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FORMULACIONES DE DENDRIMEROS
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad segun la ley 35 U.S.C. 119(e) con respecto a la

solicitud de patente provisional estadounidense n.° 62/719.319 presentada el 17 de agosto de
2018, cuyo contenido se incorpora por la presente como referencia en su totalidad.
ANTECEDENTES

Bcl-2 y Bcl-XL son miembros anti-apoptéticos importantes de la familia de proteinas de

BCL-2 y reguladores clave de la supervivencia celular (Chipuk JE et al., The BCL-2 family
reunion, Mol.Cell, 12 de febrero de 2010;37(3):299-310). Se ha observado translocacion
génica, amplificacion y/o sobreexpresién de proteina de estos factores criticos para la
supervivencia en multiples tipos de cancer y estdn ampliamente implicados en el desarrollo y
la progresion del cancer (Yip et al., Bcl-2 family proteins and cancer, Oncogene 2008 27,
6398-6406; y Beroukhim R. et al., The landscape of somatic copy-number alteration across
human cancers, Nature, 18 de febrero de 2010;463 (7283):899-905). En muchas neoplasias
malignas, también se ha demostrado que BCL-2 y/o BCL-XL median la resistencia a farmacos
y la recaida y estan fuertemente asociados con un mal pronéstico (Robertson LE et al. Bcl-2
expression in chronic lymphocytic leukemia and its correlation with the induction of apoptosis
and clinical outcome, Leukemia, marzo de 1996;10(3):456-459; e llievska Poposka B. et al.,
Bcl-2 as a prognostic factor for survival in small-cell lung cancer, Makedonska Akademija na
Naukite i Umetnostite Oddelenie Za Bioloshki i Meditsinski Nauki Prilozi, diciembre de 2008;
29(2):281-293).

La familia de proteinas antiapoptoticas de BCL2 promueven la supervivencia de
células cancerosas uniéndose a proteinas proapoptoéticas, tales como BIM, PUMA, BAK y BAX
y neutralizando sus actividades inductoras de muerte celular (Chipuk JE et al., citado mas
adelante; y Yip et al, citado mas adelante). Por lo tanto, el uso como diana terapéutica de
BCL-2 y BCL-XL, solo o en combinacién con otras terapias que influencien el eje de proteinas
de la familia de BCL-2, tales como agentes quimioterapéuticos citotdxicos, inhibidores del
proteasoma o inhibidores de cinasa es una estrategia atractiva que puede tratar el cancer y
puede superar la resistencia a farmacos en muchos canceres humanos (Delbridge, ARD et al.,
The BCL-2 protein family, BH3-mimetics and cancer therapy, Cell Death & Differentiation 2015
22, 1071-1080).

Ademas de potencia en células, para desarrollar un compuesto candidato en un
producto farmacoldgico adecuadamente aceptable, el compuesto necesita poseer y mostrar
una serie de propiedades adicionales. Estas incluyen propiedades fisicoquimicas adecuadas
para permitir su formulaciéon en una forma de dosificaciéon adecuada (por ejemplo, solubilidad,
estabilidad, posibilidad de fabricacion), propiedades biofarmacéuticas adecuadas (por

ejemplo, permeabilidad, solubilidad, absorcion, biodisponibilidad, estabilidad en condiciones
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biolégicas, comportamiento farmacocinético y farmacodinamico) y un perfil de seguridad
adecuado para proporcionar un indice terapéutico aceptable. Es un reto la identificacion de
compuestos, por ejemplo, inhibidores de Bcl-2 y/o Bcl-XL que muestren algunas de o todas
estas propiedades.

En la Patente de los Estados Unidos n.° 9,018,381 se divulgan ciertos inhibidores de
Bcl-2 y/o Bcl-XL a base de N-acilsulfonamida y métodos para producir los mismos. También
se ha divulgado en la Patente de los Estados Unidos n.° 9,018,381 la actividad y especificidad
de los compuestos que se unen a e inhiben la funcién de Bcl-2 en una célula mediante
ensayos de unién y celulares in vitro. Sin embargo, el suministro de estos inhibidores de Bcl-2
y/o Bcl-XL a base de N-acilsulfonamida ha resultado ser complicada debido a, por ejemplo, u
baja solubilidad y sus efectos secundarios relacionados con la diana. Los solicitantes han
desarrollado dendrimeros unidos a un determinado inhibidor de Bcl-2/XL (compuesto A, cuya
sintesis se describe en la patente estadounidense n.° 9,018,381) que puede superar los retos

de administracion encarados por los inhibidores de Bcl:

(Compuesto A).

Los solicitantes han encontrado que formular tales dendrimeros que comprenden el
compuesto A ha supuesto un reto debido a problemas de estabilidad, tales como la escision
del compuesto A del dendrimero durante la formulacion y el almacenamiento. Los solicitantes
han desarrollado por tanto composiciones farmacéuticos y métodos de preparacion de tales
composiciones farmacéuticas que minimizan las impurezas, incluyendo la cantidad de
compuesto A escindido (libre).

COMPENDIO

Se dan a conocer en la presente composiciones farmacéuticas que comprenden
dendrimeros liofilizados covalentemente unidos (por ejemplo, conjugados o unidos) a un
inhibidor de Bcl. Los dendrimeros conjugados muestran una alta solubilidad en comparacion

con el inhibidor de Bcl no conjugado y los datos preclinicos sugieren que los dendrimeros
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conjugados con el inhibidor de Bcl tienen el potencial de mejorar la tolerabilidad in vivo, lo que
puede mejorar el indice terapéutico y reducir los efectos secundarios. Las composiciones
farmacéuticas dadas a conocer presentan buena solubilidad en un disolvente o diluyente
farmacéuticamente aceptable, asi como impurezas minimas generadas durante la formulacién
y el almacenamiento.
En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (1)

r ~
'|U"|'||'
P
Nicleo (BU1)—(BUZ);— ... —(BUX)isn| -
\‘Z
b
h S0

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

Nucleo es

o NH
) /\/\i :
'é{N N;LH‘
H H

* indica union covalente a un resto de carbonilo de (BU1);

bes2;

BU son unidades de construccion;

BUx son unidades de construccion de generacidon x, en donde el nimero total de
unidades de construccion en la generacion x del dendrimero de férmula (1) es igual a 2® y el
numero total de BU en el dendrimero de formula (1) es igual a (2%-1)b; en donde BU tiene la

siguiente estructura:
O

# indica union covalente a un resto de amina de Nucleo o un resto amino de BU;

+ indica una union covalente a un resto de carbonilo de BU o una unién covalente a W
0Z;

W es independientemente (PM)c 0 (H)e;
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Z es independientemente (L-AA)q 0 (H)e;
PM es PEGuisoo-2400;

L-AA es un enlazador unido covalentemente a un agente activo; en donde L-AA es de

formula;
O:.?/CF3
H
Ot
(0]
) i /\g g/N
A N o
donde

A es —N(CHg3) 0 -S-;

® es el punto de union a un resto de amina de BUX;

a condicion de que (c+d)< (2X)boydsea=1;y

a condicion de que si (c+d) < (2¥)b, entonces cualesquier grupos W y Z restantes son

(H)e, en donde e es [(2¥)b ]-(c+d).

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (I1)
s

~
MNicleo ———(BU1)—{BUZ) —{BUE}—:EEU:H—(BU\E&

.

-

W
.
\\2

iy

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde

b es 2;
Nucleo es

b

(In),
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O.__NH
H H

* indica union covalente a un resto de carbonilo de (BU1);
BU son unidades de construccion y el numero de BU es igual a 62; en donde BU tiene

la siguiente estructura:
O

H
#E)WN\ﬁ
:"'H,/NH

# indica unién covalente a un resto de amina de Nudcleo o un resto amino de BU y +
indica una unién covalente a un resto carbonilo de BU o una unioén covalente a W o Z;

W es independientemente (PM)c 0 (H)e;

Z es independientemente (L-AA)q 0 (H)e;

PM es PEGuisoo-2400;

L-AA es un enlazador unido covalentemente a un agente activo; en donde L-AA es de

formula;
OQES?/CFP,
H
Ot
OH
0 0 N0
A N o
@Voﬂ_‘/“\/ \)J\O/\/ ~
N
O OH
! Cl
donde

A es —N(CHg3) 0 -S-;

® indica unién covalente a un resto de amina de BU5;

a condiciéon de que (c+td)sea<64ydsea=1;y

a condicion de que si (c+d) < 64, entonces cualesquier grupos W y Z restantes son
(H)e, en donde e es 64-(c+d).
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En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

6

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (111)
D-Nucleo-D (Il

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde

Nucleo es

Des

AP AP
0 ! HN 0 1 HN !
y ¥
HN 6 0 HN, HN\
z
" -~ 4O > AN ~F AN v AN -
BU1 BU2 BU3 BU4 BUS

1 unidsd de construccién 2 unidsdss de construccidn 4 unidades de construccidn 8 unidades de construccién 16 unidades d= construccidn

AP es un punto de unién a otra unidad de construccion;

W es independientemente (PM)c 0 (H)e;

Z es independientemente (L-AA)q 0 (H)e;
PM es PEGuisoo-2400;

L-AA es un enlazador unido covalentemente a un agente activo; en donde L-AA es de

formula;



donde
A es —N(CHzy), -O-, -S- 0 —CH-;
a condicion de que si (c+d) < 64, entonces cualesquier grupos W y Z restantes son
(H)e, en donde e es 64-(c+d); ydes = 1.
5 En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (1V)

NHY

: H NHY
NH'Y . H
NHY Q
HN.
10 Q Q O NHY
HN o Q NH H NHY
NH HN. o
HN o: o H NH'Y
R Q-NH 'O NH Y'HN NHY
Y'H
Q HI

o
H NH
Q
H

YHN o NHY o H R

YHN o H o o

15 w o . "
HN Q NH H HN HN 3 H HN-Q
. e}

l o

o] N. ]
H Q-NH HN. H o}_Q_\_\
Q-NH HN O o H [e]
NH o HN. Q o Hi HY
Q YNH & HN  NH HN. éz 0
§_< " Q HN O NH ;§_\_¥
20 ? /g ° jg ; SNEH’ Yo
HY Y'H NH NH'Y ~ HN
Q } HY q
NHY .
HY _
HY . o Y HY
HN.
HY (IV),
25 0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde Y es PEGagoo-2400 0 H; Q es
H o L-AA, en el que L-AA tiene la estructura:
30

35
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O OH
C cl

A es —S- 0 —N(CHg3), a condicion de que si la suma de PEGaisoo-2400 Y L-AA es menor de

64, los demas restos Q e Y son H y a condicion de que al menos un Q sea L-AA.
En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (V)

’ Y
‘ NH
Y
H HN NH NH o
N H
YN 3 o
H H %
N NH /
o o o Hooqr fH
/ Q Q H HN Hooqr
Y
NH

V)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde

Y es PEGuisoo-2400 O H;
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Q es H o L-AA, en donde L-AA tiene la estructura:

of.)/CF3
HOo
@\SA@N

A es —S- 0 —N(CHs), a condicion de que si la suma de PEGa1soo-2400 Y L-AA es menor de

64, los demas restos Q e Y son H y a condicién de que al menos un Q sea L-AA.

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (VI):

NH-Y*

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que
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Y! es -C(=0)CH2-(OCH,CH>)x-OCHj3 0 H;
X €s un numero entero de entre 39 y 53; y

Q es Ho L-AA, en el que L-AA tiene la estructura:

(R
O OH
‘ cl

A es —S- 0 —-N(CHg), siempre que si la suma de Y!y L-AA es menor de 64, los restos Q
e Y! restantes sean H, y siempre que al menos una Q sea L-AA. En algunas realizaciones, se
da a conocer el compuesto de férmula (VI) en la que A es -S-. En algunas realizaciones, se da
a conocer el compuesto de formula (VI) en la que A es -N(CHy).

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que
comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (VII):

vz
HN

Q
m{H
Y2 y2 HN-Y2
NH WH o
Y21 / o
aiNH - R HN §_/_/_/
° ; H “
Y2Z.NH SN HI
Q NH o HN. v2
\_\_}‘_<V oo NH
; o
o-Ni y2 H / o
NH o HHN
YZ NH L\_}—{j H o ) 0
\NH NH
O . HNi- H HN-Q
m :
NH HN h(_/j‘ NH o
rph H .
Nit
ﬁ Q-NH HN\ H (/—gj" O)_K_\—\‘ 0)_2_\
Q-NH HN o N o
HNu- Q o HI HN-Y?
Hg M ONH NG \
" HN
o

y2 , ﬁo ¢
o Q NH
NH HNIn o
g 2 H " HNii-
H Y2 ¢
2 H
H ¥2 H

v (V1)
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0 un a sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que
Y2 es -C(=O)CH2-(OCHzCHz)y-OCHs (0] H;
y es un nimero entero de entre 39 y 53;y

Q es Ho L-AA, en el que L-AA tiene la estructura:

0]
O\u Ck;

\/

s/\)
éN

)J\/A\)J\ /\/N

R
g EH
Cl

A es —S- 0 —-N(CHz), siempre que si la suma de Y2y L-AA es menor de 64, los restos Q
e Y? restantes sean H, y siempre que al menos una Q sea L-AA. En algunas realizaciones, se
da a conocer el compuesto de formula (V1) en la que A es -S-. En algunas realizaciones, se
da a conocer el compuesto de férmula (V1) en la que A es -N(CH3).

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que
comprenden un dendrimero liofilizado de formula (1), (11), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, preparada mediante el procedimiento que
comprende las etapas de disolver el compuesto de férmula (1), (II), (I, (IV), (V), (V1) o (VII), o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en acido acético glacial para formar una
disolucidn, secar por congelacion la disolucién y sublimar el acido acético a presion reducida.

En algunas realizaciones, se dan a conocer métodos de tratamiento de céncer que
comprenden administrar por via intravenosa a un sujeto que lo necesita una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1),
(I, (1, (v), (V), (v o (VI1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un diluyente
o disolvente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, se da a conocer el uso de una composicion farmacéutica
que comprende un dendrimero liofilizado de farmula (1), (1), (111), (1V), (V), (VI) o (VII), 0 una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, en el tratamiento de cancer.
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En algunas realizaciones, se da a conocer el uso de una composicion farmacéutica
que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (111), (IV), (V), (V1) o (VI), 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la fabricacion de un medicamento
para tratar cancer.

En algunas realizaciones, se da a conocer un kit o parte que comprende uno 0 mas
recipientes que comprenden una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, e instrucciones para su uso.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 presenta un modelo de xenoinjerto de leucemia linfoblastica aguda (ALL)

en ratones SCID usando células de leucemia linfoblastica aguda humana (RS4:11) para
diversas macromoléculas de la presente invencion. Se muestra la evaluacion de eficacia del
vehiculo (suero salino tamponado con fosfato), compuesto A (formulado en HP-B-CD al 30%,
pH 4), compuesto 1 en PBS (equivalente a 10 mg/kg de compuesto A) y compuesto 2 en PBS
(equivalente a 10 mg/kg y 30 mg/kg de compuesto A).

La figura 2 presenta la muerte celular (apoptosis) en diversos instantes después de
una sola dosis de vehiculo (suero salino tamponado con fosfato) o de compuesto 2 en PBS
(equivalente a 10 y 30 mg/kg de compuesto A). Se usé la respuesta de caspasa 3 escindida
(CC3) como medida de la muerte celular y se determind usando el kit de ELISA de
sefializacién celular Pathscan.

La figura 3 presenta un modelo de xenoinjerto de leucemia linfoblastica aguda (ALL)
en ratones SCID usando células de leucemia linfoblastica aguda humana (RS4:11) para los
diversos dendrimeros divulgados. Se muestra la evaluacion de eficacia del vehiculo (suero
salino tamponado con fosfato, PBS), una formulacién de compuesto A en HP-B-CD al 30%,
compuesto 1 en PBS (equivalente a 20 mg/kg de compuesto A) y compuesto 2 en PBS
(equivalente a 20 mg/kg de compuesto A).

La figura 4 presenta la muerte celular (apoptosis), en diversos instantes después de
una sola dosis del vehiculo (suero salino tamponado con fosfato), formulaciones del
compuesto A en vehiculo (HP-B-CD al 30%) a 5 mg/kg y 10 mg/kg y el dendrimero del
compuesto 1 en PBS a un equivalente de 10 mg/kg de compuesto A. Se uso la respuesta de
poli-ADP-ribosa polimerasa escindida (PARP) como medida de la muerte celular.

La figura 5 presenta un modelo de xenoinjerto de leucemia linfoblastica aguda (ALL)
en ratas Rag2-/- usando células de leucemia linfoblastica aguda humana (RS4:11) para el
compuesto 2 y el vehiculo. Se muestra la evaluacion de eficacia del vehiculo (suero salino
tamponado con fosfato, PBS) y del compuesto 2 en PBS (equivalente a 10 mg/kg y 30 mg/kg
de compuesto A).
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La figura 6 presenta el dendrimero de férmula (V).

La figura 7 presenta el dendrimero de férmula (V).

