratar a pacientes que necesitan tratamiento, en particular debido a la biodisponibilidad mejorada originada por los
polimeros, conjugados de polimeros y/o nanoparticulas de la invencién. El grado de mejora de la biodisponibilidad de
dichas composiciones, en relacién con la administracion del mismo agente o agentes biolégicamente activos, ya sea por
si mismo o con cMAP por si mismo, fue sorprendentemente alto. Véanse los ejemplos.

Ejemplos

En los siguientes ejemplos, se ha realizado un esfuerzo para garantizar la precision con respecto a los numeros
utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indigue lo contrario, la temperatura esta en grados C, la presién es igual o cercana
a la atmosférica. Cualquier referencia al peso molecular, a menos que se indique lo contrario, pretende hacer referencia
al peso molecular medio en nimero.

Resumen de resultados experimentales

Se sintetizd un nuevo polimero catidnico que posee unidades repetidas basadas en acido micico y suberimidato de
dimetilo y se denominé cMAP. La modificacién adicional de cMAP en un polimero tribloque con mPEG flanqueando
cMAP, mPEG-cMAP-PEGm, dio como resultado un polimero bien definido con un peso molecular de aprox. 20 kDa.
Este polimero tribloque fue capaz de encapsular completamente ARNip a relaciones de carga de 2 +/- 0 superiores.
Las NP estables compuestas por este polimero tribloque y ARNip se pueden formular directamente en PBS con
diametros de aprox. 30 nm (tanto por DLS como por CrioTEM), y con una carga superficial ligeramente positiva de
aprox. 0,4 mV tanto en tampon fosfato 10 mM pH 7,4 como en KCI 1 mM pH 5,5. Tras la inyeccién en ratones, estas
NP formadas con el polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm mostraron una circulacion prolongada en comparacion
con las NP formuladas con cMAP y copolimero cMAP-PEG, quedando un 5-10% de la formulacién en circulacién
después de 1 hora. El tiempo en circulacion permanecié igual cuando se eliminé de la formulacién una porcién del
exceso de polimero tribloque. La ausencia de cualquier polimero catiénico en exceso es ventajosa para minimizar
cualquier efecto adverso que estas entidades provoquen in vivo.

Ejemplo 1. Materiales y métodos.

Se adquirieron acido mucico y cloruro de oxalilo de Sigma-Aldrich, N-boc-etilendiamina de AK Scientific, suberimidato
de dimetilo de Thermo Fisher Scientific o Sigma-Aldrich y acido 3-carboxil-5-nitrofenil borénico de Alfa-Aesar. Los
reactivos de polietilenglicol se adquirieron de Jenkem Technology USA o Laysan Bio, Inc. El suberimidato de dimetilo,
el mondmero cargado con el que se polimeriz6 la etilendiamina del acido mucico, se utilizé tal cual se adquirié de
Thermo Scientific o Sigma-Aldrich. Con el fin de asignar picos en los espectros de protones y carbono de cMAP, se
adquirieron los espectros de RMN del suberimidato de dimetilo. Los espectros de RMN de protén y de carbono de
DMS fueron mas complejos de lo esperado, lo que sugiere que habia algo de hidrélisis en una botella recién abierta.
Véase la Tabla 2.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se adquirieron en instrumentos Varian de 300 MHz, 500 MHz
0 600 MHz a 25 grados Celsius, sin giro, a 500 o 600 MHz. Para la mayoria de los espectros de protén 'H, se utiliz6
un tiempo de retardo de 1-1,5 s; para la integracién cuantitativa del polimero, se utilizé un retardo de 25 s. Los
espectros de carbono '°C se adquirieron a 500 MHz con la configuracion predeterminada. Se adquirieron espectros
de coherencia cuantica Unica heteronuclear de 'H-13C (HSQC), de espectroscopia de correlacion 'H-H (COSY), y de
espectroscopia de correlacion de enlaces muliltiples heteronucleares de 'H-'3C (HMBC) utilizando los valores
predeterminados de VNMRJ3.0 HSQCAD, COSY y HMBC. Ademas, se adquirieron espectros de espectroscopia
ordenada por difusién (DOSY) utilizando el método de eco estimulado por pares de pulsos bipolares con compensacién
de conveccién (Dbppste_cc) en VNMRJ3.0 con una longitud de gradiente de difusién de 4,0 ms y un retardo de difusién
de 100,0 ms para los polimeros sintetizados.

Se adquirieron las masas de ionizacién por electropulverizacion de moléculas pequefias utilizando un espectrémetro
de masas de trampa de iones Finnigan LCQ. Los espectros de masas por tiempo de vuelo de ionizacién/desorcién
laser asistida por matriz (MALDI-TOF) para polimeros se adquirieron en un Voyager DE-PRO de Applied Biosystems
utilizando una matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico de 10 mg/mL.
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Ejemplo 2. Sintesis de los polimeros que contienen acido mtucico.

Ejemplo 2.1. Sintesis de polimero de acido mucico cationico (cMAP) (Fig. 1). Se afiadié metanol (360 mL) a acido
mucico (15 g, 71 mmol, 1 equiv.) en un matraz de fondo redondo de 500 mL que contenia una barra de agitacién. Se
afiadié acido sulfirico concentrado (1,2 mL, 22,5 mmol, 0,3 equiv.} A esta suspensién, que luego se agité durante la
noche y se calent6 a reflujo a 85°C. La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente y se filtré a través de un embudo
Buchner usando papel de filtro Whatman del n? 5. El sélido se lavé con 600 mL de metanol y luego se devolvi6 al
matraz de fondo redondo de 500 mL. Se afiadieron 240 mL de metanol y 1,5 mL de trietilaminay el sélido se recristalizo
a reflujo a 85°C durante 1 h. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente, se filtré a través de un embudo Buchner y
se lavo con 600 mL de metanol. El sélido se seco al vacio a 75°C durante la noche para producir éster dimetilico de
acido mucico (13,72 g, rendimiento del 80%), un sélido blanco. RMN de 'H (300 MHz, DMSQ-d6): 4,91 (d, 2H), 4,80
(g, 2H), 4,29 (d, 2H), 3,76 (q, 2H), 3,62 (s, 6H).

Se afiadié metanol (220 mL) a éster dimetilico de acido mucico (13,72 g, 57,6 mmol, 1 equiv.) en un matraz de fondo
redondo de 500 mL que contiene una barra de agitaciéon. Se afiadio trietilamina (20,9 mL, 150 mmol, 2,6 equiv.) Y la
mezcla se agitd y se calento a reflujo a 85°C durante 30 min, tiempo durante el cual se formo una suspensién amarilla.
Se afiadi6 a la suspension N-boc-etilendiamina (23,7 mL, 150 mmol, 2,6 equiv.) en metanol (55 mL) y se reanudo la
agitacion y el reflujo a 85°C durante la noche. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se filtré a través de un
embudo Buchner usando papel de filtro Whatman del n® 5. El s6lido se lavé con metanol (750 mL) y se recristalizé con
metanol (350 mL) a 85°C durante 1,5 h. La mezcla se enfrié de nuevo a temperatura ambiente, se filtré a través de un
embudo Buchner y se lavo con metanol (750 mL). El sélido se sec6 a vacio a 75°C durante la noche para producir
etilendiamina de acido mdcico protegida con N-boc (19,27 g, 68% de rendimiento), un sélido blanco. RMN de 'H (300
MHz, DMSO-d6): 7,71 (t, 2H), 6,81 (t, 2H), 5,13 (d, 2H), 4,35 (q, 2H), 4,10 (d, 2H), 3,77 (q, 2H), 3,13 (m, 4H), 2,97 (m,
4H), 1,36 (s, 18H). ESI 495,1 [M+H]*, 517,4 [M+Na]*.

Se coloco etilendiamina de acido mucico protegida con N-boc (19,2 g) en un matraz de fondo redondo de 500 mL con
una barra de agitaciéon en un bafio de agua. Se afiadié al matraz metanol (260 mL), seguido de acido clorhidrico
concentrado 12 N (65 mL) para preparar HCI 3 N en metanol. El matraz de reaccién se selld con un septum y se ventild
con una aguja. El bafio de agua se ajusté a 25°C y la suspensién se agité durante 6-8 h. La reaccién se controld
mediante cromatografia en capa fina (TLC) con una fase mévil de metanol al 1% en CH2Clz2 y las manchas se
visualizaron en un tanque de yodo. La finalizacién de la reaccién también fue confirmada mediante ESI. La suspension
se filtr6 a través de una frita de vidrio de grano fino y se lavé con metanol (750 mL) hasta que el filirado se acerco a
un pH neutro. El sélido se sec6 a vacio a 80°C durante la noche para producir etilendiamina de acido mucico (12,96
g, 91% de rendimiento) como un soélido blanco. RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6): 7,97-7,83 (m, 8H), 5,30 (d, 2H),
4,55 (d, 2H), 4,16 (d, 2H), 3,82 (m, 2H), 2,85 (m, 4H). RMN de '3C (500 MHz, DMSO-d6): 174,79, 71,39, 70,98, 39,25,
36,76. ESI 295,1 [M+H]*, 588,93 [2M+H]*.