La figura 8 presenta un modelo de xenoinjerto de SuDHL-4 en ratones SCID para el
vehiculo (suero salino tamponado con fosfato, PBS), el compuesto 2 en PBS (equivalente a 50
mg/kg de compuesto A), el compuesto 1 en PBS (equivalente a 50 mg/kg de compuesto A),
rituximab (10 mg/kg), una combinacion del compuesto 2 (equivalente a 10 mg/kg, 30 mg/kg y
50 mg/kg de compuesto A) con rituximab (10 mg/kg) y una combinacién del compuesto 1
(equivalente a 10 mg/kg, 30 mg/kg y 50 mg/kg de compuesto A) con rituximab (10 mg/kg).
Véase el ejemplo 18.

La figura 9 ilustra la actividad antitumoral in vivo en un modelo de cancer microcitico
de pulmén humano mostrada por el compuesto 1 en combinacién con el inhibidor de mTOR,
AZD2014.

La figura 10 ilustra la actividad antitumoral in vivo en un modelo de tumor de DLBCL
humano mostrada por el compuesto 1 en combinacién con acalabrutinib.

DESCRIPCION DETALLADA

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que
comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (1)

. ™
1I."'\'l
Micleo {fﬁuu {(BUZ2)z— ... —{BUX) | -
\Z
- L)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

Nucleo es

O. NH
* /\/\i *
N N
H H

* indica union covalente a un resto de carbonilo de (BU1);

b es 2;

BU son unidades de construccion;

BUy son unidades de construccion de generacion x, en donde el nimero total de

unidades de construccién en la generacion x del dendrimero de férmula (1) es igual a 2™ y el
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numero total de BU en el dendrimero de formula (1) es igual a (2%-1)b; en donde BU tiene la

siguiente estructura:
O

N
s
:P{NH
# indica unién covalente a un resto de amina de Nucleo o un resto amino de BU;

+ indica una unién covalente a un resto de carbonilo de BU o una unién covalente a W

0Z;

W es independientemente (PM)c 0 (H)e;

Z es independientemente (L-AA)q 0 (H)e;

PM es PEGuisoo-2400;

L-AA es un enlazador unido covalentemente a un agente activo; en donde L-AA es de
férmula:

donde
A es —N(CHg3) 0 -S-;

® es el punto de union a un resto de amina de BUX;

a condicion de que (c+d)< (2X)oydsea=1;y

a condicion de que si (c+d) < (2¥)b, entonces cualesquier grupos W y Z restantes son
(H)e, en donde e es [(2¥)b ]-(c+d).

Se apreciara que el nucleo del dendrimero representa la unidad central a partir de la
cual se construye el dendrimero. A este respecto, el nlcleo representa la unidad central a

partir de la cual "crecen" la primera y las generaciones siguientes de unidades de
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construccion. En una realizacion, el ndcleo en cualquiera de los dendrimeros de formula (1),
(I, (1my, (Av), (v), (V1) o (VII) es

5

NH
) /\/\i -
N N~
H H

en donde * indica una unién covalente a las unidades de construccién del dendrimero.

En algunas realizaciones, el nicleo en cualquiera de los dendrimeros de formula (1), (I1), (1),

(IV), (V), (V1) 0 (VII) es

O.__NH
P 4
AN N
H H

en donde * indica una unién covalente a las unidades de construccién del dendrimero.

La expresion "unidad de construccién" o "BU" incluye moléculas que tienen al menos
tres grupos funcionales, uno para la unién al ndcleo o una unidad de construccion en una
generacién (o capa) previa de unidades de construccién y dos o mas grupos funcionales para
su union a unidades de construccion de la siguiente generacion (o capa) de unidades de
construccién. Las unidades de construccion se usan para construir las capas del dendrimero,
mediante su adicion al nlicleo o la capa anterior de unidades de construccion. En algunas
realizaciones, las unidades de construccion tienen tres grupos funcionales.

El término "generacién" incluye el nimero de capas de unidades de construcciéon que
forman un dendrén o dendrimero. Por ejemplo, un dendrimero de una generacion tendra una
capa de unidades de construccion unidas al nucleo, por ejemplo, Nucleo-[[unidad de
construccién]b, donde b es el numero de dendrones unidos al ndcleo y la valencia del nucleo.
Un dendrimero de dos generaciones tiene dos capas de unidades de construccion en cada
dendrén unido al ndcleo. Por ejemplo, cuando la unidad de construccion tiene un punto de
ramificacion bivalente, el dendrimero puede ser: Nucleo[[unidad de construccién][unidad de
construcciéon]2]b, un dendrimero de generacion tres tiene tres capas de unidades de
construcciéon en cada dendrén unido al ndcleo, por ejemplo, Nucleo-[[unidad de
construccién][unidad de construccién]2[unidad de construccion]4lb, un dendrimero de
generacién cinco tiene cinco capas de unidades de construccidon en cada dendrén unido al
nucleo, por ejemplo, Nucleo-[[unidad de construccion][unidad de construccién]2[unidad de

construccién]4[unidad de construccion]8[unidad de construccion]16]b, un dendrimero de
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generacién 6 tiene seis capas de unidades de construccion unidas al nucleo, por ejemplo,
Nucleo-[[unidad de construccién][unidad de construccién]2[unidad de construccion]4[unidad de
construccién]8[unidad de construccién]16[unidad de construccién]32]b y similares. La Ultima
generacion de unidades de construccién (la generacibn méas externa) proporciona la
funcionalizacién de superficie del dendrimero y el nimero de grupos funcionales de superficie
disponibles para la unién del grupo modificador farmacocinético (PM) y/o el enlazador y
agente activo (L-AA).

La expresion "grupos funcionales de superficie” se refiere a los grupos funcionales sin
reaccionar que se encuentran en la generacion final de las unidades de construccién. En
algunas realizaciones, el numero de grupos funcionales de superficie es igual a (2¥)b, en el
gue x es el nimero de generaciones en el dendrimero y b es el nimero de dendrones. En
algunas realizaciones, los grupos funcionales de superficie son principalmente grupos
funcionales amino.

El nimero total de unidades de construccion en un dendrimero con unidades de
construccién que tienen 3 grupos funcionales (por ejemplo, un punto de ramificacion) es igual
a (2%-1)b, donde x es igual al nUmero de la generacion y b es igual al numero de dendrones.
Por ejemplo, en un dendrimero que tiene un nicleo con dos dendrones unidos (b = 2), si cada
unidad de construccién tiene un punto de ramificacion y hay 5 generaciones, habra 62
unidades de construccion y la generacién mas externa tendra 16 unidades de construccion
con 64 grupos funcionales de superficie. En algunas realizaciones, los grupos funcionales de
superficie son restos amino, por ejemplo, aminas primarias o0 secundarias. En algunas
realizaciones, el dendrimero es un dendrimero de quinta generacion que tiene un nucleo
bivalente, 62 unidades de construccion y 64 grupos funcionales amino primarios.

En algunas realizaciones, las unidades de construccion en cualquiera de los

dendrimeros de férmula (1), (11), (II1), (IV), (V), (VI) o (VII) tienen la estructura:
O

H
#E)K(W !
qLLL/NH

en la que # indica unién covalente a un resto amina del nicleo o un resto amino de
una unidad de construccion y + indica una union covalente a un resto de carbonilo de una
unidad de construccidon o unién covalente a un grupo modificador de la farmacocinética, un
enlazador unido a un agente activo o un hidrogeno. En algunas realizaciones, el dendrimero
tiene 62 unidades de construccién con 64 grupos funcionales amino primarios.

En algunas realizaciones, las unidades de construccion en cualquiera de los
dendrimeros de férmula (1), (11), (1), (1V), (V), (VI) o (VII) tienen la estructura:
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° H
J\/\/\/N
#\ N:H 7:

N

en la que # indica unién covalente a un resto amina del ndcleo o un resto amino de
una unidad de construccién y + indica una unién covalente a un resto de carbonilo de una
unidad de construccién o unién covalente a un grupo modificador de la farmacocinética, un
enlazador unido a un agente activo o un hidrégeno.

La expresion "grupo modificador de la farmacocinética" o "PM" incluye restos que
pueden modificar o modular el perfil farmacocinético del dendrimero o del agente activo que
estd suministrando. En algunas realizaciones, el PM puede modular la distribucion, el
metabolismo y/o la excrecion del dendrimero o del agente activo. En algunas realizaciones, el
PM puede influenciar la velocidad de liberacion del agente activo, ya sea frenando o
aumentando la velocidad a la cual se libera el agente activo del dendrimero, ya sea por las
vias de degradacion quimica (por ejemplo, hidrdlisis) o enzimatica. En algunas realizaciones,
el PM puede cambiar el perfil de solubilidad del dendrimero, ya sea aumentando o reduciendo
la solubilidad en un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el PM
puede ayudar al dendrimero a suministrar el agente activo en tejidos especificos (por ejemplo,
tumores).

En algunas realizaciones, en cualquiera de los dendrimeros de formula (1), (II), (1),
(IV) y (V), el PM es polietilenglicol (PEG). En algunas realizaciones, el PEG tiene un peso
molecular de entre aproximadamente 1800 y aproximadamente 2400 Da. En algunas
realizaciones, el PEG tiene un peso molecular medio de aproximadamente 2150. Un experto
en la técnica entenderia facilmente que el término "PEGaisoo-2400" incluye PEG con un peso
molecular promedio de entre aproximadamente 1800 y aproximadamente 2400 Da.

En algunas realizaciones, el PEG tiene un indice de polidispersidad (PDI) de entre
aproximadamente 1.00 y aproximadamente 2.00, entre aproximadamente 1.00 y 1.50, por
ejemplo, entre aproximadamente 1.00 y aproximadamente 1.25, entre aproximadamente 1.00
y aproximadamente 1.10 o entre aproximadamente 1.00 y aproximadamente 1.10. En algunas
realizaciones, el PDI del PEG es de aproximadamente 1.05. La expresion "indice de
polidispersidad” se refiere a una medida de la distribucion de masa molecular en una muestra
de polimero dada. El PDI es igual al peso molecular medio (My) dividido entre el peso
molecular medio en nimero (Mp) e indica la distribucion de masas moleculares individuales en
un lote de polimeros. EI PDI tiene un valor mayor o igual a 1, pero a medida que el polimero
alcanza una longitud de cadena y un peso molecular medio uniforme, el PD1 se aproximara

mas a 1.
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En algunas realizaciones, el dendrimero tiene menos de (2X)b grupos PEG, en donde x
es el numero de generaciones del dendrimero y b es el nimero de dendrones. En algunas
realizaciones, todos los grupos funcionales de superficie estan unidos covalentemente a
grupos PEG. En algunas realizaciones, cuando x es 5, el dendrimero tiene entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 60 grupos PEG. En algunas realizaciones, el
dendrimero no tiene mas de 2X grupos PEG. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene 2*
grupos PEG. Por ejemplo, cuando la unidad de construccién del dendrimero tiene un punto de
ramificacion bivalente, un dendrimero de segunda generacion no tendrda mas de 4 grupos
PEG, un dendrimero de tercera generacion no tendra mas de 8 grupos PEG, un dendrimero
de cuarta generacién no tendra mas de 16 grupos PEG y un dendrimero de quinta generacién
no tendra mas de 32 grupos PEG. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene menos de 2*
grupos PEG. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene entre aproximadamente 25 y
aproximadamente 64 grupos PEG. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 40 grupos PEG. En algunas realizaciones, el
dendrimero no tiene mas de 32 grupos PEG. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene
entre aproximadamente 25 y aproximadamente 32 grupos PEG. En algunas realizaciones, el
dendrimero tiene de aproximadamente 28 a aproximadamente 32 grupos PEG. En algunas
realizaciones, el dendrimero tiene 29 grupos PEG, 30 grupos PEG, 31 grupos PEG o 32
grupos PEG.

Los dendrimeros divulgados de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (V) y (VII) incluyen un
enlazador unido covalentemente a un agente activo (L-AA), en el que el enlazador (L) esta
unido covalentemente a los grupos funcionales de superficie en la generacion final de las
unidades de construccion en un extremo del enlazador y a un agente activo (AA) en el otro
extremo del enlazador. En algunas realizaciones, el enlazador en cualquiera de los
dendrimeros de férmula (1), (11), (1), (1V), (V), (VI) o (VII) tiene la estructura:

@] O
)J\/A\)K
@ s
en la que ®estad unido covalentemente a los grupos funcionales amino de la

generacion final de las unidades de construccion, ~es un punto de unién covalente al
agente activo (AA) y A es —N(CH3) o

-S- En algunas realizaciones, A es —S-. En algunas realizaciones, A es —N(CHz).

En algunas realizaciones, AA es un inhibidor de Bcl. En algunas realizaciones, AA es
un inhibidor de Bcl-2 y/o Bcl-XL. En algunas realizaciones, AA es un inhibidor de Bcl-2 y/o Bcl-

XL divulgado en la Patente de los Estados Unidos n.° 9,018,381. En algunas realizaciones, AA
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en cualquiera de los dendrimeros de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VIl) tiene la

estructura:

<'s

Dty

|
\O/\/ N 6

‘ OH
Cu

en la que “hes un punto de unién covalente al enlazador. En algunas realizaciones,
AA en cualquiera de los dendrimeros de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (V1) o (VII) tiene la

estructura:
o;.s?/CF3
G
sONAS
:\ g/N O
|1
JJ\ic)/\/N\ O

En algunas realizaciones, la estructura de L-AA en cualquiera de los dendrimeros de

a1y, (I, (1), (1V), (V), (V1) o (VII) es:



10

15

20

25

30

35

20

O OH
‘CI

en la que ®estd unido covalentemente a los grupos funcionales amino de la
generacion final de las unidades de construccion y A es —N(CHs) o -S-. En algunas
realizaciones, A es —S-. En algunas realizaciones, A es —N(CHy).

En algunas realizaciones, la estructura de L-AA en cualquiera de los dendrimeros de
formula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (VII) es:

(R
O OH
‘ cl

en la que ®estd unido covalentemente a los grupos funcionales amino de la
generaciéon final de las unidades de construccion y A es —N(CHs) o -S-. En algunas
realizaciones, A es —S-. En algunas realizaciones, A es —N(CHs).

En algunas realizaciones, el dendrimero de una cualquiera de las férmulas (1), (11), (llI),
(Iv), (V), (VD) y (VIl) tiene menos de (2¥)b grupos L-AA, en donde x es el nimero de

generaciones del dendrimero y b es el nimero de dendrones. En algunas realizaciones, todos
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los grupos funcionales de superficie estan unidos covalentemente a grupos L-AA. En algunas
realizaciones, cuando x es 5, el dendrimero tiene entre aproximadamente 25 vy
aproximadamente 64 grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero no tiene mas de
2X grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene 2% grupos L-AA. Por ejemplo,
cuando la unidad de construccion del dendrimero tiene un punto de ramificacién bifuncional,
un dendrimero de segunda generacion no tendrd mas de 4 grupos L-AA, un dendrimero de
tercera generacion no tendra mas de 8 grupos L-AA, un dendrimero de cuarta generacién no
tendra mas de 16 grupos L-AA y un dendrimero de quinta generacion no tendrd mas de 32
grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene menos de 2* grupos L-AA. En
algunas realizaciones, el dendrimero tiene entre aproximadamente 25 y aproximadamente 64
grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene entre aproximadamente 25 y
aproximadamente 40 grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero no tiene mas de
32 grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene entre aproximadamente 25y
aproximadamente 32 grupos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene entre
aproximadamente 28 y aproximadamente 32 grupos L-AA. En algunas realizaciones, el
dendrimero tiene 29 grupos L-AA, 30 grupos L-AA, 31 grupos L-AA 0 32 grupos L-AA.

En algunas realizaciones, en cualquiera de los dendrimeros de formula (1), (1), (lll),
(IV), (V), (VD) y (VII), la suma de grupos L-AA y de grupos PEG puede ser igual a no mas de
64. En algunas realizaciones, la suma de grupos L-AA y de grupos PEG puede ser menor de
64, a condicion de que el dendrimero tenga al menos un grupo L-AA. En algunas
realizaciones, la suma de grupos L-AA y de grupos PEG puede ser de entre aproximadamente
50 y aproximadamente 64. En caso de que la suma de grupos L-AA y de grupos PEG sea
menor de 64, las unidades funcionales de superficie sin reaccionar de la generacion final de
unidades de construccion siguen siendo grupos amino primarios, a condicion de que el
dendrimero tenga al menos un grupo L-AA. Por ejemplo, el nimero de grupos amino primarios
en la generacién final de unidades de construccion es igual a 64 menos la suma de los grupos
L-AA y PEG (por ejemplo, 64-(L-AA + PEG), a condicién de que el dendrimero tenga al menos
un grupo L-AA. Por ejemplo, en caso de que la suma de grupos L-AA y grupos PEG sea 50,
entonces 14 grupos funcionales de superficie permaneceran como restos amino primarios, en
caso de que la suma de grupos L-AA y grupos PEG sea 51, entonces 13 grupos funcionales
de superficie permaneceran como restos amino primarios, en caso de que la suma de grupos
L-AA y grupos PEG sea 52, entonces 12 grupos funcionales de superficie permaneceran como
restos amino primarios, en caso de que la suma de grupos L-AA y grupos PEG sea 53,
entonces 11 grupos funcionales de superficie permaneceran como restos amino primarios, etc.
En algunas realizaciones, el nimero de restos amino primarios en el dendrimero es de entre

aproximadamente 0 y aproximadamente 14. En algunas realizaciones, en caso de que la
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suma del niumero de grupos PEG y el nimero de grupos L-AA sea menor de (2¥)b, en el que x
es el numero de generaciones del dendrimero y b es el nimero de dendrones, el resto de
grupos funcionales de superficie es igual a 64 menos la suma de los grupos PEG y los grupos
L-AA, a condicion de que el dendrimero tenga al menos un grupo L-AA.

En algunas realizaciones, si W es (PM)c 0 (H)e; Z es (L-AA)q 0 (H)e; a condicion de que
(ctd) = (29)b y a condicion de que d sea = 1; en donde x es el nimero de generaciones y b es
el nimero de dendrones; y a condicion de que si (c+d) < (2¥)b, entonces cualesquier grupos W
y Z restantes son (H)e, en donde e es [24*D]-(c+d). Por ejemplo, cuando b es 2 y x es 5,
entonces (c+d) < 64. En algunas realizaciones, (ct+d) = 64; es decir, la suma de (PM). y (L-
AA)q es igual a 64. En algunas realizaciones, cuando b es 2 y x es 5, entonces (c+d) < 64; es
decir, la suma de (PM): y (L-AA)q4 es menor de 64, a condicién de que d sea = 1. En algunas
realizaciones, (c+d) es un niumero entero entre 50 y 64. En algunas realizaciones, (c+d) es un
numero entero entre 58 y 64.

En algunas realizaciones, (c+d) = (2X)b en cuyo caso, no hay (H)e y e es 0. Por
ejemplo, sibes 2y x es 5, y la suma de (PM): y (L-AA)q4 es igual a 64, entonces no hay grupos
funcionales de superficie sin sustituir en la quinta generacioén de unidades de construccién en
el dendrimero y por lo tanto, e es 0. Sin embargo, si (c+d) < (2¥)b, entonces (H)e es igual a
(29)b-(c+d). Por ejemplo, si b es 2, x es 5 y la suma de (PM). y (L-AA)q es menor de 64,
entonces el nimero de grupos funcionales de superficie no sustituidos en la quinta generacién
de bloques de construccién es igual a 64 menor que la suma de (PM). y (L-AA)4. En este caso,
e es igual a 64 menor que la suma de (PM): y (L-AA)q. En algunas realizaciones, cuando la
suma de (c+d) es un numero entero entre 50 y 64, e es un nimero entero entre 0 y 14. En
algunas realizaciones, cuando (c+d) es un numero entero entre 58 y 64, e es un numero
entero entre 0 y 6. En algunas realizaciones, (c+d) es 58 y e es 6. En algunas realizaciones,
(c+d) es 59 y e es 5. En algunas realizaciones, (c+d) es 60 y e es 4. En algunas realizaciones,
(ct+d) es 61y e es 3. En algunas realizaciones, (c+d) es 62 y e es 2. En algunas realizaciones,
(c+d) es 63 y e es 1. En algunas realizaciones, (c+d) es 60y e es 0.

En algunas realizaciones, cualquiera de los dendrimeros de formula (1), (11), (1), (1V),
(V), (VD) y (VIl) tiene un peso molecular de aproximadamente 90 a aproximadamente 120 kDa.
En algunas realizaciones, el dendrimero tiene un peso molecular de aproximadamente 100 y
115 kDa. En algunas realizaciones, el dendrimero tiene un peso molecular de
aproximadamente 100 a aproximadamente 110 kDa. En algunas realizaciones, el dendrimero
tiene un peso molecular de aproximadamente 100 a aproximadamente 105 kDa. En algunas
realizaciones, el peso molecular del dendrimero es de aproximadamente 100 kDa,
aproximadamente 101 kDa, aproximadamente 102 kDa, aproximadamente 103 kDa,

aproximadamente 104 kDa, aproximadamente 105 kDa, aproximadamente 106 kDa,
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aproximadamente 107 kDa, aproximadamente 108 kDa, aproximadamente 109 kDa o
aproximadamente 110 kDa.

En algunas realizaciones, cuando BU es

N
oSN
fthH
o
(6]
H
Jl\/\/\/N
#\'X = 7‘:
N H
N
el PEG esta unido covalentemente a la funcionalidad amino en la posicion € del BU y el
L-AA esta unido a la funcionalidad amino en la posicion a del BU.
En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (11)

' ™
— = )
/,M‘I.
I/,,-*
Nucleo +_geu1)—q5uzj—{BUS}—(BUM—{BUQ -
]
RS
L i Z
e _/b (”),
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde
b es 2;
Nucleo es

o NH
) /\/\i i
E{N N;H’—
H H
* indica union covalente a un resto de carbonilo de (BU1);
BU son unidades de construccién y el nimero de BU es igual a 62; en donde BU tiene

la siguiente estructura:
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# indica union covalente a un resto de amina de Nudcleo o un resto amino de BU y +
indica una unién covalente a un resto carbonilo de BU o una unién covalente a W o Z;

W es independientemente (PM)c 0 (H)e;

Z es independientemente (L-AA)q 0 (H)e;

PM es PEGuisoo-2400;

L-AA es un enlazador unido covalentemente a un agente activo; en donde L-AA es de

formula;
o
O.&.CFs
H
A
OH
0 0 4N 20
A N o
N
O OH
l Cl
donde

A es —N(CHs3) 0 -S-;

® indica unién covalente a un resto de amina de BUS5;

a condicién de que (ctd)sea<64ydsea=1;y

a condicion de que si (c+d) < 64, entonces cualesquier grupos W y Z restantes son
(H)e, en donde e es 64-(c+d).

En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (Il), A es —N(CHs). En algunas
realizaciones del dendrimero de férmula (I1), A es -S-.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (ll), ¢ es un nimero entero entre
25y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (ll), ¢ es un nimero entero entre
29 y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (Il), ¢ es 29. En algunas
realizaciones del dendrimero de formula (l1), ¢ es 30. En algunas realizaciones del dendrimero

de férmula (1), ¢ es 31. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (ll), c es 32.
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En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (I), d es un nimero entero entre
25y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (1), d es un nimero entero entre
29 y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (ll), d es 29. En algunas
realizaciones del dendrimero de férmula (I1), d es 30. En algunas realizaciones del dendrimero
de férmula (1), d es 31. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (l1), d es 32.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (), e es un nimero entero entre 0
y 14. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (Il), e es un ndmero entero entre 0 y
6. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (ll), e es 0. En algunas realizaciones
del dendrimero de férmula (ll), e es 1. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (l1),
e es 2. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (II), e es 3. En algunas
realizaciones del dendrimero de férmula (Il), e es 4. En algunas realizaciones del dendrimero
de formula (1), e es 5. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (ll), e es 6.

En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (I1), L-AA es:

O
CF3

S/\(\)/
O H
S/

)J\/A\)J\ /\/N <

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que
comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (l11)

D-Ndacleo-D  (ll)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde

Nucleo es
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AP AP
o | HN 0 ! HN !
R 0 A HN HN W
AP AP \

z
i ~ A » AN " L > AN ~ A
EU1 BUZ BU3 Bu4 BUS
luidsldooostuosidn Duideksdecostusdidn dwiddesdecoetucsidn B uriddes de construccidn 16 uickades de consirucsicn

AP es un punto de unién a otra unidad de construccion;
W es independientemente (PM)c 0 (H)e;

Z es independientemente (L-AA)q 0 (H)e;

PM es PEGuisoo-2400;

L-AA es un enlazador unido covalentemente a un agente activo; en donde L-AA es de

féormula;
@]
OQII/CFS
H
A
(@]
o 0 /\g g/N (@)
11
N
O OH
‘ Cl
donde

A es —N(CHzg), -O-, -S- 0 —CH2-;

a condicion de que si (c+d) < 64, entonces cualesquier grupos W y Z restantes son
(H)e, en donde e es 64-(c+d); ydes = 1.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (Ill), (PM)c A es —N(CHs). En
algunas realizaciones del dendrimero de formula (Ill), A es -S-.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (lll), ¢ es un nimero entero entre
25y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (lll), ¢ es un niUmero entero entre

29 y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), ¢ es 29. En algunas
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realizaciones del dendrimero de férmula (lll), c es 30. En algunas realizaciones del dendrimero
de formula (lll), c es 31. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), ¢ es 32.

En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), d es un ndmero entero entre
25y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), d es un niUmero entero entre
29 y 32. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), d es 29. En algunas
realizaciones del dendrimero de férmula (lll), d es 30. En algunas realizaciones del
dendrimero de férmula (lll), d es 31. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (l11),
des 32.

En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), e es un ndmero entero entre
0y 14. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (Ill), e es un nimero entero entre
0 y 6. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (Ill), e es 0. En algunas
realizaciones del dendrimero de formula (l11), e es 1. En algunas realizaciones del dendrimero
de férmula (Ill), e es 2. En algunas realizaciones del dendrimero de férmula (1), e es 3. En
algunas realizaciones del dendrimero de férmula (lll), e es 4. En algunas realizaciones del
dendrimero de férmula (1), e es 5. En algunas realizaciones del dendrimero de formula (lll), e
es 6.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (lll), L-AA del dendrimero de

férmula (l11) es:

O.u CF3
L, o
s N o
0 0 \ 4N 0
11
%)J\/A\)J\o/\/N\ O

®)
g E“
cl

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (1V)
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o HY

HY (IV),
0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde Y es PEGaisoo-2400 O

H; Q es H 0 L-AA, en el que L-AA tiene la estructura:

R
O OH
C Cl
)

A es —S- 0 —N(CHs), a condicion de que si la suma de PEGigoo-2400 Y L-AA es menor de
64, los demas restos Q e Y son H y a condicién de que al menos un Q sea L-AA.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (IV), A es —N(CHs). En algunas
realizaciones del dendrimero de formula (IV), A es -S-.

En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (IV) tiene entre 25 y 32 PEGisoo-
2400. EN algunas realizaciones, el dendrimero de féormula (IV) tiene entre 29 y 32 PEGiso0-2400.
En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 29 PEGisoo-2400. En algunas

realizaciones, el dendrimero de formula (1V) tiene 30 PEGisoo-2400. En algunas realizaciones, el
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dendrimero de férmula (1V) tiene 31 PEGaiso0o-2400. En algunas realizaciones, el dendrimero de
férmula (1V) tiene 32 PEGa1so00-2400.

En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (IV) tiene entre 25y 32 L-AA. En
algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (IV) tiene entre 29 y 32 L-AA. En algunas
realizaciones, el dendrimero de formula (IV) tiene 29 L-AA. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (V) tiene 30 L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula
(IV) tiene 31 L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (IV) tiene 32 L-AA.

En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (1V) tiene entre 0 y 14 hidrogenos
en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (IV) tiene entre
0 y 6 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de
féormula (V) tiene 1 hidrogeno en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el
dendrimero de formula (IV) tiene 2 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (IV) tiene 3 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En
algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 4 hidrégenos en las posiciones Q
y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (IV) tiene 5 hidrégenos en las
posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (IV) tiene 6
hidrégenos en las posiciones Q y/o Y.

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (V):

: (V)



10

15

20

25

30

35

30
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde
Y es PEGa1so00-2400 O H;

Q es Ho L-AA, en donde L-AA tiene la estructura:

R
O OH
‘ cl

A es —S- 0 —N(CHs), a condicion de que si la suma de PEGigoo-2400 Y L-AA es menor de
64, los demas restos Q e Y son H y a condicién de que al menos un Q sea L-AA.

En algunas realizaciones del dendrimero de formula (V), A es -N(CHs) (compuesto 1).
En algunas realizaciones, del dendrimero de férmula (V), A es —S- (compuesto 2).

En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (V) tiene entre 25 y 32 PEGisoo-
2400. EN algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene entre 29 y 32 PEG1s00-2400.
En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 29 PEGaigoo-2400. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 30 PEGisoo-2400. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (V) tiene 31 PEGiso-2400. EN algunas realizaciones, el dendrimero de
férmula (V) tiene 32 PEGaisoo-2400.

En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene entre 25 y 32 L-AA. En
algunas realizaciones, el dendrimero de formula (V) tiene entre 29 y 32 L-AA. En algunas
realizaciones, el dendrimero de formula (V) tiene 29 L-AA. En algunas realizaciones, el
dendrimero de formula (V) tiene 30 L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula
(V) tiene 31 L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (V) tiene 32 L-AA.

En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (V) tiene entre 0 y 14 hidrégenos
en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene entre
0 y 6 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de
formula (V) tiene 1 hidrogeno en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el

dendrimero de férmula (V) tiene 2 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En algunas
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realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 3 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En
algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 4 hidrégenos en las posiciones Q y/o
Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V) tiene 5 hidrégenos en las
posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (V) tiene 6 hidrégenos
en las posiciones Q y/o Y.
En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que

comprenden un dendrimero liofilizado de férmula (VI):

NH-Y?

Q
o
o N o]
H Q-NH HN H
Q-NH HN o o H o
NH HN. Q o H H-y1
2 YINH G HN ONH HN 9
" Q HN O NH H
NH-v1 ° o .
1, o NH H-Y!
Q NH-Y2
NH-YL
H-Y?
H
NH-YE ° v
HN
q
H-Y1

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que
Yles -C(=O)CHz-(OCHzCHz)y-OCHg 0 H;

y s un nimero entero de entre 39y 53;y

VD),

Q es Ho L-AA, en el que L-AA tiene la estructura:
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A es —S- 0 —N(CHg), siempre que si la suma de Y!y L-AA es menor de 64, los restos Q
e Y! restantes sean H, y siempre que al menos una Q sea L-AA. En algunas realizaciones, se
da a conocer el compuesto de férmula (VI) en la que A es -S-. En algunas realizaciones, se da
a conocer el compuesto de formula (VI) en la que A es -N(CHs).

En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V1) tiene entre 25 y 32 restos Y2
En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V1) tiene entre 29 y 32 restos Y!. En
algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene 29 restos Y. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (V1) tiene 30 restos Y!. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (VI) tiene 31 restos Y! moieties. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (VI) tiene 32 restos Y.

En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene entre 25 y 32 restos L-
AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene entre 29 y 32 restos L-AA.
En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (VI) tiene 29 restos L-AA. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene 30 restos L-AA. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (VI) tiene 31 restos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de
férmula (V1) tiene 32 restos L-AA.

En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (V1) tiene entre 0 y 14 hidrogenos
en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene entre
0 y 6 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de
formula (VI) tiene 1 hidrogeno en las posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (VI) tiene 2 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y!. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene 3 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y. En

algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene 4 hidrogenos en las posiciones Q
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ylo Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VI) tiene 5 hidrégenos en las
posiciones Q y/o Y. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V1) tiene 6
hidrégenos en las posiciones Q y/o Y?.

En algunas realizaciones, x es un numero entero entre 39 y 53. En algunas
realizaciones, x es un niumero entero entre 41 y 50. En algunas realizaciones, x es un niumero
entero entre 44 y 48. En algunas realizaciones, x es un nimero entero seleccionado de 45, 46
0 47. En algunas realizaciones, x es 39. En algunas realizaciones, x es 40. En algunas
realizaciones, x es 41. En algunas realizaciones, x es 42. En algunas realizaciones, x es 43.
En algunas realizaciones, x es 44. En algunas realizaciones, x es 45. En algunas
realizaciones, x es 46. En algunas realizaciones, x es 47. En algunas realizaciones, x es 48.
En algunas realizaciones, x es 49. En algunas realizaciones, x es 50. En algunas
realizaciones, x es 51. En algunas realizaciones, x es 52. En algunas realizaciones, x es 53.

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que
comprenden un dendrimero liofilizado de formula (VII):

HN'

Q
o
Y2.NH o e} o
INH o NH /
HN o Q NH H O i HNi- H HN-Q
m NH HN q
Y2NH  H N H AN-y2
Q NH HN o NH o HO,

v vy
o un sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que
Y2 es -C(=0)CH2-(OCH2CH>),-OCHz 0 H;
y es un numero entero de entre 39y 53;y

Q es Ho L-AA, en el que L-AA tiene la estructura:
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A es —S- 0 —N(CHg), siempre que si la suma de Y?y L-AA es menor de 64, los restos Q
e Y? restantes sean H, y siempre que al menos una Q sea L-AA. En algunas realizaciones, se
da a conocer el compuesto de férmula (V1) en la que A es -S-. En algunas realizaciones, se
da a conocer el compuesto de formula (VII) en la que A es -N(CHs).