Se afiadié etilendiamina de acido mucico (100 mg, 0,3 mmol, 1 equiv.) a un vial de vidrio de 4 mL con una barra de
agitacion. Se afadioé al vial una disolucion de carbonato de sodio 0,5 M en agua nanopure (1 mL) y la disolucién se
agitdé durante 5 min. A continuacion, se afiadié a la mezcla suberimidato de dimetilo (DMS) (74,4 mg, 0,3 mmol, 1
equiv.) y la reaccién se agitdé durante 16 h durante la noche a 25°C. La reaccion se diluyé con agua nanopure (10 mL)
y se afiadié HCI 1 N gota a gota para ajustar el pH a 4. La disolucién resultante se dializé con un filtro giratorio Amicon
Ultra 3 kD de 15 mL contra agua nanopure hasta que el pH del filtrado fue neutro. La disolucién de polimero se
concentré a 3-4 mL, se filtr6 a través de un filtro de jeringa de PVDF de 0,2 um en un vial de vidrio de 20 mL previamente
pesado y se liofilizé hasta sequedad para proporcionar polimero de acido micico catidnico (29,2 mg, rendimiento del
16%) como un sélido blanco, que se almacené en atmésfera de argén a -20°C. RMN de 'H (600 MHz, DMSQ-d6):
9,59-8,74, 7,92, 5,40, 4,53, 4,16, 3,82, 3,55, 3,26, 2,86-2,00, 1,60, 1,28. RMN de '3C (125 MHz, DMSO-db6): 174.61,
168,12, 71,19, 70,96, 51,67, 42,09, 36,71, 32,48, 27,84, 26,65.

Ejemplo 2.2. Sintesis de copolimero cMAP-PEG (Fig. 2). Los materiales de partida se equilibraron a temperatura
ambiente durante 1 h después de sacarlos del congelador a -20°C. Se pesaron cMAP (50 mg, 0,009 mmol, 2 equiv.})
y di-SPA-PEG-3,5 kD (éster de &cido succinimidil propiénico, 15,7 mg, 0,0046 mmol, 1 equiv.} en un matraz de 10 mL
secado en horno con barra de agitacién. El matraz se tap6 con un septum, los dos sélidos se secaron a vacio durante
1 hora y luego el matraz se llené con argén. Se afiadi6 DMSQO anhidro (2 mL) usando una aguja y una jeringa para
disolver los dos solidos blancos y la disolucién se agité durante 24 h. Se afiadio agua nanopure (20 mL) para diluir el
DMSO y la disolucién se dializ6 frente a agua nanopure usando un filtro Amicon Ultra de MWCO de 10 kD >8 veces.
El retentato, copolimero de cMAP-PEGS.4k, se filtré a través de una membrana de PVDF de 0,2 um y se liofiliz6é hasta
obtener un polvo blanco (29,6 mg, 45% de rendimiento). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6): 9,84-8,48, 7,90, 5,41, 4,53,
4,15, 3,82, 3,55, 3,49 (PEG), 3,26, 2,86-2,00, 1,59, 1,27. RMN de '3C (125 MHz, DMSO-d6): 174,66, 168,17, 71,24,
71,00, 70,24, 67,22, 51,69, 42,11, 36,75, 32,58, 27,89, 26,66. Se siguid un procedimiento similar usando di-SVA-PEG
(éster de acido succinimidilvalérico) de 5 kD para sintetizar el copolimero cMAP-PEG5k utilizando una membrana
SpectraPor 7 MWCO de 15 kD (Spectrum Labs) para dialisis.

El polimero tribloque cMAP-PEG-cMAP fue aislado del copolimero cMAP-PEG por fraccionamiento a través de filtros
de rotacién centrifuga de varios MWCO. El copolimero cMAP-PEGS.4k se dializé usando un filtro de centrifugacion
MWCO de 20 kD, y luego el filtrado se dializ6 a través de un filtro de centrifugacién MWCO de 10 kD para aislar cMAP-
PEG3.4K-cMAP, que se filtir6 a través de una membrana de PVDF de 0,2 um y se liofilizd hasta obtener un polvo
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blanco (10,6 mg, rendimiento del 16%). El cMAP-PEGS5k-cMAP se aislé de la misma forma.

Ejemplo 2.3. Sintesis de polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm (Fig. 3). Los materiales de partida se equilibraron
a temperatura ambiente durante 1 h después de sacarlos del congelador a -20°C. Se pesé cMAP (40 mg, 0,006 mmol,
2 equiv.) y mPEG5k-SVA (85,7 mg, 0,017 mmol, 3 equiv.) en un matraz de 10 mL secado en horno con una barra de
agitaciéon. El matraz se tap6 con un septum, los dos solidos se secaron a vacio durante 1 hora y luego el matraz se
llend con argén. Se afiadié6 DMSO anhidro (4 mL) usando una aguja y una jeringa para disolver los dos s6lidos blancos
y la disolucién se agit6é durante 48 h. Se afiadié agua nanopure (40 mL) para diluir el DMSO y la disolucion se dializo
frente a agua nanopure usando un filiro de centrifugacion MWCO de 20 kD >8 veces. El retentato, mPEG5k-cMAP-
PEG5km, se filtr6 a través de una membrana de PVDF de 0,2 um y se liofilizé hasta obtener un polvo blanco (11,3
mg, rendimiento del 9%). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-db6): 9,84-8,48, 7,90, 5,41, 4,53, 4,15, 3,82, 3,55, 3,49 (PEG),
3,26, 3,20, 2,86-2,00, 1,59, 1,27.

Se sigui6 un procedimiento similar usando mMPEG-SVA de 2 kD para sintetizar mPEG-cMAP-PEGm con bloques de 2
kD. Para el PEG de 2 kD, se us6 un filtro de centrifugacion MWCO de 10 kD para aislar el polimero tribloque.

Ejemplo 2.4. Sintesis de acido 5-nitrofenilborénico-PEGm (5-nPBA-PEGm) (Figura 4).

Se afiadi6 acido 3-carboxil-5-nitrofenilbordnico (200 mg, 0,95 mmol, 1 equiv.) a un matraz de fondo redondo de 10 mL
de 2 bocas secado en horno que contenia una barra de agitacién seca. El matraz se ventildé con argén y se sell6 con
un septum de goma. Se afiadi6 tetrahidrofurano anhidro con inhibidor de BHT (5 mL) para disolver el acido borénico,
seguido de DMF anhidra (14,7 L, 0,19 mmol, 0,2 equiv.). El matraz se enfrié a 0°C en un bafio de agua con hielo. A
continuacion, se afiadié gota a gota cloruro de oxalilo (195,4 uL, 2,28 mmol, 2,4 equiv.) a la mezcla de reaccion. El
bafio de agua con hielo se retir6 después de que se completé la adicion de cloruro de oxalilo, y la reaccién continud
en agitacién durante 2 horas a temperatura ambiente, con un venteo de argdén para permitir el escape de los
compuestos volatiles. El disolvente y la DMF se eliminaron mediante un evaporador rotatorio y luego a vacio durante
2 dias en condiciones de oscuridad para proporcionar cloruro de 3-acilo de acido 5-nitrofenil borénico (217,5 mg,
rendimiento del 100%) como un solido amarillo. Se afiadi6 el cloruro de 3-acilo de acido 5-nitrofenil borénico (27,5 mg,
0,12 mmol, 2 equiv.} a un matraz de fondo redondo de 25 mL secado en horno que contenia una barra de agitacién
seca. El matraz se sellé con un septum de goma, se ventilé con argdn y se enfrié a 0°C en un bafio de agua con hielo.
Se afiadié diclorometano anhidro (4 mL) para disolver el acido boronico. Se afiadid6 mMPEG-amina de 5 kD (300 mg,
0,06 mmol, 1 equiv.) en un matraz de fondo redondo de 10 mL secado en horno ventilado con argén, disuelto en
diclorometano anhidro (5 mL) y diisopropiletilamina (DIPEA, 20,9 pL, 0,12 mmol, 2 equiv.) secados con tamiz molecular
activado, lentamente a la disolucién de acido borénico. El matraz de reaccién se dej6 en el bafio de agua con hielo
para que se calentara lentamente hasta temperatura ambiente y la reaccion se agité durante la noche en condiciones
de oscuridad. El disolvente y la DIPEA se eliminaron mediante un evaporador rotatorio y luego a vacio durante 2 dias
en condiciones de oscuridad. El residuo solido se reconstituyé en HCI 0,5 N (5 mL) y se agité durante 15 min. La
suspension resultante se filtré a través de un filtro de jeringa Supor de 0,2 um, y la disolucion transparente resultante
se dializé con un filtro giratorio Amicon Ultra 3 kD de 15 mL contra agua nanopure hasta que el pH fue constante. La
disolucién de polimero se concentré a 3-4 mL, se filtrd a través de un filtro de jeringa de PVDF de 0,2 um en un vial
de vidrio de 20 mL previamente pesado y se liofilizd hasta sequedad para proporcionar acido 5-nitrofenilborénico-
PEGm (219,2 mg, rendimiento del 70%) como un solido blanco esponjoso. RMN de 'H (600 MHz, DMSO-db): 8,89 (t,
1H), 8,72 (m, 1H), 8,68 (m, 1H), 8,64 (m, 1H), 8,60 (s, 2H), 3,5 (s - PEG, 510H), 3,22 (s, 3H)). RMN de "B (160 MHz,
tamp6n fosfato 10 mM, pH 7,4 en D20): 11,26 (s ancho). MALDI: 5825,5.