En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene entre 25 y 32 restos Y2.
En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene entre 29 y 32 restos Y2. En
algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (V1) tiene 29 restos Y2. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 30 restos Y2. En algunas realizaciones, el
dendrimero de féormula (VII) tiene 31 restos Y2. En algunas realizaciones, el dendrimero de
formula (VII) tiene 32 restos Y2.

En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (VII) tiene entre 25 y 32 restos L-
AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (VII) tiene entre 29 y 32 restos L-AA.
En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 29 restos L-AA. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 30 restos L-AA. En algunas realizaciones, el
dendrimero de formula (VII) tiene 31 restos L-AA. En algunas realizaciones, el dendrimero de
férmula (V1) tiene 32 restos L-AA.

En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene entre 0 y 14 hidrogenos
en las posiciones Q y/o Y2. En algunas realizaciones, el dendrimero de formula (VII) tiene
entre 0 y 6 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y2. En algunas realizaciones, el dendrimero de
formula (VII) tiene 1 hidrégeno en las posiciones Q y/o Y2. En algunas realizaciones, el
dendrimero de férmula (VII) tiene 2 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y2. En algunas
realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 3 hidrégenos en las posiciones Q y/o Y2. En

algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 4 hidrégenos en las posiciones Q
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ylo Y2. En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 5 hidrogenos en las
posiciones Q y/o Y2 En algunas realizaciones, el dendrimero de férmula (VII) tiene 6
hidrégenos en las posiciones Q y/o Y2.

En algunas realizaciones, y es un numero entero entre 39 y 53. En algunas
realizaciones, y es un niumero entero entre 41 y 50. En algunas realizaciones, y es un nimero
entero entre 44 y 48. En algunas realizaciones, y es un nimero entero seleccionado de 45, 46
0 47. En algunas realizaciones, y es 39. En algunas realizaciones, y es 40. En algunas
realizaciones, y es 41. En algunas realizaciones, y es 42. En algunas realizaciones, y es 43.
En algunas realizaciones, y es 44. En algunas realizaciones, y es 45. En algunas
realizaciones, y es 46. En algunas realizaciones, y es 47. En algunas realizaciones, y es 48.
En algunas realizaciones, y es 49. En algunas realizaciones, y es 50. En algunas
realizaciones, y es 51. En algunas realizaciones, y es 52. En algunas realizaciones, y es 53.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable” incluye sales de adicién de acido o de
base que conservan la eficacia y las propiedades biolégicas de los dendrimeros de férmula (1),
(I, (1, (v), (v), (v y (VIl) y que normalmente no son no biolégicamente o de otra forma no
deseables. En muchos casos, los dendrimeros de férmula (1), (1), (1II), (IV), (V), (VI) y (VII) son
capaces de formar sales acidas y/o basicas en virtud de la presencia de grupos basicos y/o
carboxilo o grupos similares a los mismos.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los dendrimeros de formula (1), (II), (1),
(IV), (V), (VD) y (VII) pueden sintetizarse a partir de un resto basico o acido, por medio de
métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales pueden prepararse haciendo
reaccionar formas de acido libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la
base apropiada o haciendo reaccionar formas de base libre de estos compuestos con una
cantidad estequiométrica del acido apropiado. Estas reacciones se llevan a cabo normalmente
en agua o en un disolvente orgénico, o en una mezcla de ambos. En general, cuando sea
posible, es deseable el uso de un medio no acuoso tal como éter, acetato de etilo, etanol,
isopropanol o acetonitrilo. Pueden encontrarse listas de sales adecuadas adicionales, por
ejemplo, en "Remington's Pharmaceutical Sciences,” 20.2 ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pa., (1985); Berge et al., "J. Pharm. Sci.,, 1977, 66, 1-19 y en "Handbook of
Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use" de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH,
Weinheim, Alemania, 2002).

Cualquier formula proporcionada en el presente documento también puede
representar formas no marcadas, asi como formas marcadas isotGpicamente para los
dendrimeros de formula (1), (1D, (1), V), (V), (VD) y (VIl), o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. Los compuestos marcados isotdépicamente tienen estructuras

representadas por las formulas proporcionadas en la presente, salvo por que uno o mas
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atomos se reemplazan por un atomo del mismo elemento pero con un nimero masico
diferente. Los ejemplos de is6topos que pueden incorporarse en el dendrimero de formula (1),
(I, (n, (v), V), (V) y (VIl) y sus sales incluyen isétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno,
oxigeno, fésforo, flior y cloro, tales como 2H, H, 11C, 13C, 14C, 15N, 35S y 125, Los dendrimeros
de formula (1), (1D, (1), (IV), (V), (V1) y (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos, pueden incluir diversos compuestos marcados isotopicamente, en los que estan
presentes isétopos radiactivos, tales como 3H, C, C, 35S y 3¢Cl. Generalmente, pueden
prepararse dendrimeros de férmula (1), (1), (Il) y (IV) marcados isotépicamente, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, mediante técnicas convencionales conocidas por
los expertos en la materia o mediante procesos analogos a los descritos en los ejemplos
adjuntos, usado reactivos marcados isotopicamente adecuados en lugar de los reactivos no
marcados empleados previamente.

Los dendrimeros de féormula ((1), (1), (), (AV), V), (VI) y (VI), o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, pueden tener diferentes formas isoméricas. La
expresion “isémero Optico" o "estereoisomero” se refiere a cualquiera de las diversas
configuraciones estereoisomeéricas que puedan existir para un dendrimero dado de férmula (1),
(I, (mn, vy, (V), (V) y (VIl), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En particular,
los dendrimeros de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VD) y (VII), o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos, poseen quiralidad y como tales, pueden existir en forma de mezclas
de enantidmeros con un exceso enantiomérico de entre aproximadamente el 0% y >98% de
e.e. Cuando un compuesto es un enantibmero puro, puede especificarse la estereoquimica en
cada centro quiral mediante R o S. Dichas denominaciones también pueden usarse para
mezclas que estan enriquecidas en un enantibmero. A los compuestos resueltos cuya
configuracion absoluta se desconoce puede asignarseles (+) o (-) dependiendo de la direccién
(dextro- o levogira) en la que rotan la luz polarizada en el plano a la longitud de onda de la
linea D de sodio. La presente divulgacion pretende incluir todos los posibles isémeros de este
tipo, incluyendo mezclas racémicas, formas opticamente puras y mezclas intermedias. Pueden
prepararse isomeros (R) y (S) 6pticamente activos usando sintones quirales, reactivos quirales
0 catalizadores quirales o resolverse usando técnicas convencionales bien conocidas en la
técnica, tales como HPLC quiral.

En algunas realizaciones, se dan a conocer composiciones liofiizadas que
comprenden un dendrimero de formula (1), (1), (1), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, preparada mediante el procedimiento que
comprende las etapas de disolver el compuesto de férmula (1), (1), (111), (1IV), (V), (V1) o (VII), o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en acido acético glacial para formar una

disolucion, secar por congelacion la disolucion y sublimar el &cido acético a presion reducida.
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La expresion "composiciones farmacéuticamente aceptables" incluye compuestos,
materiales, diluyente o disolventes, composiciones y/o formas de dosificacion que, dentro del
alcance del juicio médico sensato, son adecuados para su uso en contacto con los tejidos de
seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién, respuesta alérgica u otro
problema o complicacién, tal como determina un experto en la técnica.

Las composiciones dadas a conocer pueden obtenerse mediante procedimientos
convencionales usando excipientes farmacéuticos convencionales bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, agentes de suspension, agentes humectantes o de dispersion,
conservantes, antioxidantes, agentes emulsionantes, aglutinantes, disgregantes, deslizantes,
lubricantes o sorbentes.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas dadas a conocer se
reconstituyen en un disolvente o diluyente farmacéuticamente aceptable para formar una
disolucidn inyectable estéril en uno o mas sistemas de tampén, diluyente o disolventes,
agentes de solubilizacién, codisolventes o portadores acuosos 0 no acuosos no toéxicos
aceptables por via parenteral. Una preparacion inyectable estéril también puede ser una
suspension acuosa u oleosa inyectable o una suspension en un diluyente o disolvente,
portador o codisolvente no acuoso, que puede formularse de acuerdo con procedimientos
conocidos usando uno o mas de los agentes dispersantes o humectantes y de los agentes de
suspension. En algunas realizaciones, el diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable
comprende una disolucién de tampon citrato. En algunas realizaciones, el tampon citrato esta
a pH 5. En algunas realizaciones, el tampon citrato comprende acido citrico monohidratado,
citrato de sodio dihidratado y dextrosa anhidra. En algunas realizaciones, el diluyente o
disolvente es un tampén citrato 50 mM a pH 5 en dextrosa al 5% (p/p). En algunas
realizaciones, el diluyente o disolvente es un tampon citrato/fosfato de pH5 diluido 1 en 10 con
glucosa al 5% p/v. En algunas realizaciones, el diluyente o disolvente farmacéuticamente
aceptable comprende una disolucion de tampén acetato. En algunas realizaciones, la
disolucién de tampdn acetato estd a pH 5. En algunas realizaciones, la disolucién de tampén
acetato comprende &cido acético, acetato de sodio anhidro y dextrosa. En algunas
realizaciones, el tampdn acetato comprende tampdn acetato 100 mM (pH 5) en dextrosa al
2.5% (p/p).

Las composiciones farmacéuticas podrian reconstituirse para formar una disolucion
para inyeccion en bolo/infusion iv de dendrimero estéril para su reconstitucion con un sistema
de tampo6n o un sistema liofilizado (ya sea de dendrimero solo o con excipientes) para su
reconstitucion con un sistema de tampon con o sin otros excipientes. El material secado por

congelacion liofilizado puede prepararse a partir de disolventes no acuosos o disolventes
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acuosos. La forma de dosificacion también puede ser un concentrado para su dilucién
adicional para posteriormente inyectarse.

La cantidad de principio activo que puede combinarse con uno o mas excipientes para
producir una forma de dosificacion individual variara necesariamente dependiendo del
hospedador tratado y de la ruta de administracién concreta. Para obtener mas informacion
sobre Vias de administracion y Pautas posolégicas, se remite al lector al Capitulo 25.3 en el
Volumen 5 de Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; Presidente de la junta
editorial), Pergamon Press 1990.

Los dendrimeros de férmula (1), (), (), V), V), (V) y (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, pueden administrarse una vez, dos veces, tres
veces al dia o tantas veces durante un periodo de 24 horas como sea médicamente
necesario. Un experto en la materia serd capaz de determinar facilmente la cantidad de cada
dosis individual en funcién del sujeto. En algunas realizaciones, los dendrimeros de férmula
0, (n, (m, (avy, vy, (V) y (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, se
administran en una forma de dosificacion. En algunas realizaciones, los dendrimeros de
formula (1), (1), ), V), (V), (VI) y (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos, se administran en multiples formas de dosificacion.

En algunas realizaciones, el pH de la composicion farmacéutica esta entre
aproximadamente 4.0 y aproximadamente 6.0, por ejemplo, entre aproximadamente 4.8 y
aproximadamente 5.6.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende entre
aproximadamente el 90-110% del dendrimero de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (V1) o (VII), o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, cuando se somete a ensayo contra un patron
de referencia de pureza conocida.

En algunas realizaciones, la pureza de la composicién farmacéutica no es menor de
aproximadamente el 75%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 85%,
aproximadamente el 90% o aproximadamente el 95% tal como se mide mediante andlisis de
cromatografia de exclusiéon molecular-UV (SEC-UV). En algunas realizaciones, la pureza de la
composicion farmacéutica no es menor de aproximadamente el 85% tal como se mide
mediante andlisis de SEC-UV.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende menos de
aproximadamente el 10% p/p total de impurezas, por ejemplo, aproximadamente el 9%,
aproximadamente el 8%, aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente
el 5%, aproximadamente el 4%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 2% o
aproximadamente el 1%. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende

menos de entre aproximadamente el 1% y el 10% p/p de impurezas totales. En algunas
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realizaciones, la composicion farmacéutica comprende menos de entre aproximadamente el
1% y el 5% p/p de impurezas totales. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende menos de aproximadamente el 3% p/p de impurezas totales.

En algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende menos de
aproximadamente el 10%, aproximadamente el 9%, aproximadamente el 8%,
aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente el 5%, aproximadamente
el 4%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 2% o aproximadamente el 1% p/p de
compuesto A libre.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende menos de
aproximadamente el 10%, aproximadamente el 9%, aproximadamente el 8%,
aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente el 5%, aproximadamente
el 4%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 1% o
aproximadamente el 0.5% p/p de cualquier impureza no especificada individual. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende aproximadamente el 0.5% p/p de
cualquier impureza no especificada individual.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende menos de
aproximadamente el 10%, aproximadamente el 9%, aproximadamente el 8%,
aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente el 5%, aproximadamente
el 4%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 2% o aproximadamente el 1% p/p de
impurezas libres totales.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende no mas de
aproximadamente el 10%, aproximadamente el 9%, aproximadamente el 8%,
aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente el 5%, aproximadamente
el 4%, aproximadamente el 3% aproximadamente el 2% o aproximadamente el 1% p/p de
acido acético. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende no mas de
aproximadamente el 1.5% p/p de acido acético.

En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica tiene un tamafio de particula
promedio determinado mediante dispersion de luz dindmica (DLS) de entre aproximadamente
15 y aproximadamente 25 d.nm, por ejemplo, entre aproximadamente 17 y aproximadamente
19 d.nm.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene un PDI tal como se
determina mediante dispersion de luz dindmica (DLS) de entre aproximadamente 0.20 y
aproximadamente 0.30.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende no mas de
aproximadamente 10,000, aproximadamente 9,000, aproximadamente 8,000,

aproximadamente 7,000, aproximadamente 6000, aproximadamente 5,000, aproximadamente
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4,000, aproximadamente 3,000, aproximadamente 2,000, aproximadamente 1,000 o
aproximadamente 500 particulados de mas de o iguales a aproximadamente 10 um por
recipiente de 50 mL tras la reconstitucién en un diluyente o disolvente farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende no mas de
aproximadamente 6,000 particulados de mas de o iguales a aproximadamente 10 um por
recipiente de 50 mL tras la reconstitucién en un diluyente o disolvente farmacéuticamente
aceptable.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende no mas de
aproximadamente 1,000, aproximadamente 900, aproximadamente 800, aproximadamente
700, aproximadamente 600, aproximadamente 500, aproximadamente 400, aproximadamente
300, aproximadamente 200, aproximadamente 100 o aproximadamente 50 particulados de
mas de o iguales a aproximadamente 25 ym por recipiente de 50 mL tras la reconstitucion en
un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende no mas de aproximadamente 600 particulados de mas
de o iguales a aproximadamente 25 ym por 50 mL tras la reconstitucion en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la osomolalidad de la composicion farmacéutica es de entre
aproximadamente 200 y aproximadamente 400 mOsmol/kg, por ejemplo entre
aproximadamente 250 y aproximadamente 350 mOsol/kg, entre aproximadamente 260 y
aproximadamente 330 mOsmol/kg, o entre aproximadamente 270 y aproximadamente 328
mOsmol/kg tras la reconstitucién en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene un limite de endotoxinas
de no mas de aproximadamente 0.1 aproximadamente 0.09, aproximadamente 0.08,
aproximadamente 0.07, aproximadamente 0.06, aproximadamente 0.05, aproximadamente
0.04, aproximadamente 0.03, aproximadamente 0.02 o aproximadamente 0.01 EU/mg.

En algunas realizaciones, el acido acético tiene un bajo contenido en agua, por
ejemplo, menor de aproximadamente 1000 ppm, menor de aproximadamente 900 ppm, menor
de aproximadamente 800 ppm, menor de aproximadamente 700 ppm, menor de
aproximadamente 600 ppm, menor de aproximadamente 500 ppm, menor de
aproximadamente 400 ppm, menor de aproximadamente 300 ppm, menor de
aproximadamente 200 ppm, menor de aproximadamente 100 ppm menor de
aproximadamente 50 ppm. En algunas realizaciones, el 4cido acético tiene un contenido en
agua de menos de aproximadamente el 10%, menos de aproximadamente el 5%, menos de
aproximadamente el 4%, menos de aproximadamente el 3%, menos de aproximadamente el
2%, menos de aproximadamente el 1%, menos de aproximadamente el 0.5%, menos de

aproximadamente el 0.1%, menos de aproximadamente el 0.09%, menos de
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aproximadamente el 0.08%, menos de aproximadamente el 0.07%, menos de
aproximadamente el 0.06%, menos de aproximadamente el 0.05%, menos de
aproximadamente el 0.04%, menos de aproximadamente el 0.03%, menos de
aproximadamente el 0.02% o menos de aproximadamente el 0.01%.

En algunas realizaciones, se da a conocer una composicion farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que la composicion farmacéutica comprende
acido acético. En algunas realizaciones, se da a conocer una composicion farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de féarmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que la composicion farmacéutica comprende
no mas de aproximadamente el 2% de &cido acético. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VIl), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y comprende no mas de
aproximadamente el 2% de acido acético, y en el que el acido acético comprende menos de
aproximadamente 200 ppm de agua.

En algunas realizaciones, se dan a conocer métodos de tratamiento de cancer que
comprenden administrar por via intravenosa a un sujeto que lo necesita una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1),
(I, (1, (1v), (vV), (V1) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido
en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, se divulga una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VII) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo para su uso en el tratamiento del cancer.

En un aspecto, se da a conocer el uso de una composicion farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la fabricacion de un medicamento para tratar
cancer.

En un aspecto, se divulgan composiciones farmacéuticas que comprenden un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VII) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo para su uso en el tratamiento del cancer.

La expresion "tratar”, "que trata" y "tratamiento” incluye la reduccidén o inhibicion de la
actividad de enzimas o proteinas relacionada con Bcl-2 y/o Bcl-XL o el cancer en un sujeto, la
mejora de uno o mas sintomas de cancer en un sujeto, o la ralentizacién o el retraso de la

progresion del cancer en un sujeto. La expresion "tratar”, "que trata" y "tratamiento" también
incluye la reduccién o inhibicién del crecimiento de un tumor o de la proliferacién de células

cancerosas en un sujeto.
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El término "cancer" incluye, pero sin limitacion, neoplasias malignas hematolégicas
(por ejemplo, linfomas, leucemia) y sélidas. El término “cancer” incluye, por ejemplo,
leucemias de linfocitos T, linfomas de linfocitos T, linfoma linfoblastico agudo (ALL), leucemia
mielégena aguda (AML), leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio (SLL),
leucemia mielégena crénica (CML), leucemia monocitica aguda (AML), mieloma multiple,
linfoma de células del manto, linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL), linfoma de
Burkitt, linfoma no Hodgkin, linfoma folicular y tumores sélidos, por ejemplo, cancer de pulmén
no microcitico (NSCLC, por ejemplo, NSCLC mutante para EGF, NSCLC mutante para
KRAS), cancer de pulmén microcitico (SCLC), cancer de mama, neuroblastoma, cancer de
ovarios, cancer de prostata, melanoma (por ejemplo, melanoma mutante para BRAF,
melanoma mutante para KRAS), cancer de pancreas, Utero, endometrio y cancer de colon (por
ejemplo, cancer de colon mutante para KRAS, cancer de colon mutante para BRAF).

El término "sujeto" incluye mamiferos de sangre caliente, por ejemplo, primates,
perros, gatos, conejos, ratas y ratones. En algunas realizaciones, el sujeto es un primate, por
ejemplo, un ser humano. En algunas realizaciones, el sujeto padece cancer o un trastorno
inmunitario. En algunas realizaciones, el sujeto necesita tratamiento (por ejemplo, el sujeto
podria beneficiarse biologica o médicamente del tratamiento). En algunas realizaciones, el
sujeto padece cancer. En algunas realizaciones, el sujeto padece un cancer positivo a EGFR-
M (por ejemplo, cancer no microcitico de pulmon). En algunas realizaciones, el cancer positivo
a EGFR-M tiene una mutacién predominantemente positiva a T790M. En algunas
realizaciones, el cancer positivo a EGFR-M tiene una mutacion predominantemente negativa a
T790M. En algunas realizaciones, el sujeto padece una neoplasia maligna hematoldgica (por
ejemplo, linfomas, leucemia) o sélida, tales como, por ejemplo, linfoma linfoblastico agudo
(ALL), leucemia mielégena aguda (AML), leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico
pequefio (SLL), leucemia mielégena cronica (CML), leucemia monocitica aguda (AMol),
mieloma multiple, linfoma de células del manto, linfoma difuso de linfocitos B grandes
(DLBCL), linfoma de Burkitt, linfoma no Hodgkin, linfoma folicular y tumores sélidos, por
ejemplo, cancer no microcitico de pulmén (NSCLC), cancer microcitico de pulmon (SCLC),
cancer de mama, neuroblastoma, cancer de préstata, melanoma, cancer de pancreas, Utero,
endometrio y cancer de colon.

La expresion "cantidad eficaz" incluye una cantidad de un dendrimero de férmula (1),
(I, (1, (Iv), (v), (V1) o (VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o un segundo
agente anticancer que provocara una respuesta biolégica o0 médica en un sujeto, por ejemplo,
la reduccion o inhibicién de la actividad enzimatica o de proteina relacionada con Bcl-2 y/o Bcl-
XL o el cancer; alivio de los sintomas del cancer; o la ralentizacién o el retraso de la

progresion del cancer. En algunas realizaciones, la expresion "cantidad eficaz" incluye la
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cantidad de un dendrimero de férmula (1), (), (), (1V), V), (V) o (VIl) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo o un segundo agente anticancer que, cuando se
administra a un sujeto, es eficaz para al menos aliviar, inhibir y/o mejorar parcialmente el
cancer o inhibir a Bcl-2 y/o Bcl-XL y/o reducir o inhibir el crecimiento de un tumor o la
proliferacién de células cancerosas en un sujeto.

En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de un dendrimero de férmula (1), (II),
(1, vy, (V), (V1) o (VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede ser de entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 500 mg/kg. En algunas realizaciones, una cantidad
eficaz de un dendrimero de formula (1), (), (1), (AV), (V), (V) o (VI) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo puede ser de entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 300 mg/kg. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de un dendrimero
de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
puede ser de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 mg/kg. En algunas
realizaciones, una cantidad eficaz de un dendrimero de férmula (1), (1), (ll), (IV), (V), (VI) o
(VIl) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede ser de entre aproximadamente
10 y aproximadamente 60 mg/kg. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de un
dendrimero de férmula (1), (11), (111, (1V), (V), (VI) o (V) divulgado o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo puede ser de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 30 mg/kg.
En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de un dendrimero de (1), (1), (111), (IV), (V), (V) o
(VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede ser de aproximadamente 20 a
aproximadamente 100 mg/kg. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de un dendrimero
de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (V) o (VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
puede ser de aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 40
mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 70 mg/kg,
aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 90 mg/kg, aproximadamente 100 mg/kg,
aproximadamente 300 mg/kg o aproximadamente 145 mg/kg.

En una realizacién, se da a conocer un método de tratamiento de cancer en un sujeto
que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VII), o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultaneamente por
via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de linfoma en
un sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (II), (1V), (V),

(VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
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disolvente farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o
simultaneamente por via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacién, se da a conocer un
meétodo de tratamiento de linfoma no Hodgkin en un sujeto que comprende administrar por via
intravenosa una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
dendrimero liofilizado de formula (1), (), (), (AV), V), (V) o (VI), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultdneamente por
via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de DLBCL en
un sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (11), (1II), (1V), (V),
(VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o
simultdineamente por via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacién, se da a conocer un
método de tratamiento de DLBCL de células B activadas (ABC-DLBCL) en un sujeto que
comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (111), (1IV), (V), (VI) o (VII), o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultdneamente por
via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de DLBCL
sensible a BTK o insensible a BTK en un sujeto que comprende administrar por via
intravenosa una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultaneamente por
via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En algunas realizaciones, se da a conocer un método de tratamiento de OCI-
LY10 DLBCL en un sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1),
(I, (1, (v), (v), (V1) o (VI), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido
en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado,
secuencial o simultaneamente por via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal
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método de tratamiento de MCL en un sujeto que comprende administrar por via intravenosa
una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y
administrar por separado, secuencial o simultdneamente por via oral una cantidad eficaz de
acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacion,
se da a conocer un método de tratamiento de leucemia en un sujeto que comprende
administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable, y administrar por separado, secuencial o simultaineamente por
via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacién, se da a conocer un método de tratamiento de CLL en un
sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), (IV), (V),
(VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o
simultdneamente por via oral una cantidad eficaz de acalabrutinib, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un
método de tratamiento de AML en un sujeto que comprende administrar por via intravenosa
una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y
administrar por separado, secuencial o simultdneamente por via oral una cantidad eficaz de
acalabrutinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacion,
se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de
férmula (1), (D), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para el tratamiento de cancer en un sujeto, en la que dicho tratamiento comprende la
administracién separada, secuencial o simultdnea (l) intravenosa de la composicién
farmacéutica que comprende dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (ll1), (IV), (V), (VI) o
(VI), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable, y (ii) la administracién oral de acalabrutinib a dicho
sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de linfoma no Hodgkin en un

sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o
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simultdnea (i) intravenosa de la composicion farmacéutica que comprende el dendrimero
liofilizado de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la
administraciéon oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una
composicion farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (I1), (1),
(IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de
DLBCL en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada,
secuencial o simultanea (1) intravenosa de la composicion farmacéutica que comprende el
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracidn oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En
una realizacién, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de DLBCL de células B activadas
(ABC-DLBCL) en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion
separada, secuencial o simultdnea (I) intravenosa de la composicion farmacéutica del
dendrimero de formula (1), (1), (1), V), V), (VI) o (VIl), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable;
y (i) la administracion oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En una realizacién, se da a conocer
una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (II),
(m, (4v), (v), (V) o (VIl), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el
tratamiento de DLBCL sensible a BTK o insensible a BTK en un sujeto, en el que dicho
tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (1) intravenosa de
la composicién farmacéutica del dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracién oral de acalabrutinib a dicho
sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de OCI-LY10 DLBCL en un
sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o
simultdnea (l) intravenosa de la composicion farmacéutica que comprende el dendrimero
liofilizado de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (V) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la
administracion oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una
composicion farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (11), (1),
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MCL en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada,
secuencial o simultanea (I) intravenosa de la composicion farmacéutica que comprende el
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracidn oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En
una realizacién, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de leucemia en un sujeto, en el
gue dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (I)
intravenosa de la composicién farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de
férmula (1), (D), (1), (IV), (V), (VD) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracion
oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En una realizacién, se da a conocer una composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (11), (II), (IV), (V), (VI) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de CLL en un
sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracién separada, secuencial o
simultanea () intravenosa del dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (II), (IV), (V), (V]) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracién oral de acalabrutinib a dicho
sujeto. En una realizacién, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de AML en un sujeto, en el que
dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultdnea (I)
intravenosa de la composicién farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de
formula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracién
oral de acalabrutinib a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib para el
tratamiento de cancer en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracién
separada, secuencial o simultanea (l) oral de acalabrutinib, y (ii) la administracion intravenosa
de una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (11),
(1, (Iv), (v), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en
un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se
da a conocer acalabrutinib para el tratamiento de DLBCL en un sujeto, en el que dicho
tratamiento comprende la administracién separada, secuencial o simultanea (l) oral de
acalabrutinib, y (ii) la administracion intravenosa de una composicién farmacéutica que
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farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib
para el tratamiento de DLBCL de células B activadas (ABC-DLBCL) en un sujeto, en el que
dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (I) oral de
acalabrutinib, y (ii) la administracion intravenosa de una composicién farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib
para el tratamiento de DLBCL sensible a BTK o insensible a BTK en un sujeto, en el que dicho
tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (l) oral de
acalabrutinib, y (ii) la administracion intravenosa de una composicién farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib
para el tratamiento de OCI-LY10 DLBCL en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende
la administracién separada, secuencial o simultanea (I) oral de acalabrutinib, y (i) la
administracién intravenosa de una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho
sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib para el tratamiento de MCL en un
sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o
simultdnea (l) oral de acalabrutinib, y (ii) la administracién intravenosa de una composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (11), (1), (IV), (V), (VI) o
(VI), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer
acalabrutinib para el tratamiento de leucemia en un sujeto, en el que dicho tratamiento
comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (1) oral de acalabrutinib, y (ii)
la administracion intravenosa de una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib
para el tratamiento de CLL en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la
administracién separada, secuencial o simultanea (I) oral de acalabrutinib, y (i) la
administracién intravenosa de una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
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sujeto. En una realizacion, se da a conocer acalabrutinib para el tratamiento de AML en un
sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o
simultdnea () oral de acalabrutinib, y (ii) la administracién intravenosa de una composicién
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VI), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto.

En una realizacién, se da a conocer un método de tratamiento de cancer en un sujeto
gue comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VII), o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultineamente por
via intravenosa una cantidad eficaz de rituximab, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de linfoma en
un sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), (1V), (V),
(VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o
simultdneamente por via intravenosa una cantidad eficaz de rituximab, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un
método de tratamiento de linfoma no Hodgkin en un sujeto que comprende administrar por via
intravenosa una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
dendrimero liofilizado de (1), (1), (I, (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable;
y administrar por separado, secuencial o simultineamente por via intravenosa una cantidad
eficaz de rituximab, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una
realizacién, se da a conocer un método de tratamiento de DLBCL en un sujeto que comprende
administrar por via intravenosa una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultdneamente por
via intravenosa una cantidad eficaz de rituximab, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de DLBCL de
células B de centros germinales activadas (GCB-DLBCL) en un sujeto que comprende
administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
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farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultineamente por
via intravenosa una cantidad eficaz de rituximab, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de leucemia
en un sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicién farmacéutica
gue comprende una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
dendrimero liofilizado de formula (1), (), (), (AV), V), (V) o (VI), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultaneamente por
via intravenosa una cantidad eficaz de rituximab, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, al sujeto. En una realizacion, se da a conocer un método de tratamiento de CLL en un
sujeto que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (1Il), (1V), (V),
(VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o
simultdneamente por via intravenosa una cantidad eficaz de rituximab, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una realizacién, se da a conocer un
meétodo de tratamiento de AML en un sujeto que comprende administrar por via intravenosa
una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y
administrar por separado, secuencial o simultineamente por via intravenosa una cantidad
eficaz de rituximab, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una
realizacién, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para el tratamiento de c&ncer en un sujeto, en la que dicho tratamiento comprende
la administracion separada, secuencial o simultanea () intravenosa de la composicién
farmacéutica que comprende el dendrimero de formula (1), (II), (I11), (IV), (V), (VI) o (VII), o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracion intravenosa de rituximab a dicho sujeto.
En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de linfoma en un sujeto, en el
gue dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (I)
intravenosa de la composicién farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de
férmula (1), (I, (1), (IV), (V), (VD) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
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intravenosa de rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de linfoma no
Hodgkin en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada,
secuencial o simultanea (1) intravenosa del dendrimero liofilizado de férmula (1), (11), (1), (1V),
V), (VD) o (VIl), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un
diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracién intravenosa de
rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica
que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (V1l), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de DLBCL en un sujeto, en la
que dicho tratamiento comprende la administracién separada, secuencial o simultanea: (ii)
intravenosa de una composicion farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de
férmula (1), (1D, (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracion
intravenosa de rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (11), (II), (IV), (V), (VI) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de DLBCL de
células B de células germinales (GCB-DLBCL) en un sujeto, en el que dicho tratamiento
comprende la administraciobn separada, secuencial o simultdnea: (i) intravenosa de la
composicion farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (IlI),
(IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un
diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracién intravenosa de
rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica
gue comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de leucemia en un sujeto, en el
que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (I)
intravenosa de la composicién farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de
formula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (i) intravenosa de
rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica
gue comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de CLL en un sujeto, en el que
dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (I)
intravenosa de la composicién farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de
férmula (1), (1D, (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
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intravenosa de rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de AML en un
sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o
simultdnea () intravenosa de la composicion farmacéutica que comprende el dendrimero
liofilizado de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (V) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la
administracion intravenosa de rituximab a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer
rituximab para el tratamiento de cancer en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la
administracion separada, secuencial o simultanea (I) intravenosa de rituximab y (i) la
administracién intravenosa de una composicién farmacéutica que comprende un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (1V), (V), (VI) o (V1I), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho
sujeto. En una realizacion, se da a conocer rituximab para el tratamiento de linfoma en un
sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o
simultanea (I) intravenosa de rituximab vy (ii) la administracion intravenosa de una composicion
farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VI), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer
rituximab para el tratamiento de no Hodgkin en un sujeto, en el que dicho tratamiento
comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (1) intravenosa de rituximab y
(ii) la administracion intravenosa de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (1V), (V),
(VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer
rituximab para el tratamiento de DLBCL en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende
la administracion separada, secuencial o simultanea (l) intravenosa de rituximab y (i) la
administracién intravenosa de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o
(VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer
rituximab para el tratamiento de DLBCL de células B de células germinales (GBC-DLBCL) en
un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracién separada, secuencial o
simultanea (I) intravenosa de rituximab y (ii) la administracion intravenosa de un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo a dicho sujeto. En una realizacién, se da a conocer rituximab para el tratamiento de
leucemia en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracion separada,
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comprende un dendrimero liofilizado de féarmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer rituximab
para el tratamiento de CLL en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la
administracién separada, secuencial o simultdnea (I) intravenosa de rituximab y (i) una
composicion farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (ll1),
(IV), (V), (VD) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un
diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto. En una realizacion, se da
a conocer rituximab para el tratamiento de AML en un sujeto, en el que dicho tratamiento
comprende la administracion separada, secuencial o simultanea (1) intravenosa de rituximab y
(ii) una composicién farmacéutica que comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1),
(1, (v, (v), (V1) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en
un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto.