Ejemplo 3. Caracterizacion de polimeros

Ejemplo 3.1. Cromatografia de permeacion en gel. Se conecté un HPLC Agilent 1100 con bomba binaria e inyector
a una columna de exclusion por tamafio Tosoh TSKgel G3000PWXL-CP con deteccién por dispersion de luz Wyatt
DAWN HELEOQOS y por indice de refraccion Wyatt Optilab Rex. El polimero liofilizado se disolvi6 a seis concentraciones
diferentes en NaNQOs 0,1 My se inyect6 en el detector de indice de refraccion directamente a través de una bomba de
jeringa para determinacion dn/dc. Para la determinacion del peso molecular absoluto por dispersiéon de luz, se
inyectaron 100 pL de disolucién de polimero en la columna y se analizé el pico de polimero detectado usando el
software ASTRA V.

Ejemplo 3.2. Ensayo TNBSA de cMAP para aminas primarias. Se siguieron las instrucciones proporcionadas por
Thermo Scientific usando acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico al 5% p/v en disolucién madre de metanol, con las
modificaciones que se describen a continuacién. Brevemente, el cMAP y la glicina se disolvieron cada uno en el
tampon de reaccion y se diluyeron en serie para un intervalo de concentracion de 2 a 0,0039 mg/mL y de 20 a 0,00195
mg/mL, respectivamente. Se afiadieron 100 puL de cada concentracién de muestra y 50 L de disolucién de trabajo de
TNBSA a una placa de 96 pocillos por triplicado y se agité brevemente. La absorbancia se leyé en un lector de placas
Tecan infinite M200 a una longitud de onda de 335 nm, se incub6 a 37 grados Celsius durante 2 h y se leyé de nuevo.
Se utilizoé glicina como control positivo.

Ejemplo 3.3. Ensayos de encapsulacion de ARNip en polimero. La capacidad de los polimeros cMAP para
encapsular ARNip se analizé usando dos métodos: un ensayo de retardo en gel y un ensayo RiboGreen. Para el
ensayo de retardo en gel, se mezclaron volimenes crecientes de 0,5 mg/mL de polimero con 1 L de ARNip de 1
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mg/mL a relaciones de carga (+/-} de 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3y 5 en agua para un volumen total de 15 pL. Las mezclas
se agitaron brevemente, se centrifugaron y se dejaron reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se
afiadieron 3 pL de colorante de carga de ADN 6X a cada mezcla, que luego se cargd en un gel de agarosa al 1% en
pesoy se corrid a 95 V durante 1,5 h en tampén TBE 0,5x. Se obtuvieron imagenes del gel en un sistema de obtencién
de imagenes UVP BioDoc-It.

El ensayo RiboGreen se realizd de manera similar al ensayo de retardo en gel, excepto que se utilizaron volimenes
crecientes de polimero a 0,1 mg/mL y 1 uL de ARNip a 0,1 mg/mL en agua para un volumen total de 100 pL en una
placa de 96 pocillos. A cada una de estas mezclas se le afiadié 100 uL de la disolucién de trabajo del reactivo de ARN
Quant-iT RiboGreen, preparada segun el protocolo del kit. La placa se agité brevemente, se incub6 en condiciones de
oscuridad durante 5 min a temperatura ambiente y se ley6 la intensidad de la fluorescencia en un lector de placas
Tecan infinite M200 a una longitud de onda de excitacion de 480 nm y una longitud de onda de emisién de 520 nm.
Las mediciones se realizaron por triplicado.

Ejemplo 4. Formulacion y caracterizacion de las nanoparticulas.

Ejemplo 4.1. Formulacién de las nanoparticulas. Las NP de cMAP se formularon mezclando primero una relacion
molar 1:1 de dioles vecinales de cMAP a 5-nPBA-PEGm (1 mg de cMAP para 22 mg de 5-nPBA-mPEG) en tampon
fosfato 10 mM pH 7,4, agitando brevemente, centrifugando, y dejar reposar la mezcla durante 15 min a temperatura
ambiente. A continuacién, se afiadié ARNip en un volumen equivalente de agua libre de ARNasa a una relacion de
carga de 3:1 de cMAP a ARNip, y a una concentracion de hasta 0,8 mg/mL de ARNip. Las formulaciones de copolimero
cMAP-PEG, de tribloque cMAP-PEG-cMAP y de tribloque mPEG-cMAP-PEGm se hicieron de una manera similar,
aunque la relacién de carga se varié desde 3:1 hasta una relacién de carga 1:1 de polimero a ARNip, y a una
concentracion de hasta 1 mg/mL de ARNip. Para las formulaciones sin 5-nPBA-PEGm, el polimero y el ARNip en
volumenes iguales se mezclaron simplemente en una proporcién de carga apropiada. Para la inyeccion en ratones,
se afiadieron 0,1 volumenes de disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) 10X para obtener una disolucién de
PBS 1X, con una concentracion final de 0,73 mg/mL de ARNip. Para el copolimero de cMAP-PEG y las NP de mPEG-
cMAP-PEGm que se formularon en PBS, tanto el polimero como las disoluciones de ARNip estaban en PBS, y luego
se mezclaron; esto pudo inyectarse directamente en ratones. Para eliminar el exceso de componentes (es decir,
polimero, PEG), la formulacién de NP se coloco en un filtro de centrifugacion Amicon Ultra MWCO de 0,5 mL de 30
kD y se dializé con PBS a 2000 rpm durante 10 min 5-10 veces.

Ejemplo 4.2. Tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas. El tamafio de las NP se determiné utilizando dos
métodos diferentes: dispersion dinamica de luz (DLS) y microscopia electrénica de crio-transmision (CrioTEM). La
DLS se realiz6 en un Zeta-PALS de Brookhaven Instruments Corporation (BIC) con el software BIC Particle Sizing
Software. Las particulas se diluyeron hasta una concentracion de 0,2 mg/mL de ARNip o menos, dependiendo de la
formulacion, hasta que se registroé un tamario estable para diez mediciones de 1 minuto. Se promediaron los resultados
de al menos 10 mediciones.

Se obtuvieron imagenes de CrioTEM de las particulas en disolucion que se congelaron en rejillas R2/2 Quantifoil en etano
liquido después de secar con papel de filtro utilizando un Vitrobot FEI Mark IV con un tiempo de transferencia de 2 s
(fuerza de transferencia 6) y un tiempo de drenaje de 1 s. Las imagenes se recogieron en un microscopio electrénico de
transmision Tecnai de 120 keV equipado con una camara CCD Gatan 2k x 2k UltraScan y software automatizado Serial
EM. Las imagenes adquiridas se analizaron utilizando el software ImageJ para medir el diametro de las NP.

La carga superficial de las NP, o potencial zeta, se midié utilizando el mismo Zeta-PALS utilizado para la DLS, con la
adicién de un conjunto de electrodo acuoso Brookhaven. Se mezclaron 10 L de formulacién de particulas con 1,5 mL
de tampén fosfato 10 mM, pH 7,4 o cloruro potasico 1 mM, pH 5,5 en una cubeta. El electrodo se insert6 en la cubeta
y se midi6 el potencial zeta usando el software BIC PALS Zeta Potential Analyzer con un objetivo residual de 0,012.
Se promediaron los resultados de al menos 10 mediciones.

Ejemplo 4.3. Estequiometria de las nanoparticulas.

Ejemplo 4.3.1. Cuantificacion de 5-nPBA-PEGm unido a las NP. Las NP se formularon con 5-nPBA-PEGm vy los
componentes en exceso se eliminaron como se ha descrito anteriormente. Se inyectaron 50 pL de filtrado del filtro de
centrifugacion MWCO de 30 kD (que contenia componentes en exceso) en un HPLC Agilent 1200 con bomba
cuaternaria y muestreador automatico conectado a una columna de fase inversa Phenomenex Gemini C18 y detector
de longitud de onda multiple. Se registré la absorbancia a 254 nm y se comparé con una curva de calibracién de 5-
nPBA-PEGm.

Ejemplo 4.3.2. Cuantificacion de polimero cationico unido a las NP. Las NP se formularon en ausencia de 5-
nPBA-PEGm. Para cMAP, se eliminé el exceso de polimero catiénico de las NP agregadas como se ha descrito
anteriormente. El polimero cationico unido a las NP se cuantificé directamente tomando el retentato del filtro de
centrifugacién MWCO de 30 kD que contenia las NP, y desmontando y secuestrando el ARNip con perlas magnéticas
BcMag™ SAX (Strong Anion Exchange) (Bioclone Inc). Se inyectaron 50 uL del liquido que contenia cMAP en la
configuracion de GPC descrita anteriormente y se determiné la cantidad de polimero unido a las NP directamente
usando la sefial del indice de refraccién en comparacién con una curva de calibracién de cMAP. Para el copolimero
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de cMAP-PEG y mPEG-cMAP-PEGm, se inyectaron 50 pL de la formulaciéon en la configuracién de GPC descrita
anteriormente. Se registro la sefial del indice de refraccién correspondiente al polimero no unido a las NP y se comparé
con una curva de calibracion del mismo polimero catiénico. Esta cantidad se restdé de la cantidad total de polimero
usado para la formulacion para determinar el porcentaje de polimero unido a las NP.

Ejemplo 5. Estudios farmacocinéticos (PK) in vivo en ratones.

Todos los estudios en animales fueron aprobados por el “Institutional Animal Care and Use Committee” de Caltech.
Las NP se formularon como se ha descrito anteriormente, excepto que el 20% del ARNip se sustituyé por un ARNip
marcado con fluoréforo Cy3. La formulacién de NP se inyect6 por via intravenosa a través de la vena de la cola del
ratén en una dosis de 5 mg de ARNip por kg de ratén. Se afeitaron las patas traseras de ratones Balb/c (Taconic y
Jackson Labs) para la extraccion de sangre de la vena safena en un activador de coagulacion de la parte superior roja
que contenia tubos capilares Sarstedt Microvette CB300. La sangre se recogio a varios tiempos, comenzando a los 2
minutos después de la inyeccién de las NP, con hasta seis muestras por ratén. Los tubos se centrifugaron a 14.000xg
durante 15 min a 4°C y el suero de la parte superior del tubo se utilizé para el analisis de fluorescencia de Cy3, con
una longitud de onda de excitacién de 530 nm y una longitud de onda de emisién de 570 nm, en comparacién con una
curva estandar de la formulacion de NP en suero de ratéon. La fraccion de Cy3-ARNip que queda en el suero se calculd
usando el volumen de suero referido al peso del ratén y la cantidad de formulacion inyectada. Los puntos de datos
son de 3 ratones por formulacion.

Ejemplo 6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Ejemplo 6.1. Sintesis de cMAP, caracterizacion por BMN y determinacion de grupos terminales. Se sintetizé un
polimero de &acido mucico catiénico (cMAP) utilizando la serie de reacciones ilustradas esquematicamente en la Fig.
1. Se caracterizaron completamente el acido mucico y los productos de reaccion intermedios que conducen a la
preparacion de etilendiamina del acido mucico. (Tabla 1).

Tabla 1. Asignaciones de sefiales de RMN para etilendiamina de acido mucico (ver Fig. 6)

\ 'H en D20 . 'HenDMSO-ds | '“CenDMSO-ds
| Desplazamiento quimico | \ i Desplazamiento quimico | Desplazamlento quimico
; ‘ (ppm) (ppm) (ppm) :
Metileno A 3,04 2,85 36,76
Metileno B 3,45 No observado 39,25
Metina A 3,9 3,82 70,98
Metina B 4,32 4,15 71,39
Hidroxilo A No observado 4,55 N/A
Hidroxilo B No observado 5,30 N/A
?Amida y aminas No observado 7,83,7,97 N/A
?Carbono de carbonilo de amida N/A N/A 174,78

La reaccién de condensacion entre etilendiamina de acido mucico y suberimidato de dimetilo (DMS) produjo el material
cMAP. Debido a que el DMS puede hidrolizarse en condiciones como las utilizadas para la polimerizacién, se investigd
la via de reaccién para esta reaccién y los productos formados.(Tabla 2).

?Tabla 2: Asignaciones de sefiales de RMN de 'H para el suberimidato de dimetilo con diversos grados de hidrdlisis
i(ver Figs. 6-8) :

Metoxi { Metileno A | Metileno B | Metileno C

?Suberimidato de dimetilo (Fig. 6) 4,08 2,64 1,60 1,30
?Suberimidato de dimetilo hidrolizado a éster dimetilico (Fig. 7) 3,55 2,25 1,45 1,20
?Suberimidato de dimetilo hidrolizado a carboxilato (Fig. 8) Nlnguno 2,01 1,46 1,20

iLa presencia de suberimidato de dimetilo que contiene un grupo metoxi hidrolizado completamente a un grupo
icarboxilato, se confirmé adicionalmente con el pico del espectro de masas ESl a m/z de 187,9 y con el espectro de :
{RMN de HMBC 'H-'3C. La sefial del metileno A en este caso estaba presente en RMN de 'H con un desplazamiento ;
‘quimico de 2,01 ppm.
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Esta informacion ayudé en la caracterizacién del producto cMAP.

El analisis de RMN de ¢cMAP (incluido los datos de RMN de HSQC 'H-'3C, de RMN de COSY 'H-'H, y de RMN de
HMBC 'H-'3C (Tablas 3-4)) permitié la asignacion de todas las resonancias a los diversos entornos de carbono e
hidrégeno del polimero. Fue importante la identificacién de la composicion del grupo terminal de cMAP, ya que éstas
funcionalidades se utilizan en reacciones posteriores con PEG funcionalizado para formar copolimeros de cMAP-PEG
o polimeros tribloque de mMPEG-cMAP-PEGm.

{Monémero de origen

: Acido muicico y suberimidato de dimetilo

'H en DMSO :
Desplazamiento quimico (ppm) i

7,92

?Hidroxilo B : Acido mucico ; 5,42

H|droxnoA ................................. Ac|domuc|co456 ...........................
MetlnaBAcldomuclco ...................................................................................................................... 418 ..........................
MetlnaAAcldomuc|00384 ...........................
MetOXI(grupOflnal)Suberlmldatodedlmetllo .............................................................................................. 358 ..........................
Met|lenoB .................................. Ac|domuc|00340 ...........................
MetllenoAAcldomuclco ...................................................................................................................... 329 ..........................
MetllenoA(grupoflnaI) ........ Acldomuc|00287 ...........................
Met|lenoASuber|m|datoded|met|lo .............................................................................................. 242 ..........................
?Metileno A (grupo final) éSuberimidato de dimetilo 2,30

?Metileno A (grupo final) ESuberimidato de dimetilo: hidrolizado a carboxilato 2,03

?Metileno B éSuberimidato de dimetilo 1,63

?Metileno B (grupo final) ESuberimidato de dimetilo 1,52

?Metileno C éSuberimidato de dimetilo 1,30

?Tabla 4: Asignaciones de sefiales de RMN de '3C para cMAP; ver Fig. 9.

: éMonémero de origen Desplaz;;?eirt]qul\Sﬁr?ico (ppm)
?Carbonilo de amida EAcido mucico ; 174,29 E
?gitgg ]fijr?a?)a roonilo éSuberimidato de dimetilo 173,47
%?L%%nf':ga?f amida éAcido mucico 171,03

:Carbonilo de amidina

...............................................................................................................................................................................................................................................

i Acido muicico

i Acido mucico

...............................................................................................................................................................................................................................................

{ Suberimidato de dimetilo

i Acido mucico

...............................................................................................................................................................................................................................................

i Acido muicico

?Metina B

‘Metina A

‘Metoxi (grupo final)
Metileno A
‘Metileno B
Metileno A

...............................................................................................................................................................................................................................................

éSuberimidato de dimetilo

‘Metileno C

uberimidato de dimetilo

uberimidato de dimetilo

167,79, 166,82
70,83
70,61
51,31
41,73
36,37
32,15
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‘Metileno B : Suberimidato de dimetilo 26,31

?i\'/'l'é't'i'ié'r'{é"K"('é'r'ij};é"'f'i'h'é{l'j""""f'éJBE'r'i'r'{i'i'c'jé{t'é"&'é'Eji"n'{é't'i'iE:"F{i'&'r'é'l'i'éé'&g';Eé{'rﬁ&iiéigmm .............................. ol
oo R e oy it i S
e e

Los grupos terminales cMAP incluyen el metoxi de un metoxi éster, amina y pequefias cantidades de acido carboxilico
(Fig. 10). El andlisis de RMN de 'H de cMAP muestra la presencia de un pico metoxi caracteristico y estrecho a 3,55
ppm (Fig. 11), y esta asignacién esta respaldada por las mediciones de RMN de HSQC 'H-'3C (no mostradas). El
grupo metoxi se origina por la pérdida de amoniaco del grupo imidato del DMS por hidrélisis (Tabla 2, Figs. 6-8), y se
ha sido reportado previamente. El grupo metileno adyacente al metoxi se puede observar como un triplete a 2,25 ppm
en el espectro de RMN de 'H (Fig. 11). El grupo terminal de amina que se origina a partir de la etilendiamina de acido
mucico no se puede observar directamente mediante RMN de 'H. Sin embargo, el analisis del espectro de RMN del
monomero y del espectro de RMN de HMBC de cMAP permitié realizar la asignacion del triplete a 2,85 ppm a un grupo
metileno adyacente al grupo funcional amina. Ademas, un ensayo de TNBSA para aminas primarias resultd positivo,
lo que confirma que el cMAP tiene una amina primaria terminal como grupo terminal. Por ultimo, habia una pequefia
cantidad de acido carboxilico como grupo final procedente de la hidrolisis completa del éster metilico, o como una
impureza en el DMS de partida. El grupo metileno adyacente al acido carboxilico se observa como un pequefio triplete
a 2,00 ppm en el espectro de RMN de 'H (Fig. 11). Las proporciones de estos grupos terminales en un lote de cMAP
se pueden determinar comparando las integraciones de los tripletes en 2,85 (amina), 2,25 (metoxi) y 2,00 (carboxilato)
ppm, y se muestran para 8 lotes en Tabla 5. Los valores medios para el % de amina, el % de metoxi y el % de
carboxilato son 49%, 42% y 9%, respectivamente.