En una realizacion, se dan a conocer métodos de tratamiento de cancer en un sujeto
que comprende administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (111), (IV), (V), (VI) o (VII), o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y administrar por separado, secuencial o simultineamente por
via oral una cantidad eficaz de vistusertib (AZD2014), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, al sujeto. En una realizacion, se dan a conocer métodos de tratamiento de cancer
de pulmén de células pequefas en un sujeto que comprende administrar por via intravenosa
una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero
liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable; y
administrar por separado, secuencial o simultdneamente por via oral una cantidad eficaz de
vistusertib (AZD2014), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto. En una
realizacion, se da a conocer una composicién farmacéutica que comprende un dendrimero
liofilizado de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (V) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para el tratamiento de cancer en un sujeto, en la que dicho tratamiento comprende
la administracion separada, secuencial o simultanea (I) intravenosa de la composicion
farmacéutica que comprende el dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o
(VI), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o
disolvente farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracion oral de vistusertib (AZD2014)
a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer una composicion farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de farmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
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pequefias en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la administracién separada,
secuencial o simultanea (I) intravenosa de la composicion farmacéutica que comprende el
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable; y (ii) la administracién oral de vistusertib (AZD2014) a dicho
sujeto. En wuna realizacion, se da a conocer vistusertib (AzZD2014), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de cancer en un sujeto, en el que
dicho tratamiento comprende la administracion separada, secuencial o simultdnea (I) oral de
vistusertib (AZD2014); y (ii) la administracion intravenosa de una composicion farmacéutica
gue comprende un dendrimero liofilizado de farmula (1), (I1), (111), (1V), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable, a dicho sujeto. En una realizacion, se da a conocer vistusertib
(AZD2014), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de cancer
de pulmén de células pequefias en un sujeto, en el que dicho tratamiento comprende la
administracion separada, secuencial o simultanea () oral de vistusertib, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y (ii) una composicién farmacéutica que comprende
un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (), V), V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un diluyente o disolvente
farmacéuticamente aceptable a dicho sujeto.

En un aspecto, se dan a conocer métodos para inhibir Bcl-2 y/o Bcl-XL en un sujeto
que lo necesita, que comprenden administrar por via intravenosa al sujeto una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un dendrimero de formula (1), (1), (1),
(IV), (V), (VI) o (VII), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, reconstituido en un
diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la inhibicién de Bcl-2 y/o Bcl-XL.

En un aspecto, se da a conocer el uso de una composicion farmacéutica que
comprende un dendrimero liofilizado de férmula (1), (1), (1), (IV), (V), (VI) o (VII), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la fabricacion de un medicamento para inhibir Bcl-
2 y/o Bcl-XL.

En un aspecto, se dan a conocer composiciones farmacéuticas que comprenden un
dendrimero liofilizado de formula (1), (1), (), V), (V), (V) o (VIl), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la inhibicion de Bcl-2 y/o Bcl-XL.
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El término "Bcl-2" se refiere a linfoma de linfocitos B 2 y el término "Bcl-XL" se refiere a
linfoma de linfocitos B extra grande, que son miembros anti-apoptoticos de la familia de
proteinas de BCL-2.

En algunas realizaciones, se da a conocer un kit de partes que comprende uno o mas
recipientes que comprenden una composicion farmacéutica liofilizada que comprende un
dendrimero de férmula (1), (1D, (D), V), (V), (VI) o (VIl), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, e instrucciones para su uso. En algunas realizaciones, el kit comprende
ademds uno o mas recipientes de un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable. El
término "recipiente" incluye cualquier recipiente adecuado para encerrar las composiciones
farmacéuticas liofilizadas y diluyentes o disolventes farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo, viales, bolsas i.v., latas, envueltas, botellas, jeringas y similares. En algunas
realizaciones, los kits comprenden ademas componentes requeridos para administrar
composiciones farmacéuticas que comprenden un dendrimero de férmula (1), (1), (1), (1V), (V),
(VI) o (VIl), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, por ejemplo, bolsas i.v., agujas,
jeringas, tubos y similares.

En algunas realizaciones, el diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable
comprende una disolucién de tampon citrato. En algunas realizaciones, el tampon citrato esta
a pH 5. En algunas realizaciones, el tampén citrato comprende acido citrico monohidratado,
citrato de sodio dihidratado y dextrosa anhidra. En algunas realizaciones, el diluyente o
disolvente es un tampén citrato 50 mM a pH 5 en dextrosa al 5% (p/p).

En algunas realizaciones, el diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable
comprende una disolucién de tampoén acetato. En algunas realizaciones, la disolucion de
tampon acetato estd a pH 5. En algunas realizaciones, la disolucion de tampdn acetato
comprende acido acético, acetato de sodio anhidro y dextrosa. En algunas realizaciones, el
tampon acetato comprende tampdn acetato 100 mM (pH 5) en dextrosa al 2.5% (p/p).

EJEMPLOS

Pueden definirse adicionalmente aspectos de la presente divulgacion por referencia a
los siguientes ejemplos no limitantes, que describen en detalle la preparacion de determinados
compuestos e intermedios de la presente divulgacién y métodos para utilizar compuestos de la
presente divulgacion. Resultara evidente para los expertos en la materia que pueden ponerse
en practica muchas modificaciones, tanto de materiales como de métodos, sin apartarse del
alcance de la presente divulgacion.

A menos que se indique de otro modo:

0] todas las sintesis se llevaron a cabo a temperatura ambiente, es decir en el
intervalo de 17 a 25 °C y en una atmdésfera de un gas inerte tal como nitrdgeno a menos que

se indique lo contrario;
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(ii) las evaporaciones se llevaron a cabo mediante evaporacion rotatoria a presion
reducida, usando equipos Buchi o Heidolph;

(i) la liofilizacién se llevé a cabo usando un sistema de secado por congelacion
Labconco FreeZone 6 Plus u otros sistemas descritos en la presente u en otro sistema
apropiado tal como se determina un experto en la técnica;

(iv) las purificaciones por cromatografia de exclusiébn por tamafios se llevaron a
cabo usando columnas empaquetadas con perlas Sephadex LH-20;

(v) la cromatografia preparativa se llevo a cabo en un sistema Gilson Prep GX-271
con recogida activada por UV, usando una columna C18 Waters XBridge (5 uM, 30 x 150
mm);

(vi) las purificaciones por ultrafiltracion se llevaron a cabo usando un sistema
impulsor de bomba de engranajes de Cole-Parmer conectado a un casete de membrana
(Merck Millipore Pellicon 3, 0.11 m2, 10 kDa).

(vii) la cromatografia analitica se llevd a cabo en un moédulo de separacion Waters
Alliance 2695 con deteccion de PDA,

(viii)  los rendimientos, cuando estén presentes, no son necesariamente los
maximos que pueden obtenerse;

(ix) en general, las estructuras de los productos finales de los dendrimeros se
confirmaron mediante espectroscopia NMR; se midieron los valores de cambio quimico de
NMR de 'H y °F en la escala delta, [los espectros de resonancia magnética de protones se
determinaron usando un instrumento Bruker Avance 300 (300 MHZz)]; las medidas se tomaron
a temperatura ambiente, a menos que se indique lo contrario; La 1H NMR usa el pico residual
de disolvente como patrén interno y las siguientes abreviaturas: s, singlete; d, duplete; t,
triplete; q, cuadruplete; m, multiplete; dd, doblete de dobletes; ddd, doblete de doblete de
dobletes; dt, doblete de tripletes; br s, singlete ancho;

) en general, los productos finales de dendrimero también se caracterizaron por
HPLC, usando un médulo de separacion Waters Alliance 2695 con deteccion de PDA,
conectado a una columna C8 Waters XBridge (3.5 pum, 3 x 100 mm) o columna C8
Phenomenex Aeris (3.6 um, 2.1 x 100 mm);

(xi) la pureza intermedia se evalu6 mediante espectroscopia de masas tras
cromatografia de liquidos (LC-MS); usando un instrumento Waters UPLC equipado con un
espectrometro de masas Waters SQ (temp. de columna de 40 °C, UV = 220-300 nm o 190-400
nm, espec. de masas = ESI con cambio positivo/negativo) a una velocidad de flujo de 1 ml/min
usando un sistema de disolventes del 97% de A + el 3% de B al 3% de A+ el 97% deB a lo
largo de 1.50 min (tiempo de ejecucidn total con equilibrado de nuevo a las condiciones de

partida, etc., 1.70 min), donde A = &cido férmico al 0.1% o &cido trifluoroacético al 0.05% en
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agua (para trabajo acido) o hidréxido de amonio al 0.1% en agua (para trabajo béasico) y B =
acetonitrilo. Para el analisis acido, la columna usada fue una Waters Acquity HSS T3 (1.8 um,
2.1 x 50 mm), para el analisis basico la columna usada fue una Waters Acquity BEH C18 (1.7
pm, 2.1 x 50 mm). Como alternativa, se realiz6 la UPLC utilizando una Waters UPLC equipada
con un espectrémetro de masas Waters SQ (Temp. de columna 30 °C, UV = 210-400 nm,
Espec. de masas = EST con intercambio positivo/negativo) a un caudal de 1 ml/min usando un
gradiente disolvente de un 2 a 98% B de a lo largo de 1.5 min (tiempo de ejecucién total con
equilibracién de nuevo a las condiciones de partida 2 min), donde A = 0.1% de &cido formico
en aguay B = 0.1% de acido férmico en acetonitrilo (para trabajo en condiciones acidas) o A =
0.1 % de hidréxido de amonio en agua y B = acetonitrilo (para trabajo en condiciones basicas).
Para el andlisis acido la columna usada fue una Waters Acquity HSS T3 (1.8 um, 2.1 x 30
mm), para el andlisis bésico la columna usada fue una Waters Acquity BEH C18 (1.7 yum, 2.1 x
30 mm); el ion molecular notificado corresponde al [M+H]+ a menos que se especifique otra
cosa; para moléculas con mdltiples patrones isotdpicos (Br, Cl, etc.) el valor notificado es el
obtenido con la mayor intensidad a menos que se especifique otra cosa.

(xii) se han utilizado las siguientes abreviaturas:

ACN Acetonitrilo

BHA Bencilhidramina

BOC terc-butiloxicarbonilo

CoA Certificado de andlisis

DGA Acido diglicélico

DIPEA Diisopropiletilamina

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

FBA Acido 4-fluorobenzoico

Glu Glutérico

HP-3-CD hidroxipropil-beta-ciclodextrina
MeOH Metanol

MIDA Acido metiliminodiacético
MSA Acido metanosulfénico

MTBE terc-butil éter de metilo

PM Peso molecular

NMM N-metilmorfolina

PBS Suero salino tamponado con fosfato
PEG Polietilenglicol

PTFE Politetrafluoroetileno
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PyBOP hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio
CSlcs Cantidad suficiente (la cantidad que se necesita)

SBE-B-CD Sulfobutil éter beta-ciclodextrina (Captisol®)

TDA Acido tiodiglicélico

TFA Acido trifluoroacético

WFI Agua para inyeccion WFI

Tal como se usa en los ejemplos, el término "BHALys" se refiere a 2,6-diamino-N-

benzhidrilhexanamida unida a lisina. La BHA tiene la estructura:

o NH
) /\/\i :
rr‘iN e
H H

en donde * indica una unién covalente a los bloques de construccion de lisina. El

término "Lys" se refiere a las unidades de construccidn del dendrimero y tiene la estructura:
o}
H
Jl\/\/\/N
#\ z 7‘:
N H
N

en la que # indica union covalente a un resto de amina de BHALys o a un resto de
amino de una unidad de construccion de Lys y + indica una unién covalente a un resto de
carbonilo de una unidad de construccion de Lys o una unién covalente a PEG o al enlazador
unido al agente activo.

Por comodidad, solo se incluye en el nombre del dendrimero la generacion de
superficie de unidades de construccion en los dendrimeros de los ejemplos. Ademas, el
simbolo ¥ en el nombre se refiere al numero tedrico de grupos €-amino disponible para su
conjugacion a PEG y el simbolo T en el nombre se refiere al numero teérico de grupos o-
amino en el dendrimero disponible para su conjugacion al enlazador unido al agente activo,
respectivamente. A modo de ejemplo, el nhombre "BHALys[Lys]s2t[a-TDA-Compuesto Alzo[e-
PEG2100, 2200]32¢" se refiere a un dendrimero de quinta generacién con el nicleo de BHALys,
unidades de construccién de Lys en la capa superficial (quinta), aproximadamente 32
unidades de Compuesto A conjugadas a los grupos a-amino de las unidades de construccion
de superficie de Lys con enlazadores de acido tiodiacético y aproximadamente 32 grupos PEG
con un peso molecular promedio de entre 2100 y 2200 conjugados a los grupos €-amino de
las unidades de construccién de superficie de Lys.

Ejemplo 1: Preparacidn y caracterizacion de los compuestos 1y 2
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1. Preparacion y caracterizacion de BHALys[Lys]z2[a-NH2TFA]s2[e-PEG~2000]32+

Nota: 32f% se refiere al numero tedrico de grupos g€-amino disponibles para su
sustitucion con PEG-2000. EI nimero real de grupos PEG-2000 unidos al BHALys[Lys]s. se
determiné experimentalmente mediante 'H NMR (véase la seccibn mas adelante en el
presente ejemplo, titulada Caracterizacién de BHALys[Lys]s2[a-NH2-TFA]s2[e-PEG~2000]321).

(@) BHALys[Boc]»

Se afiadio éster de a,e-(t-Boc).-(L)-lisina p-nitrofenol sélido (2.787 kg, 5.96 mol) a una
solucion de aminodifenilmetano (bencilhidramina) (0.99 kg, 5.4 mol) en acetonitrilo anhidro
(4.0 1), DMF (1.0 I) y trietilamina (1.09 kg) a lo largo de un periodo de 15 min. La mezcla de
reaccion se agité a 20°C durante una noche. Después, se calentd la mezcla de reaccion a
35°C y se afiadio hidréxido de sodio acuoso (0.5 N, 10 I) lentamente durante 30 min. La
mezcla se agitd durante 30 min adicionales y después se filtr6. La torta sélida se lavé con
agua y se sec6 hasta un peso constante (2.76 kg, 5.4 mol) con un rendimiento del 100%. H
RMN (CDsOD) & 7.3 (m, 10H, Ph Calc 10H); 6.2 (s, 1H, CH-Ph; Calc 1H); 4.08 (m, a-CH, 1H),
3.18 (a, e-CHz) y 2.99 (m, €-CH» 2H); 1.7-1.2 (a, B,y,0-CH2) y 1.43 (s, tBu) total para B,y,0-CH:
y tBu 25H Calc 24H. MS (ESI +ve) observado 534.2 [M+Na]* calculado para CzgH41N3OsNa
[M+Na]* 534.7.

(b) BHALys[HCI]2

Se afiadié lentamente una solucion de HCI concentrado (1.5 I) en metanol (1.5 1), en
tres porciones, a una suspensién en agitacion de BHALys[Boc]. (780.5g, 1.52mol) en metanol
(1.5 1) a una velocidad para evitar un exceso de espuma. La mezcla de reaccion se agitd
durante 30 min adicionales y después se concentr6 al vacio a 35°C. El residuo se recogio en
agua (3.4 1) y se concentr6 al vacio a 35°C dos veces y después se almacené al vacio durante
una noche. Entonces se afiadié acetonitrilo (3.4 L) y el residuo se concentrdé de nuevo a vacio
a 35°C para dar BHALys[HCI], como un sdlido blanco (586g,1.52mol) con un rendimiento del
100%. *H RMN (D20) & 7.23 (m a, 10H, Ph Calc 10H); 5.99 (s, 1H, CH-Ph, Calc 1H); 3.92 (t, J
= 6.5 Hz, a-CH, 1H, Calc 1H); 2.71 (t, J = 7.8 Hz, ¢-CH», 2H, Calc 2H); 1.78 (m, B,y,0-CHa,
2H), 1.47 (m, B,y,5-CH2, 2H), y 1.17 (m, B,y,6-CH», 2H, total 6H Calc 6H). MS (ESI +ve)
observado 312 [M+H]+ calculado para C19H26N30 [M+H]+ 312.

(© BHALys[Lys].[Boc]a

A una suspensiéon de BHALys[HCI]» (586 g, 1.52 mmol) en DMF anhidro (3.8 |) se le
afiadié lentamente trietilamina (1.08 kg) para mantener la temperatura de reaccion por debajo
de 30°C. Se afiadio éster de a,e-(t-Boc).-(L)-lisina p-nitrofenol sélido (1.49 kg) en tres
porciones, lentamente y con agitacion durante 2 horas entre las adiciones. Se dejo la reaccion
en agitacion durante una noche. Se afiadio lentamente una solucion acuosa de hidréxido de

sodio (0.5 M, 17 ) a la mezcla bien agitada y se mantuvo la agitacion hasta que el precipitado
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sélido se movia libremente. El precipitado se recogié por filtracién y la torta sélida se lavé bien
con agua (2 x 4 1) y después acetona/agua (1:4, 2 x 4 1). El solido se suspendié de nuevo con
agua, después se filtr6 y se secd al vacio durante una noche para dar BHALys [Lys]:[Boc]a
(1.51 kg) con un rendimiento del 100%. 'H RMN (CD30OD) & 7.3 (m, 10H, Ph Calc 10H); 6.2 (s,
1H, CH-Ph; Calc 1H); 4.21 (m, a-CH), 4.02 (m, a-CH) y 3.93 (m, a-CH, total 3H, Calc 3H); 3.15
(m, e-CH>) y 3.00 (m, e-CH> total 6H, Calc 6H); 1.7-1.3 (a, B,y,06-CH>) y 1.43 (s, tBu) total para
B,y,0-CH. y tBu 57H, Calc 54H. MS (ESI +ve) observado 868.6 [M-Boc]*; 990.7 [M+Na]*
calculado para CsiHgiN7O11Na [M+Na]+ 991.1.