‘Tabla 5: Relaciones de grupos terminales de amina: metoxi: carboxilato en 8 lotes de cMAP comparando Iasé
integraciones de RMN. :

Lote % de amina _ % de metoxi % de carboxilato
11 ........................ e ; 3961352 ..........................
....................... 1238455415740
T o — S —
....................... 1447074571722

15 47,75 51,17 1,08

16 55,58 37,14 7,28

17 63,22 29,92 6,86

18 38,76 39,50 21,75
Promedio 48,99 + 2,93 42,18 +2,99 6,22 £2,20

Ejemplo 6.1. Copolimero cMAP-PEG vy tribloque de mPEG-cMAP-PEGm. Se hizo reaccionar cMAP con grupos
terminales de acido carboxilico activado en PEG, tales como éster de acido succinimidil propiénico (SPA) o éster de
acido succinimidilvalérico (SVA). El cMAP reaccioné con los copolimeros generados por di-SPA-PEG o mPEG-SVA o
con los polimeros tribloque, respectivamente, con longitudes de PEG de 2, 3,4 0 5 kD.

Debido a que existe una cantidad significativa de cadenas de polimero terminadas en diamina en la mezcla de cMAP,
la reaccion con di-SPA-PEG (Fig. 2) dio como resultado copolimeros cMAP-PEG con distribuciones de tamafio amplias
(los copolimeros variaron desde un copolimero dibloque cMAP-PEG apenas un poco mas grande que 10 kD, hasta
un polimero tribloque cMAP-PEG-cMAP terminado por un éster metilico o acido carboxilico en los cMAP, hasta un
polimero largo de mas de 100 kD; las distribuciones de tamafio mostradas en las Tablas 6-7 son de los rendimientos
de polimero obtenidos al fraccionar el polimero sin purificar a través de filtros de centrifugacién de corte de peso
molecular secuencialmente mas pequefio).

?Tabla 6: Masa retenida en cada filtro MWCO después de fraccionar el copolimero crudo cMAP-PEG3.4k.

MWCO (kD) Masa (mg) iComentario
100 9,5 Copolimero cMAP-PEG de alto peso molecular
50 3,4 Copolimero cMAP-PEG de alto peso molecular
30 5 Copolimero cMAP-PEG de alto peso molecular
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iSe inicié una reaccién con 50 mg de cMAP y 16,5 mg de di-SPA-PEG3.4k. Después de agitar durante 24 horas, |
ireaccion se diluyd en agua y se filtré a través de filtros de centrifugacion Amicon de corte de peso molecular (MWCO)
isecuencialmente mas pequefio. Se produce algo de pérdida de material en la membrana del filtro y durante los pasos :
:de transferencia, pero se muestra el material retenido en cada uno de estos filtros después de la liofilizacién hasta :
isequedad. Se forma una cantidad significativa de copolimero cMAP-PEG3.4k de alto peso molecular en la sintesis :
idebido a la presencia de grupos terminales diamina en cMAP. :

iDe manera similar, se inicié una reaccién con 50 mg de cMAP y 22,3 mg de di-SVA-PEG5k. Después de agit

‘durante 24 horas, la reaccion se diluy6 en agua y se filtré a través de filtros de centrifugacion Amicon de corte de
ipeso molecular (MWCOQO) secuencialmente mas pequefio. Se produce algo de pérdida de material en la membrana :
idel filtro y durante los pasos de transferencia, pero se muestra el material retenido en cada uno de estos filtros
:después de la liofilizacion hasta sequedad. En esta sintesis se forma una cantidad significativa de copolimero de ;
icMAP-PEGS5k de mayor peso molecular, similar a la reaccién analoga anterior. :

Debido a que un polimero con un peso molecular tan grande podria presentar una toxicidad sustancial in vivo, en un
esfuerzo por sintetizar un polimero bien definido con una longitud razonable, la especie de polimero tribloque cMAP-
PEG-cMAP se aisl6 del copolimero usando este método de fraccionamiento. Se han explorado previamente otros
polimeros tribloque de esta estructura repetida de un polimero catiénico que flanquea un polimero de PEG o PLA para
la liberacién de nanotubos de carbono y 6xido de hierro y genes.

La reaccion de cMAP con mPEG-SVA limit6 la estructura del producto resultante al polimero tribloque mMPEG-cMAP-
PEGm (Fig. 3). También habia presente algo de polimero dibloque de cMAP-PEGm y se separ6 del tribloque deseado
mediante fraccionamiento.

Ejemplo 6.2. Pesos moleculares de polimeros por GPC. Se utiliz6 cromatografia de permeacion en gel para
caracterizar el peso molecular de cMAP. Aunque el tiempo de elucién del polimero puede correlacionarse con su
tamafio, con los nuevos polimeros catiénicos no existen patrones de tamafio ideales para la calibracién. Por lo tanto,
se determiné el peso molecular absoluto de los polimeros usando un detector de dispersion de luz de angulo miltiple.
La ventaja de este método es que depende Unicamente de la capacidad de dispersién del polimero y de su
concentracion; no requiere de un patron para comparar. Se determiné el indice de refraccién diferencial con respecto
a la concentracién, dn/dc, del cMAP (Tabla 8) y se us6 para medir el peso molecular. El peso molecular promedio de
9 lotes de cMAP fue de alrededor de 6 kD con un indice de polidispersidad (PDI) inferior a 1,1 (Tabla 8). Los resultados
de los lotes individuales se pueden encontrar en la Tabla 9.

?Tabla 8. Pesos moleculares de polimeros basados en cMAP.

..................................................................................................................................................................................................................................................

iPolimero idn/dc (mL/g) :Mn (kD) ;Mw (kD) DI (Mw/Mn})

10,1806 + 0,0002 {6,30 + 0,40 :676+O4O ,08 = 0,01

; ................................................................

?Copollmero cMAP-PEG5K (2 lotes * error estandar O 1660 + 0,0003 ;28,72 + 4,55 141,49 + 14, 65 40 £0,29

'mPEGS5k-cMAP-PEG5km (3 lotes + error estandar) 20,1420 +0,0004 \20,98 + 0,67 _21 ,95+0,67 :1,05+0,02

‘CMAP (9 lotes + error estandar)
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{Muestra Mn Mw Mw/Mn (PDI)

cMAPDP11 .......................................... e — : 068114 .....................
cMAPDP12 .......................................... e g 112 ....................
cMAPDP13 ......................................... T : 365107 .....................
cMAPDP14 .......................................... e 7 S S 103 .....................
cMAPDP15 ......................................... ; 0505568110
cMAPDP16 .......................................... T A o 104 .....................
cMAPDP17 ......................................... : 7128235107 .....................
cMAPDP18 .................... A M S 103 .....................
cMAPDP19 ......................................... : 3538984108 .....................

Usando un método similar, el copolimero de 5k cMAP-PEG presenté una distribucién de tamafio mas grande con un
PDI de 1,4 y un Mw de 42 kD y un Mn de 29 kD (Tabla 8). El tribloque de 5k mPEG-cMAP-PEGm tenia
aproximadamente 21 kD con un PDl inferior a 1,1 (Tabla 8). Ademas, en la Tabla 10 se muestran los resultados para
el copolimero PEG cMAP-PEG de 3,4 kD y el tribloque PEG mPEG-cMAP-PEGm de 2 kD, asi como los tribloques
cMAP-PEG-cMAP derivados del fraccionamiento del copolimero cMAP-PEG.

iTabla 10: Analisis de GPC de copolimeros y tribloques de cMAP (distintos del PEG de 5 kD incluido en el texto del
‘articulo principal).

‘Polimero idn/dc (mL/g) Mn (kD) i Mw (kD) ¢ PDI (Mw/Mn})
Copohmerocl\/lAPPEG.34k016601283028925 227 ...........
cl\/lAPPEG.34kc|\/|AP ............................ 1660usado(noparatnbloquepuro) ................ 1289 ............. 1420 ................... 110 ..........
cMAPPEGSchAPO1660usado(noparatnbloquepuro)2417 ...... 2684 .................... 1 11 ...........
mPEG.2kc|\/|APPEG.2km ..................... , 1654 ................................................................................. 975 ............... 9 81 ..................... 101 ...........

Ejemplo 6.3. Encapsulacion de ARNip mediante polimeros basados en cMAP. La capacidad de cMAP, copolimero
de cMAP-PEG vy polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm para encapsular ARNip se confirmé usando un ensayo
RiboGreen y un ensayo de retardo en gel. El cMAP es capaz de encapsular ARNip en una relacion de carga (+/-} de
1+/-, y el copolimero cMAP-PEG5kK vy el tribloque mPEG5k-cMAP-PEG5km ambos son capaces de encapsular
completamente ARNip con una relacién de carga de 3 o 2, respectivamente, utilizando el ensayo fluorescente
RiboGreen (Fig. 12). Se presentan datos de encapsulacion de ARNip similares para copolimeros y polimeros tribloque
de las otras longitudes de PEG en las Figuras 13-14. Los resultados del ensayo RiboGreen son quizas mas sensibles,
pero comparables a los de un ensayo de retardo en gel.

Ejemplo 7. Formulaciones y propiedades de nanoparticulas.

Ejemplo 7.1. Formulaciones. El acido 5-nitrofenilboronico-PEGm (5-nPBA-PEGm) contiene un grupo de acido
borénico que permite que un extremo de este PEG de 5 kD se una a grupos diol vecinales del acido micico en cMAP
a un pH superior a 6,8 para proporcionar estabilizacion estérica de las NP que contienen ARNip, tal como se ilustra
en la Figura 15. Las diversas formulaciones de NP que utilizan cMAP, copolimero cMAP-PEG y polimero tribloque
mPEG-cMAP-PEGm, con o sin 5-nPBA-PEGm adicional, se muestran en las Figuras 16 (A-B). Una NP preparada
mezclando cMAP y ARNip en una proporcién de carga de 3 +/- sin la adicién de 5-nPBA-PEGm, aunque estable en
agua, es inestable en PBS (un 5-nPBA-PEGm por diol afiadido a la formulacion, Figura 17).

Al contrario que el cMAP solo, el copolimero cMAP-PEG vy el polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm pudieron formar
particulas estables sin 5-nPBA-PEGm adicional. Sin embargo, el polimero tribloque cMAP-PEG-cMAP puro aislado
del copolimero cMAP-PEG no pudo formar NP estables que contenian ARNip sin la adicion de 5-nPBA-PEGm, quizas
porque no contenian suficiente PEG para proteger completamente y estabilizar estéricamente la NP (Tabla 11 y
Figuras 18-20).
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‘Tabla 11: NP formadas sin 5-nPBA-PEGm extra usando tribloque cMAP-PEG-cMAP aislado de agregados de§
icopolimero cMAP-PEG en IX PBS, pero es estable cuando se afiade a la formulacién al menos un PEG por cada 2 ;
igrupos diol. :

?Formulacién Tampén fosfato 10 mM PBS

: Tamafo promedio (nm}) Tamafo promedio (nm})
?Tribloque de 3,4k, 1:1, 0 PEG 176,6 +1,0 agregados

?Tribloque de 3,4k, 1:1, 0,5 PEG 100,1 +0,8 57,9 +0,9

?Tribloque de 3,4k, 1:1, 1 PEG 149,5+1,6 56,5+1,5

Tribloque de 3,4k, 1:1, 2 PEG 85,9 2,0 74,5 + 3,4

?Tribloque de 3,4k, 3:1, 0 PEG 392,3 £5,0 agregados

Tribloque de 3,4k, 3:1, 0,5 PEG 42,8+20 47,3+20

?Tribloque de 3,4k, 3:1, 1 PEG 61,3+2,3 55,7 +£1,2

Tribloque de 3,4k, 3:1, 2 PEG 115,9 + 11,4 96,6 + 1,6

Tribloque de 5k, 1:1, 0 PEG 165,2 + 4,7 : agregados
Tr|bloquede5k1105PEG 1413152998138 ........................
Tr|bloquede5k111PEG .......................................................... 1092136 ............................ 975142 ........................
Tr|bloquede5k112PEG ........................................................ 179111991435154 .......................

Aunque el copolimero cMAP-PEG y el polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm formaron NP estables en PBS, también
se prepararon formulaciones con 5-nPBA-PEGm adicional para probar si el PEG adicional ofrecia una mayor
estabilidad estérica a las NP cuando se probaban in vivo. La cantidad de PEG unido a las NP fue aproximadamente
del 20% (Tabla 13). Los componentes poliméricos de las NP se mezclaron con un volumen igual de ARNip para formar
NP a concentraciones de 0,8-1 mg de ARNip/mL. Ademas, el copolimero cMAP-PEG y los polimeros tribloque mPEG-
cMAP-PEGm pudieron formular NP estables directamente en PBS, eliminando la necesidad de formular primero
particulas estables en un tampoén bajo en sal seguido de la adicién de PBS (requerido por el cMAP).

Ejemplo 7.2. Tamafio de las nanoparticulas. Los tamarfios de las NP formuladas se caracterizaron por dispersion
dindmica de luz (DLS) y microscopia electrénica de crio-transmisién (CrioTEM). Los didametros de dichas NP son todos
de aproximadamente 30-40 nm, segin lo determinado por DLS y CrioTEM (Tabla 12). Las NP tenian una morfologia
esférica (imagenes CrioTEM, que se muestran en la Figura 21). En las Figuras 22 y 23 se incluyen imagenes
adicionales y las distribuciones de tamafios de DLS y CrioTEM.

?Tabla 12. Tamafio y carga superficial de las nanoparticulas formuladas.

i : Diametro Diametro por Potencial zeta (mV) Potencial zeta (mV)
§Formulacién i hidrodinamico por CrioTEM (r?m) en tampén fosfato en KCI 1 mM, pH
: i DLS (nm) 10mM,pH 7,4 55

\CMAP + 5-nPBA-PEGSkm :  409+89 | 293+128 | -314+056 |  0,76+0,37
?Copolimero cMAP-PEGSk i  25,1+56 . 27,0%79 . 0,69+0,71 ©1,77+076

Copolimero cMAP-PEGSk + |
5-nPBA-PEGS5Km

\MPEG5K-CMAP-PEGSKm = 36,8202 = 336%167 | 042t073 | 040064

‘mPEGS5k-cMAP-PEGS5Km + |
5-nPBA-PEGSKm . 298+9.2 27,8+12,9 036+064 |  144+083

38,1+153 34,4 +19,7 -2,25 + 0,64 0,70+0,74

Ejemplo 7.3. Potencial Zeta de las nanoparticulas. El potencial zeta de las NP (una medida de la carga superficial
de las NP), se midi6 en dos soluciones de diferente pH: fosfato 10 mM tamponado a pH 7,4, cuando 5-nPBA-PEGm
se uniria a los dioles vecinales en cMAP; y KCI 1 mM a pH 5,5, cuando el 5-nPBA-PEGm se disociaria de los dioles
del acido mucico. Las NP de cMAP-ARNip con 5-nPBA-mPEG presentaron un potencial zeta ligeramente negativo a
-3 mV en tampon fosfato de pH 7,4 cuando habia 5-nPBA-mPEG presente en las NP. Sin embargo, cuando estas NP
se colocaron en KCI 1 mM a pH 5,5, el potencial zeta fue de aproximadamente +1 mV. Estos resultados fueron
consistentes con la unién del acido borénico a los dioles del acido micico para formar un complejo de boronato
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tetraédrico a pH 7,4 que protegid la carga positiva del cMAP, y con el acido boroénico disociado de las NP a pH acido
5,5. Se observaron efectos similares con el copolimero cMAP-PEG y el polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm con y
sin 5-nPBA-PEGm (Tabla 12).

Ejemplo 7.4. Estequiometria de las nanoparticulas. En la Tabla 13 se muestra la cantidad de cMAP y copolimeros
unidos a las NP. Para los tres polimeros (cMAP, copolimero cMAP-PEG y polimero tribloque mPEG-cMAP-PEGm),
aproximadamente el 33% del polimero total usado para la formulacién se unié para una relacién de carga de las NP
efectiva de 1 +/-. La cantidad de 5-nPBA-PEGm presente en las formulaciones de las NP que contienen un exceso de
PEG para la estabilizacién también se muestra en Tabla 13. La cantidad de 5-nPBA-PEGm unido a cMAP + 5-nPBA-
PEGm NP fue aproximadamente del 34%, o un PEG por diol (Tabla 13). Se observé que aproximadamente el 20%
del PEG estaba unido a las NP para el copolimero cMAP-PEG y las formulaciones de NP del polimero tribloque mPEG-
cMAP-PEGm. Teniendo en cuenta el exceso de polimero catiénico presente cuando las particulas se formularon en
una relacién de carga 3 +/- y debido a que |a relacion de carga de las NP efectiva es 1 +/-, esto significaba que estaba
presente un poco menos de 1 PEG por diol en las NP. Practicamente todo el ARNip se encapsul6 en las NP, como se
muestra arriba en los datos sobre la encapsulacién del ARNip (Figura 12).