(d) BHALys[Lys]2[HCl]4

Se suspendié BHALys[Lys]2[Boc]s (1.41 kg, 1.46 mol) en metanol (1.7 I) con agitacidon
a 35°C. Se mezclé acido clorhidrico (1.7 ) con metanol (1.7 I) y la solucién resultante se
afiadié en cuatro porciones a la suspension de dendrimero y se dejé en agitacion durante 30
min. El disolvente se retir6 al vacio y se trabajé con dos adiciones sucesivas de agua (3.5 )
seguido de dos adiciones sucesivas de acetonitrilo (4 |) para dar BHALys[Lys]>[HCI]s (1.05 Kg,
1.46 mmol) con un rendimiento del 102%. *H RMN (D20) & 7.4 (m a, 10H, Ph Calc 10H); 6.14
(s, 1H, CH-Ph; Calc 1H); 4.47 (t, J = 7.5 Hz, a-CH, 1H ), 4.04 (t, J = 6.5 Hz, a-CH, 1H ), 3.91
(t, J = 6.8 Hz, a-CH, 1H, total 3H, Calc 3H); 3.21 (t, J = 7.4 Hz, ¢-CH,, 2H), 3.01 (t, J = 7.8 Hz,
e-CHz, 2H) y 2.74 (t, J = 7.8 Hz, ¢-CH», 2H, total 6H, Calc 6H); 1.88 (m, B,y,6-CH>), 1.71 (m,
B,y,0-CH>), 1.57 (m, B,y,6-CH>) y 1.35 (m, B,y,6-CH> total 19H, Calc 18H).

(e) BHALys[Lys]4[BoC]s

Se disolviéo BHALys[Lys]2[HCI]s (1.05 Kg, 1.47 mol) en DMF (5.6 1) y trietilamina (2.19
). Se afiadio el éster de a,e-(t-Boc).-(L)-lisina p-nitrofenol (2.35 Kg, 5.03 mol) en tres porciones
y se agitd la reaccion durante una noche a 25°C. Se afiadié una soluciéon de NaOH (0.5M, 22
1) y la mezcla resultante se filtr6, se lavo con agua (42 1) y después se secé al aire. El sélido se
seco al vacio a 45°C para dar BHALys [Lys]s[Boc]s (2.09 Kg, 1.11 mol) con un rendimiento del
76%. 'H RMN (CD3OD) & 7.3 (m, 10H, Ph Calc 10H); 6.2 (s, 1H, CH-Ph; Calc 1H); 4.43 (m, a-
CH), 4.34 (m, a-CH), 4.25 (m, a-CH) y 3.98 (a, a-CH, total 7H, Calc 7H); 3.15 (a, e-CH) y 3.02
(a, e-CH> total 14H, Calc 14H); 1.9-1.2 (a, B,y,0-CH.) y 1.44 (s a, tBu) total para B,y,6-CHz y
tBu 122H, Calc 144H.

® BHALys[LysS]4[TFA]s

A una suspensién en agitacién de BHALys[Lys]4[Boc]s (4 g, 2.13 mmol) en DCM (18
ml) se le afiadid TFA (13 ml) a 0°C. Se disolvieron los sélidos y la solucion se agité durante
una noche en una atmdésfera de argén. Los disolventes se retiraron al vacio y el TFA residual
se retird por trituracion con éter dietilico (100 ml). El producto se redisolvié en agua y después
se criodeseco para dar BHALys[Lys]4[TFA]s en forma de un sdélido de color blanquecino (4.27
g, 2.14 mmol) con un rendimiento del 101%. *H RMN (D20) & 7.21 (m a, 10H, Ph Calc 10H);
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5.91 (s, 1H, CH-Ph, Calc 1H); 4.17 (t, J = 7.4 Hz, a-CH, 1H ), 4.09 (t, J = 7.1 Hz, a-CH, 1H ),
4.02 (t, J = 7.2 Hz, a-CH, 1H, 3.84 (t, J = 6.5 Hz, a-CH, 2H), 3.73 (t, J = 6.7 Hz, a-CH, 1H),
3.67 (t, J = 6.7 Hz, a-CH, 1H, total 7H, Calc 7H); 3.0 (m, €-CHz), 2.93 (m, €-CH) y 2.79 (b, ¢-
CHa, total 15H, Calc 14H); 1.7 (a, B,y,6-CH>), 1.5 (a, B,y,0-CH2), 1.57 (m, B,y,0-CH2) y 1.25 (a,
B,y,0-CH2 total 45H, Calc 42H). MS (ESI +ve) observado 541.4 [M+2H]?*; calculado para
CssHogN1507 [M+2H]?* 541.2.

(9) BHALys[Lys]s[BocC]1s

Se anadié una solucion de éster de a,e-(t-Boc)>-(L)-lisina p-nitrofenol (1.89 g, 4.05
mmol) en DMF (25 ml) a una solucién de BHALys [Lys]4[NH>TFA]s (644 mg, 0.32 mmol) y
trietilamina (0.72 ml, 5.2 mmol) en DMF (25 ml) y se dejo la reaccién en agitacién durante una
noche en una atmdsfera de argén. La mezcla de reaccidn se vertié en hielo/agua (500 ml),
después se filtrd y el solido recogido se sec6 durante una noche al vacio. El sélido seco se
lavé exhaustivamente con acetonitrilo para dar BHALys[Lys]s[Boc]is en forma de un sdlido de
color blanquecino (0.82 g, 0.22 mmol) con un rendimiento del 68%. *H RMN (CDszOD) & 7.3
(m, 10H, Ph Calc 10H); 6.2 (s a, 1H, CH-Ph; Calc 1H); 4.48 (a, a-CH), 4.30 (a, a-CH) y 4.05
(a, a-CH, total 16H Calc 15H); 3.18 (a, €-CH>) y 3.02 (m, ¢-CH> total 31H, Calc 30H); 1.9-1.4
(a, B,y,0-CH,) y 1.47 (s a, tBu) total para B,y,0-CH. y tBu 240H, Calc 234H. MS (ESI+ve)
observado 3509 [M+H-(Boc).]* calculado para Ci73Hz06N31043 [M+H-(Boc)2]* 3508.5; 3408
[M+H-(Boc)s]* calculado para CissH29sN31041 [M+H-(Boc)s]* 3408.4.

(h) BHALys[Lys]s[TFA]16

Se afadio lentamente una solucién de TFA/DCM (1:1, 19 ml) a una suspension en
agitacion de BHALys[Lys]s[Boc]is (800 mg, 0.22 mmol) en DCM (25 ml). Se disolvieron los
sélidos y la solucion se agité durante una noche en una atmdsfera de argon. Los disolventes
se retiraron al vacio y el TFA residual se retiré criodesecando el residuo repetidas veces para
dar BHALys [Lys]s[TFA]is en forma de un liofilizado de color blanquecino (848 mg, 0.22 mmol)
con un rendimiento del 100%. *H RMN (D.0) & 7.3 (m a, 10H, Ph Calc 10H); 6.08 (s, 1H, CH-
Ph, Calc 1H); 4.3 (m, a-CH), 4.18 (m, a-CH), 4.0 (m, a-CH) y 3.89 (m, a-CH, total 16H, Calc
15H); 3.18 (a, €-CH2) y 2.94 (m, ¢-CHj> total 32H, Calc 30H); 1.9 (m, B,y,0-CHy), 1.68 (m, B,y,0-
CH2) y 1.4 (m, B,y,0-CH3 total 99H, Calc 90H). MS (ESI +ve) observado 2106 [M+H]* calculado
para Cio3H194N31015 [M+H]* 2106.9.

0) BHALys|[Lys]is[BoC]s2

Se afiadié una solucién de éster de a,e-(t-Boc)z-(L)-lisina p-nitrofenol (1.89 g, 4.05
mmol) en DMF (25 ml) a una solucion de BHALys [Lys]s[TFA]is (644 mg, 0.32 mmol) y
trietilamina (0.72 ml, 5.2 mmol) en DMF (25 ml) y se dejo la reaccién en agitacién durante una
noche en una atmosfera de argén. La reaccion se vertid en hielo/agua (500 ml), después se

filtr6 y el solido recogido se secOd durante una noche al vacio. El sélido seco se lavd
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exhaustivamente con acetonitrilo para dar BHALys[Lys]is[Boc]s2 en forma de un sélido de color
blanquecino (0.82 g, 0.22 mmol) con un rendimiento del 68%.

'H RMN (CDs0D) & 7.28 (m, 9H, Ph Calc 10H); 6.2 (s a, 1H, CH-Ph; Calc 1H); 4.53 (a,
a-CH), 4.32 (a, a-CH) y 4.05 (a, a-CH, total 35H, Calc 31H); 3.18 (a, e-CH) y 3.04 (m, ¢-CH;
total 67H, Calc 62H); 1.9-1.5 (a, B,y,0-CH2) y 1.47 (s a, tBu) total para B,y,0-CHz y tBu 474H
Calc, 474H. MS (ESI+ve) observado 6963 [M+H-(Boc)4]* calculado para CsssHs10Ne30s7 [M+H-
(Boc)s]* 6960.9; 6862 [M+H-(Boc)s]* calculado para CzzsHspaNezOgs [M+H-(Boc)s]" 6860.8.

) BHALys[Lys]1s[TFA]z2

Se afiadié lentamente una soluciéon de TFA/DCM (1:1, 19 ml) a una suspension en
agitacion de BHALys[Lys]is[Boc]z2 (800 mg, 0.11 mmol) en DCM (25 ml). Se disolvieron los
sélidos y la solucién se agité durante una noche en una atmésfera de argon. Los disolventes
se retiraron al vacio y el TFA residual se retir6 criodesecando el residuo repetidas veces para
dar BHALys [Lys]i6[TFA]s2 en forma de un liofilizado de color blanquecino (847 mg, 0.11 mmol)
con un rendimiento del 100%. *H RMN (D20) & 7.3 (m a, 11H, Ph Calc 10H); 6.06 (s, 1H, CH-
Ph; Calc 1H); 4.3 (m, a-CH), 4.19 (m, a-CH), 4.0 (m, a-CH) y 3.88 (m, a-CH, total 35H, Calc
31H); 3.15 (a, e-CH2) y 2.98 (m, ¢-CH total 69H, Calc 62H); 1.88 (m, B,y,0-CH2), 1.7 (m, B,y,0-
CH2) y 1.42 (m, B,y,0-CH total 215H, Calc 186H). MS (ESl+ve) observado 4158 [M+H]*
calculado para Ci99H386Ne3031 [M+H]+ 4157.6

(K) HO-Lys(a-BOC)(e-PEG2100)

Se afiadié DIPEA (0.37 ml, 2.10 mmol) a una mezcla enfriada en hielo de NHS-
PEG2100 (2.29 g, 1.05 mmol) y N-a-t-BOC-L-lisina (0.26 g, 1.05 mmol) en DMF (20 ml). La
mezcla agitada se dej6 calentar a temperatura ambiente durante una noche y después se
filtraron los sélidos restantes (PALL acrodisc de 0.45 um) antes de retirar el disolvente al
vacio. El residuo se recogié en ACN/H20 (1:3, 54 ml) y se purific6 mediante HPLC PREP
(Waters XBridge C18, 5 um, 19 x 150 mm, ACN del 25 al 32% (5-15 min), ACN del 32 al 60%
(15 a 20 min), sin tampon, 8 ml/min, TR = 17 min), proporcionando 1.41 g (56%) de HO-
Lys(BOC)(PEG2100). *H RMN (CDsOD) & 3.96-4.09 (m, 1H), 3.34-3.87 (m, 188H); 3.32 (s,
3H), 3.15 (c, J = 6.0 Hz, 2H), 2.40 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.28-1.88 (m, 6H), 1.41 (s, 9H).

0] BHALys[Lys]z2[a-BOC]z2[e-PEG2100]32+

A una mezcla en agitacion de BHALys[Lys]16[TFA]s2 (0.19 g, 24 umol) en DMF (20 ml)
se le afadié DIPEA (0.86 ml, 4.86 mmol). Después, esta mezcla se afiadié gota a gota a una
mezcla en agitacion de PyBOP (0.62 g, 1.20 mmol) y Lys(BOC)(PEG2100) (2.94 g, 1.20 mmol)
en DMF (20 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se dejé en agitacién durante
una noche y después se diluyé con agua (200 ml). La mezcla acuosa se sometid a una
filtracion centramate (membrana de 5 k, 20 | de agua). La fraccion retenida se criodesecd,
proporcionando 1.27 g (73%) del dendrimero deseado. HPLC (C8 XBridge, 3 x 100 mm,



10

15

20

25

30

35

63

gradiente: ACN al 5% (0-1 min), ACN/H20 al 5-80%) (1-7 min), ACN al 80% (7-12 min), ACN
al 80-5% (12-13 min), ACN al 5% (13-15 min), 214 nm, TFA al 0.1%) Rf (min) = 8.52. 1H-nmr
(300MHz, D20) & (ppm): 1.10-2.10 (m, Lys CH: (B, x, ) y BOC, 666H), 3.02-3.36 (m, Lys CH>
(¢), 110H), 3.40 (s, PEG-OMe, 98H), 3.40-4.20 (m, PEG-OCHg, 5750H + Lys CH superficial,
32H), 4.20-4.50 (m, Lys, CH interno 32H), 7.20-7.54 (m, BHA, 8H). La 'H NMR indica
aproximadamente 29 restos de PEG.

(m) BHALys|[Lys]s2[a-TFA]s2[e-PEG2100]321

Se agitaron 1.27 g (17.4 pmol) de BHALys[Lys]32[a-BOC]s2[e-PEG2100]32 en TFA/DCM
(2:1, 20 ml) a temperatura ambiente durante una noche. Los volatiles se retiraron al vacio y
después se recogio el residuo en agua (30 ml). Después, se concentr6 la mezcla. Este
proceso se repitié dos veces mas antes de criodesecarse, proporcionando 1.35 g del producto
deseado (106%) en forma de un aceite viscoso incoloro. HPLC (C8 XBridge, 3 x 100 mm,
gradiente: ACN al 5% (0-1 min), ACN/H0 al 5-80%) (1-7 min), ACN al 80% (7-12 min), ACN
al 80-5% (12-13 min), ACN al 5% (13-15 min), 214 nm, TFA al 0.1%) Rf (min) = 8.51. *H-nmr
(300MHz, D20) & (ppm): 1.22-2.08 (Lys CH:z ((B, X, ©), 378H), 3.00-3.26 (Lys CH2 (g), 129H),
3.40 (PEG-OMe, 96H), 3.45-4.18 (PEG-OCH», 5610H + Lys CH superficial, 32H), 4.20-4.46
(Lys, CH interno, 33H), 7.24-7.48 (8H, BHA). La 'H NMR indica aproximadamente 29 restos
de PEG.

(n) Caracterizacion de BHALys[LysS]z2/a-NH>TFA]s2/e-PEG-2000]32t

La tabla 1 ilustra los diversos lotes de BHALyS[LyS]s2[a-NH2TFA]32[e-PEG-2000]32# que
se usaron en la sintesis de los compuestos 1 y 2, a continuacion, que tienen longitudes de
PEG ligeramente diferentes. EI nimero real de cadenas de PEG en el dendrimero también se
calcula mediante NMR de protones.