Tabla 13. Composicién de nanoparticulas para NP formuladas con una relacién de carga de 3 +/-. Media +/- S.E. M
de 3 experimentos (para PEG) o 2 experimentos (para polimero).

...............................................................................................................................................................................................................................................

‘ Formulacién % 5-nPBA-PEGM unido a NP ' { % de polimero cationico unido a NP
j cMAP : N/A 33,0 +0,2
: cMAP + 5-nPBA-PEG5km 342 +87 ‘ N/A
‘ Copolimero cMAP-PEG5k N/A 46,1 +1,3
. Copolimero cMAP-PEG5k + 5-nPBA-
PEGEKM 215+1,7 N/A
j mMPEGS5k-cMAP-PEG5km N/A ‘ 34.4+08
MPEG5k-cMAP-PEG5Km + 5-nPBA- 184445 /A

PEG5km

Ejemplo 8. Estudios farmacocinéticos in vivo en ratones.

Se probaron formulaciones estables de NP in vivo mediante inyeccion en la vena de la cola en ratones Balb/c. En las
dosis inyectadas, no se observaron toxicidades de ninguna formulacién. Se midi6 la PK de las diversas NP y los
resultados se ilustran en las Figuras 24(A-C).

Se probd una NP compuesta por el polimero cMAP y ARNip mezclados en una relacién de carga de 3 +/- y estabilizados
con 5-nPBA-PEGm, ya que esta formulacién de NP era analoga a la formulacion de CDP que se usé para los estudios
clinicos (CALAA-01). La NP basado en cMAP tiene tiempos en circulacion ligeramente mas largos que CALAA-01 (Fig.
24A). Debido a que CALAA-01 us6 un complejo de inclusién para la interaccion de CDP y adamantano-PEG (AD-PEG),
el AD-PEG podria desprenderse de las NP durante la circulacién haciendo que las NP pierdan estabilidad. Otros han
sintetizado AD2-PEG, y han demostrado que este compuesto tiene una mayor capacidad para estabilizar NP basadas en
CDP que el AD-PEG de la formulacion CALAA-01 original. Se cree que esto se debe a la union mejorada de los dos
adamantanos por PEG (en dos CD) que, por lo tanto, da como resultado una mayor estabilizacién estérica durante la
circulacion (Fig. 24A). Con el presente sistema de acido borénico cMAP, la interaccién entre el compuesto de PEG y el
polimero es a través de un éster de acido borénico que se forma a partir del acido borénico y dioles en el polimero, con
aprox. 30% del PEG unido a las NP. Debido a que solo 1/3 del cMAP utilizado para formular la NP estaba unido a la
particula (Tabla 13), esto fue aproximadamente equivalente a un PEG presente por diol. Tal como era de esperar, la
interaccion acido borénico-diol fue mas fuerte que el complejo de inclusion entre adamantina y ciclodextrina, de modo
que el 5-nPBA-PEGm pudo permanecer unido a cMAP mas tiempo que AD-PEG a CDP para dar como resultado una
mayor estabilizacidén estérica y una mejora del tiempo en circulacion.

Las NP formadas utilizando el copolimero cMAP-PEG se pueden formular de manera estable con ARNip en PBS a
una relacion de carga de 3 +/- en una NP sin el uso de 5-nPBA-mPEG (ver mas arriba). Se cree que el PEG del
copolimero cMAP-PEG forma bucles de PEG para proteger el nicleo de la NP. Se puede usar 5-nPBA-mPEG adicional
para una mayor estabilizacion de las NP. El cambio de potencial zeta de negativo a pH 7,4 a positivo a pH 5,5, ademas
del 20% de PEG unido a las particulas midiendo la cantidad de exceso de PEG filtrado, mostro que el 5-nPBA-PEGm
podia interactuar con el copolimero cMAP-PEG en las formulaciones de NP. Las NP formuladas con copolimero cMAP-
PEG no proporcionaron tiempos en circulacion mas prolongados que las NP basadas en cMAP:5-nPBA-PEGm, tanto
si se afiade 5-nPBA-PEGm como si no (Figura 24B).

Las NP formadas utilizando el tribloque mMPEG-cMAP-PEGm formaron NP estables en PBS (ver mas arriba), y se cree
que tienen una configuraciéon de tipo cepillo del PEG en la superficie de las NP. Como muestran los datos
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proporcionados en la Figura 24B, la inyeccion de estas NP en ratones dio como resultado un perfil PK mejorado en
comparacién con todas las demas NP basadas en cMAP, con aproximadamente un 5-10% de las NP que
permanecieron en la circulacién del ratén después de 60 minutos (otras formulaciones estuvieron por debajo del limite
de detecci6n a los 60 minutos). Se observaron resultados similares con esta formulacién en ratones nude (Figura 25).
Estos tiempos en circulacién mas largos son consistentes con las NP que tienen un mayor grado de estabilizacién
estérica, presumiblemente derivado de una configuracién de cepillo del polimero PEG en la superficie de las NP. La
adicion de 5-nPBA-PEGm a la NP de polimero tribloque-ARNip no proporcioné mejoras en el tiempo en circulacién
(Figura 24B). Ademas, una formulacién de NP que contiene ARNip con una relacién de carga de 2 +/- que se obtuvo
eliminando parte del 66% del polimero tribloque en exceso de la formulacién de NP de 3 +/- mediante filtracion por
centrifugacion de la formulacién con una membrana MWCO de 30 kD no dio lugar a una disminucién del tiempo en
circulacién (Figura 24C). Usando este método de purificacion, fue dificil eliminar todo el exceso de polimero. Estos
resultados sugirieron que el polimero que no estaba contenido en las NP no alter6 la PK.

De las variaciones de polimero investigadas en la presente memoria, las NP de mPEG-cMAP-PEGm proporcionaron
el tiempo en circulacién mas largo y el tiempo en circulacion no aumento con 5-nPBA-PEGm unido adicional. Aunque
las interacciones de 5-nPBA-PEGm con los dioles en cMAP fueron probablemente mas fuerte que las interacciones
entre adamantano y CDP, todavia era probable que hubiera una cierta cantidad de desprendimiento de PEG de las
NP. Por otro lado, el polimero tribloque, con 2 PEG por unidad de cMAP, puede haber logrado en la superficie de las
NP la densidad de PEG requerida para una buena capa de cepillo. Sin embargo, la cantidad de PEG unido
covalentemente en este polimero tribloque fue menor que en las NP de cMAP + 5-nPBA-PEGm. Los datos PK de
estos sistemas sugirieron que aun se producia un desprendimiento de PEG durante la circulacion, pero fue menor que
el que se da con el sistema CDP-adamantano. Parte del 5-nPBA-PEGm debe permanecer en las NP durante la
circulacién.

Para proporcionar evidencia adicional de que las NP permanecen intactas durante la circulacién, el suero recolectado
de ratones 20 minutos después de la dosificacion se corrié en un gel y se visualizé el ARNip mediante bromuro de
etidio, o el ARNip marcado con fluoréforo en un generador de imagenes Typhoon. Los resultados de estos
experimentos mostraron que el ARNip y el ARNip marcado con fluorescencia permanecen en las NP intactas mientras
circulan in vivo.
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REIVINDICACIONES

1. Una nanoparticula que comprende un primer polimero que comprende segmentos alternos cargados y no cargados
que comprenden una o mas de las siguientes unidades estructurales de Férmula (I} o Formula (1} o Férmula (111):

fe>a>or M(H)

(11D);
en donde
A es el segmento no cargado que comprende un polialquilenglicol;

B es el segmento cargado en donde el segmento cargado esta catibnicamente cargado y comprende al menos un
enlace polihidroxi que comprende al menos un par de dioles vecinales;

en donde la nanoparticula ademas comprende un agente biolégico encapsulado, opcionalmente en donde el
agente bioldgico esta unido covalentemente al polimero; y

en donde la nanoparticula opcionalmente comprende un segundo polimero que comprende una estructura que
contiene acido boronico de Férmula (X)

X

conjugado al primer polimero, en donde el primer polimero y el segundo polimero que contiene acido borénico
estan conectados de forma reversible entre si mediante un enlace de condensacion de borato entre los restos de
acido borénico de Formula (X) y el al menos un par de dioles vecinales de los enlaces polihidroxi de Férmula (1),
Férmula (I1) o (Ill), estando Xs en un extremo distal del mismo;

en donde

RA es nitro;

nes0,1,2, 304,

s es 20-1200

L es -NH-C(=0)-, -C(=0)-NH-, -O-C(=0}-, 0 -C(=0)-O-; y

Xs es alquilo C1-s, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), - C(=0)O(arilo), -NH2, -NH(alquilo),
-N (alquilo)2, 0 una sal o analogo protegido del mismo; y

en donde si la nanoparticula comprende el polimero que comprende la estructura que contiene acido borénico de
Férmula (X), la nanoparticula opcionalmente ademas comprende un ligando conjugado dirigido, en donde la
conjugacion de produce mediante un enlace de condensacién entre el extremo distal del polimero que contiene
acido borénico y el ligando dirigido;

opcionalmente en donde

(a) A comprende polietilenglicol y un grupo de enlace apropiado, en donde el polietilenglicol tiene un peso
nominal en un rango de aproximadamente 500 Daltons a aproximadamente 50.000 Daltons.

(b) B es un segmento cargado catiénicamente que comprende al menos un enlace de acido micico que
comprende al menos un par de dioles vecinales, y que comprende al menos una subunidad repetida que
comprende una estructura de Férmula (IV):
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avy,

(c) B es un segmento cargado catiénicamente que comprende al menos una subunidad repetida que comprende
una estructura de Férmula (V):

NH,*

NH2+
V)
5 endondemesi,2,3,4,506;

y/o

(dy B comprende al menos una subunidad repetida que comprende cMAP, cuya estructura de subunidades se
representa como Férmula (VI):

9 OH

+mﬁf S an Lk

m es independientemente en cada aparicién 1,2, 3,4,5,6,7,8,9010;y

Ha (VD);
10 donde

n es independientemente en cada aparicion 1, 2, 3, 4 0 5.

La nanoparticula de la reivindicacion 1, descrito por una estructura de Férmula (VII):

( Cadena A }_P cMAP )}——[ Cadena B ]

{VID)

15 donde

La cadena A es

La cadena B es

20 cMAP es
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N g oM OH O
: N/\HNWNA@N
NH,* M H n O OH OH H n

p Y q son suficientes para proporcionar un peso molecular promedio en ndmero para las subunidades que
comprenden cMAP y PEG, respectivamente, independientemente en un rango de 500 Da a 50.000 Da;

m es independientemente en cada aparicién 1, 2,3, 4,5,6,7,8,90 10;
ny r son independientemente en cada aparicién 1,2, 3,4 05;y

X1 y X2 son independientemente en cada aparicion alquilo Ci-s, opcionalmente sustituido con -COOH,
-C(=0)O(alquilo}, -NHz, -NH(alquilo}, -N(alquilo)z, o una sal o analogo protegido del mismo.

3. La nanoparticula de la reivindicacion 1, descrito por una estructura de Férmula (VIIl):

v N

; 3 S ¢ Loy
( Grupo Final D LL[ CHMAP < { Cadena € J L cMAP 1 > i Cadena 8 J
N 400 / H

\, P AN

- “p i ) - Pz 4 (VI
donde

cMAP es

QH OH O

N
Aw ISR Ay
NH,* M ; o on M
N 0 X
Ao
0 r 7
0 H OHOHO H
. N, .
OV]LOWN’@/ W/\)\A)LN”@[
\ H O OHOHH */n
o) r q r n

La cadena B es

La cadena C es

El grupo final D es:

4 OH OH O H
N H N
XgA@/MkNA@\
"o oH o H n
o]
OH OH O

H = H

: N.,

XgAQMNMH/\Q; 'Irfr\;
m NH; O OH OH

b

py g son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden
cMAP y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de 500 Da a 50.000 Da;
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m es independientemente en cada aparicién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, preferiblemente 4, 5 0 6;
ny r son independientemente en cada aparicién 0, 1, 2, 3, 4 0 5, preferiblemente 1, 2 0 3;
z es igual o mayor que 1 y hasta 10;

X2 es independientemente en cada aparicion alquilo Cie, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH,
5 C(=0)O(alquilo), -NHz2, -NH(alquilo}, -N(alquilo)2, 0 una sal o anélogo protegido del mismo; y

X3 es -NHz, -COOH, -C(=0)O(alquilo), o una sal o analogo protegido del mismo.

4. La nanoparticula la reivindicacion 1, descrito por una estructura de Férmula (I1X):

( Grupo Final D }‘P cHMAP H{ Cadena C }{[ cMAP %
{IX)

en donde
10 El grupo final D es:
y OH OH O H
N N
X3 ; N ~
"0 OH OH n
o}
H QH OH O H
N N
X3 : N ~
m NH, O OH OH n _
+ 2
cMAP es
NH2+ H QH OH O H
N._~ N
N
NH2+ m H n O OH OH n
15 :
La cadena C es
H OH OH O H
* O N *
o N
O OH OHH
O ;
p Y q son suficientes para proporcionar un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden
cMAP y PEG, respectivamente, independientemente en un intervalo de 500 Da a 50.000 Da;
20 m es independientemente en cada aparicion 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,90 10;

n y r son independientemente en cada aparicién 0, 1, 2, 3, 4 0 5;
z esigual o mayorque 1y hasta 10y

X3y X4 son independientemente en cada aparicién -NHz, -COOH, -C(=0)O(alquilo), o una sal o0 analogo protegido
del mismo.

25 5. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde A y B tienen independientemente pesos

moleculares medios en numero en un rango de 500 Da a aproximadamente 5000 Da, de mayor que 5000 Da a
aproximadamente 10 kDa, o de mayor que 10 kDa a aproximadamente 20 kDa.
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6. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde p y q son suficientes para proporcionar
un peso molecular medio en nimero para las subunidades que comprenden cMAP y PEG, respectivamente,
independientemente en un rango de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 1000 Da, de mayor que 1000 Da
a aproximadamente 5000 Da, mayor que 5000 Da a aproximadamente 10.000 Da.

7. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el agente bioloégico esta unido
covalentemente o de otra forma contenido dentro o por la nanoparticula.

8. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde
(a) el agente bioldgico es una enzima o proteina biolégicamente activa; o
(b) el agente biolégico es una molécula pequefia terapéutica.

9. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el agente biolégico es:
(a) un agente terapéutico de pequefia molécula;

(b) un antibiético, esteroide, oligonucledtido antisentido, polinucleétido, plasmido, péptido, fragmento o producto
terapéutico natural;

(c} un agente quimioterapéutico, epotilona, farmaco basado en camptotecina, taxol o acido nucleico; o

(d) un ADN genémico, ADNc, ARNm, ARNip, ARNhc, miARN, oligonucleétidos antisentido, virus y polinucleotidos
quiméricos.

10. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que ademas comprende el segundo polimero
que comprende la estructura que contiene acido bordnico de Férmula (X)

HO s X
/Lo

o
HO (R, )

conjugado al primer polimero, en donde

el primer polimero y el segundo polimero que contiene &acido borénico estan conectados reversiblemente entre si
mediante un enlace de condensacion de borato entre los restos de &acido borénico de Férmula (X) y el al menos un
par de dioles vecinales de los enlaces polihidroxi de Formula (1}, (1) o (lll), estando Xs en un extremo distal del
mismo; en donde

RA es nitro;

nesi;

s es 20-1200

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

Xs es alquilo C1-s, opcionalmente sustituido con -OH, -COOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(arilo), -NH2, -NH(alquilo),
-N(alquilo)2, 0 una sal o analogo protegido del mismo.

11. La nanoparticula de la reivindicacion 10, que comprende el ligando conjugado dirigido, en donde la conjugacion ocurre
mediante el enlace de condensacion entre el extremo distal del polimero que contiene &cido bérico y el ligando dirigido.

12. La nanoparticula de la reivindicacién 11, en donde el ligando dirigido comprende un anticuerpo, un aptamero o un
fragmento de un anticuerpo, un ligando para un receptor celular o una proteina de receptor celular o en donde el
ligando dirigido comprende transferrina o un fragmento de la misma.

13. Una dispersion que comprende una pluralidad de nanoparticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12
en un medio acuoso, opcionalmente en donde las nanoparticulas estan monodispersadas y tienen una dimension en
la seccion transversal en un rango de 20 nm a 300 nm con una desviacion estandar en dimension en seccidon
transversal de menos de 60% segun se mide mediante microscopia electrénica de crio-transmision.

14. La dispersion de la reivindicaciéon 13, que ademas comprende un amortiguador.

15. Un método para obtener una composicién farmacéutica, comprendiendo el método combinar:
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(a) una nanoparticula que comprende un primer polimero que comprende segmentos alternados cargados y
sin cargar que comprenden uno o mas de las siguientes unidades estructurales de Férmula (1), Férmula (I1)

o Formula (I11):
fo
A >8>

(I

(1D,
en donde
A es el segmento sin cargar que comprende un polialquilenglicol;

B es el segmento cargado en donde el segmento estd cargado catidonicamente y al menos un enlace
polihidroxi que comprende al menos un par de dioles vecinales; y

(b) un agente biolégico, que es opcionalmente un antibibtico, enzima, esteroide, oligonucleétido antisentido,
polinucleétido, plasmido, péptido, fragmento de péptido, proteina o una molécula pequefia o producto
terapéutico natural;

en donde los resultados combinados dan como resultado la encapsulacion del agente biolégico dentro de la
nanoparticula;

comprendiendo el método ademas opcionalmente mezclar la nanoparticula con un vehiculo, portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.
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FIG. 17
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FIG. 22D
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