Tabla 1. Diversos lotes de BHALys[Lys]s2[a-NH2TFA]s2[e-PEG-2000] 321

Lote Escala Longitud de | NOomero de PEG (xX) en |PM
PEG a partir | BHALys[LysS]s2[a- estimado**
de CoA (Da) NH2. TFA]s2[e-PEG~2000] (kDa)

(a partir de la NMR de
protones*)

1 101 mg 2200 29 75.7

2 98 mg 2200 29 75.7

3 74.8 9 2100 29 72.8

4 137 mg 2200 29 75.7

5 1199 2100 31 77.0

6 18.98 g 2100 29 72.8




10

15

20

25

30

35

64

* El nUmero de PEG se calcula a partir de la NMR de protones. Para el lote 1: n.° de

PEG = Numero (integraciéon) de protones en la regiéon de PEG de la NMR (3.4-4.2 ppm) /

Numero promedio (medio) de protones por cadena de PEG (CoA PEG/44Da x 4H)

= 5706H / (2200/44 x 4)

= 28.53 (aprox. 29 unidades de PEG)

**Peso molecular estimado afiadiendo el PM de diversos componentes. Para el lote 1:

PM total

= PM del dendrimero + PM de TFA + PM de PEG
= BHALys[Lys]s2 + 32(TFA) + 29(PEG)

= 8,258 + 3,648 + 63800

~75.7 kDa

La NMR de protones para los diversos lotes de BHALys[LysS]s2[a-NH>TFA]s[€e-

PEG~2000]321 S€ presenta en la tabla 2:

NH2TFA]32[€-PEG-2000] 321

Tabla 2. Datos de RMN de protones para diversos lotes de BHALys[Lys]32[a-

Lote Escala RMN de protones de BHALYys[LyS]s2[a-NH2. TFA]z2[€-PEG~2000]x
1 101 mg 1.22-2.08 (Lys CHaz(B,%,5), 378H), 3.00-3.26 (Lys CH2 (a), 129H),
3.40 (PEG-OMe, 96H), 3.45-4.18 (PEG-OCH,, 5610H + Lys CH
superficial, 32H), 4.20-4.46 (Lys, CH interno, 33H), 7.24-7.48 (8H,
BHA).
2 98 mg Igual que para el lote 1
3 74.8 9 1.02-2.18 (Lys CHz(B,x,0), 378H), 2.94-3.36 (Lys CH2 (a), 129H),
3.41 (PEG-OMe, 93H), 3.45-4.18 (PEG-OCH,, 5432H + Lys CH
superficial, 32H), 4.18-4.50 (Lys, CH interno, 32H), 7.12-7.64 (9H,
BHA).
4 137 mg Igual que para el lote 1
1199 1.02-2.16 (Lys CHax(B,y.,8), 378H), 2.93-3.36 (Lys CH: (a), 129H),
3.41 (PEG-OMe, 101H), 3.45-4.18 (PEG-OCH,, 5908H + Lys CH
superficial, 32H), 4.18-4.50 (Lys, CH interno, 33H), 7.21-7.54 (9H,
BHA).
6 18.98 g Igual que para el lote 3
2. Preparacion del compuesto 1: BHALys[Lys]s[a-MIDA-compuesto Alsot[€-
PEG2100]321

Nota: 32t se refiere al nUmero tedrico de grupos a-amino del dendrimero disponibles

para su sustitucion con MIDA-Compuesto A. El nimero medio real de grupos MIDA-

Compuesto A unidos a BHALys[Lys]s> se determiné experimentalmente mediante °F NMR
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(véase el ejemplo 2). 321 se refiere al numero tedrico de grupos €-amino disponibles en el
dendrimero para su sustitucién con PEG-2100. EI nimero medio real de grupos PEG2100 unidos

a BHALys[Lys]s2 se determiné experimentalmente mediante *H NMR.

@) Preparacion de MIDA-compuesto A
CFs4
o=é=oH @
R
>S? o , O
/ \O
/N\/\o)]\/N\)J\OH
%{—/
MIDA

A una suspension agitada magnéticamente de Compuesto A (200 mg, 0.21 mmol) en
DCM (5 ml) a temperatura ambiente se le afiadid DIPEA (24 ul, 0.14 mmol), NMM (72 ul, 0.66
mmol) y 4-metilmorfolin-2,6-diona (33 mg, 0.26 mmol). La suspensién se disolvié rapidamente
y se dejé la mezcla en agitacion a temperatura ambiente durante una noche. Se afadi6 4-
metilmorfolin-2,6-diona adicional a lo largo de las 24 horas siguientes hasta que se considero
que la reaccion estaba completa a >80% mediante HPLC. Después, se retiraron los volatiles al
vacio y el residuo se purificd por HPLC preparativa (BEH 300 Waters XBridge C18, 5 uyM, 30 x
150 mm, ACN/agua al 50-70% (5-40 min), TFA al 0.1%, TR = 23 min) proporcionando 190 mg
(84%) de producto en forma de un sélido de color blanco. LCMS (C18, gradiente: ACN/Hz0 al
50-60% (1-10 min), ACN al 60% (10-11 min), ACN al 60-50% (11-13 min), ACN al 50% (13-15
min), acido férmico al 0.1%, 0.4 ml/min, Rf (min) = 2.55. ESI (+ve) observada [M + H]* = 1074.
Calculada para CsoHssCIFsNs010S3 = 1073.28 Da. *H-RMN (300MHz, CDs0OD) & (ppm): 0.86-
1.07 (m, 1H), 1.08-1.37 (m, 2H), 1.72-1.88 (m, 1H), 1.96-2.09 (m, 1H), 2.10-2.24 (m, 1H), 2.24-
2.38 (m, 1H), 2.66 (t, J = 12.3 Hz, 1H), 2.79 (t, J = 12.6 Hz, 1H), 2.92 (s, 3H), 3.00 (s, 3H),
3.14-3.28 (m, 2H), 3.33-3.43 (m, 2H), 3.47-3.57 (m, 2H), 3.72 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 3.89 (d, J =
12.6 Hz, 1H), 4.03-4.15 (m, 1H), 4.06 (s, 2H), 4.19 (s, 2H), 4.43 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.54-4.64
(m, 2H), 6.88 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.09-7.25
(m, 4H), 7.26-7.47 (m, 8H), 7.61 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.07 (dd, J = 9.3,
2.1 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 2.1 Hz, 1H).

Método de preparacion alternativo

Se cargaron Compuesto A (28.00 g, 2.96 x 102 mol) y 4-metilmorfolin-2,6-diona (7.24

g, 5.33 x 10-2 mol, 1.80 equiv.) en un vaso de reaccion de 3 bocas con una sonda interna de
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temperatura y un embudo de goteo igualador de presion en atmdsfera de Nz. Se introdujo
DCM (250 ml, 9 vol.) y la suspension resultante se enfrié a 0 °C. Se afadio TEA (6.25 ml, 4.44
x 102 mol., 1.5 equiv.) en DCM (50 ml, 1.8 vol.) gota a gota durante un periodo de 10 minutos
mientras se mantenia la temperatura a 0 °C. Se tomaron cada hora controles de reaccién en
proceso. La reaccion se consideré completa cuando el Compuesto A era <10% por area del
pico (tipicamente 4.5 h tras finalizar la adicion). La mezcla de reaccion se diluyé con DCM
(2.40 1, 50 vol.) y se lavo dos veces con Na,COs ac. 1.6 M (1.60 |, 50 vol.). La capa organica
se sec6 sobre MgSO4 (90 g, 5% p/v), se filtr6 a través de un embudo de vidrio sinterizado y se
lavé con DCM (100 ml, 5 vol.) proporcionando un soélido de color blanquecino tras
concentrarse al vacio (0.2 bar, 30°C) (33.07 g, rendimiento del 95%, 90.6% mediante HPLC).
(b) Preparacion de BHALys[Lys]s2[a-MIDA-compuesto AJz2+[e-PEG2100]s21

Método de preparacion a pequefia escala

8]
'L{WNH-FEGMD
MH
l::l:/>
—H
)
; go
il
(7 R
HM
o]
|1}
Fic-§
n
Q

— —1 32 (Tedrico)
* = BHALys[Lys]16

A una mezcla agitada magnéticamente de Compuesto A-MIDA (730 mg, 0.68 mmol) y
PyBOP (353 mg, 0.68 mmol) en DMF (10 ml) a temperatura ambiente se le afiadié una mezcla
de BHALys[Lys]s2[a-NH2TFA]32[e-PEG2100]31 (934 mg, 12.1 ymol, lote 5 del ejemplo 4) y NMM
(255 pl, 2.32 mmol), también en DMF (10 ml). Después de 16 horas a temperatura ambiente,
se retiraron los volatiles y el residuo se purificd por cromatografia de exclusién por tamafios
(sephadex, LH20, ACN). Las fracciones adecuadas, segun se juzgé por la HPLC, se
combinaron y concentraron. Después, se recogi6 el residuo en agua, se filtr6 (0.22 um) y se
liofilizé, proporcionando 1.19 g (92%) del material deseado en forma de un sélido de color rosa
palido. HPLC (C8 Xbridge, 3 x 100 mm, gradiente: ACN/H>0 al 42-50%) (1-7 min), ACN al 50-
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80% (7-8 min), ACN al 80% (8-11 min), ACN al 80-42% (11-12 min), ACN al 42% (12-15 min),
214 nm, formiato de amonio 10 mM) Rf (min) = 10.80. 1H-RMN (300MHz, CD30OD) & (ppm):
0.45-1.92 (m, 565H), 2.08-2.78 (m, 228H), 2.79-3.00 (m, 96H), 3.01-3.28 (m, 180H), 3.35 (s,
180H), 3.46-4.20 (m, 6164H), 4.20-4.68 (m, 139H), 6.40-8.52 (m, 680H).

Método de preparacion alternativo (a gran escala)

Se afiadié6 DMF (225 ml, 16.5 vol.) a BHALys[Lys]s2[a-NH2TFA]zo[e-PEG2100]29, (13.49
g, 1.72 x 10 mol, lote 6 del ejemplo 4) y Compuesto A-MIDA (8.50 g, 6.87 x 10 mol, 40.2
equiv.) en una atmésfera de N.. Se introdujo NMM (3.60 ml, 3.30 x 10-2 mol, 192 equiv.) y se
calentd la mezcla de reaccion a 30-35°C para ayudar en la disolucion (aproximadamente 5
minutos). Después, se volvio a enfriar la mezcla a 20°C y se introdujo PyBOP (4.13 g, 7.56 x
102 mol, 44 equiv.) en dos porciones iguales. La monitorizacién de control en proceso revel6
que la reaccion se habia completado tras 2 h. La mezcla de reaccion se diluyé con ACN (225
ml, 16.5 volimenes), se filtr6 a través de un embudo sinterizado y se someti6 a 16
diavolimenes constantes (200 ml, ACN) de ultrafiltracion (casete Merck Millipore Pellicon 3 de
0.11 m2, 10kDa), manteniendo una presion transmembrana (TMP) de 25 PSI y 44 I/m2/hora
(LMH). La concentracién a presion reducida (40°C, 0.2 bar; 60 minutos) y el secado a
temperatura ambiente durante 16 h mas proporcion6 23.5 g de material purificado en forma de
un jarabe de color naranja claro. El jarabe se disolvié en THF (235 ml, 10 volimenes) a 35-
40°C (10 minutos) y se filtr6 a través de una membrana de PFTE de 47 mm, 0.45 micrometros
(Merck-Millipore Omnipore). El filtrado se concentré a la mitad de su volumen original (100 ml,
4.3 volumenes) y se cargd en un embudo de goteo igualador de la presion tras volver a la
temperatura ambiente.

Se afiadi6 MTBE (400 ml, 19.5 volimenes) en un RBF de 3 bocas equipado con una
sonda de temperatura interna y se enfrié a 0°C con la ayuda de un bafio de hielo externo en
una atmdésfera de Nz. Tras alcanzar los 0°C, se comenzo la adicién del dendrimero, que duré
15 minutos (temperatura interna méaxima de 5°C), mientras que se continué con la agitacion
durante 45 minutos (a 0-5°C) para permitir la maduracion del precipitado. La transferencia de
la mezcla resultante a un filtro de vacio Buchner (160 mm de didmetro) en atmosfera de Na,
proporciond la primera torta hUmeda en 15 minutos. La torta de filtro se lav6 dos veces con 5
vol. de MTBE (100 ml por lavado) y se llevo a sequedad (en atmosfera de N2) que durdé un
total de 15 minutos. La torta de filtro se transfiri6 a un horno de vacio, donde el secado se
produjo a (25°C, 0.2 bar) hasta que se logré una masa constante (48 h), proporcionando 18.98
g de un polvo de color blanco de flujo libre (rendimiento del 102%). HPLC (C8 Phenomenix
Aeris, 2.1 x 100 mm, gradiente: ACN al 5% (0-1 min), ACN/H20 al 5-45%) (1-2 min), ACN al
45-60% (2-8 min), ACN al 60% (8-10 min), ACN al 60-90% (10-10.1 min), ACN al 90% (10.1-
12 min), ACN al 90-5% (12-15 min), ACN al 5% (15-20 min), 272 nm, formiato de amonio 10
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mM) Rf (min) = 14.94. *H-RMN (300MHz, CD30D) & (ppm): 0.31-2.84 (m, 953H), 2.86-3.27 (m,
211H), 3.35 (s, 109H), 3.37-4.23 (m, 5734H), 4.24-4.64 (m, 95H), 6.26-8.41 (m, 632H). 1°F-
RMN (300MHz, DMSO-ds) &: -107.1 ppm (3.64 mg, FBA, integracién ajustada a 100), -79.1
ppm (31.2 mg de dendrimero, 108.82). Esto proporciona 8.91 mg de Compuesto A (0 una
carga del 28.6%).

3. Preparacion del compuesto 2:  BHALys[Lys]s2[a-TDA-compuesto  Alszi[€-
PEG2100, 2200321

Nota: 32t se refiere al numero tedrico de grupos a-amino del dendrimero disponibles

para su sustitucion con TDA-Compuesto A. El nimero medio real de grupos TDA-Compuesto
A unidos a BHALys[Lys]s> se determiné experimentalmente mediante 'H NMR (véase el
ejemplo 2). 321 se refiere al numero tedrico de grupos €-amino disponibles en el dendrimero
para su sustitucion con PEGzigo, 2200. EI nUmero medio real de grupo PEG2100, 2200 unidos al

BHALys[Lys]s2 se determiné experimentalmente mediante *H NMR.

(a) Preparacion de TDA-compuesto A
CF,

0=%-0 H /@
N
s

A una suspension agitada magnéticamente de Compuesto A (70 mg, 74.1 umol) en
DCM (5 ml) a temperatura ambiente se le afiadié anhidrido tiodiglicélico (TDA, 10 mg, 74.1
pmol) y DIPEA (33 pl, 185 umol). La suspension se disolvié rapidamente y se dejé la mezcla
en agitacion a temperatura ambiente durante una noche. Se afadié anhidrido tiodiglicélico
adicional a lo largo de las 24 horas siguientes hasta que se considerd que la reacciéon estaba
completa a >80% mediante HPLC. Después, se retiraron los volatiles al vacio y el residuo se
purifico por HPLC preparativa (BEH 300 Waters XBridge C18, 5 uM, 30 x 150 mm, ACN/agua
al 60-80% (5-40 min), TFA al 0.1%, TR = 22 min) proporcionando 63 mg (70%) de producto en
forma de un sdlido de color blanco. LCMS (C18, gradiente: ACN/H>O al 50-60% (1-10 min),
ACN al 60% (10-11 min), ACN al 60-50% (11-13 min), ACN al 50% (13-15 min), &cido férmico
al 0.1%, 0.4 ml/min, Rf (min) = 7.33. ESI (+ve) observada [M + HJ" = 1077. Calculada para
Ca9Hs52CIF3N4010S4 = 1076.22 Da. *H-RMN (300MHz, CDsOD) & (ppm): 0.87-1.04 (m, 1H),
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1.08-1.36 (m, 3H), 1.71-1.90 (m, 1H), 1.96-2.40 (m, 3H), 2.64 (t, J = 12.0 Hz, 1H), 2.77 (t, J =
12.6 Hz, 1H), 2.94 (s, 3H), 3.18-3.30 (m, 2H), 3.35 (s, 2H), 3.40 (s, 2H), 3.46-3.55 (m, 2H),
3.73 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 3.90 (d, J = 12.9Hz, 1H), 4.02-4.15 (m, 1H), 4.40-4.48 (m, 3H), 6.86
(d, J = 9.3Hz, 2H), 6.92 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 9.0Hz, 1H), 7.08-7.46 (m, 13H), 7.61
(d, J =7.8 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.08 (dd, J = 9.3, 2.1Hz, 1H), 8.31 (d, J = 2.1 Hz,
1H).

Método de preparacion alternativo

Se cargaron Compuesto A (25.50g, 2.70 x 102 mol) y TDA (4.81g, 3.64 x 102 mol,
1.35 equiv.) en un vaso de reaccion de 3 bocas equipado con una sonda interna de
temperatura y un embudo de goteo igualador de presién en atmdésfera de N.. Se introdujo
DCM (255 ml, 10 vol.) y la suspension resultante se enfrié a -10°C. Se introdujo TEA 0.29 M
en DCM (100 ml, 3.77 x 102 mol, 1.4 equiv.) a lo largo de un periodo de 40 minutos,
manteniendo la temperatura a -10°C. Los controles de reaccion durante el proceso (IPC) se
tomaron cada hora. La reaccién se consider6é completa cuando el Compuesto A era <10% del
area por HPLC (tipicamente 4.5 h tras finalizar la adicion). La mezcla de reaccion se diluy6
con DCM (1.66 I, 65 vol.) y se lavo tres veces con solucion salina ac. tamponada con fosfato
(PBS) (1.02 1, 40 vol.). Los extractos organicos combinados se secaron sobre MgSO4 (100 g,
5% p/v), proporcionando un soélido de color amarillo palido tras la concentracion al vacio (0.2
bar, 25°C) durante una noche (tipicamente 24.5 g, rendimiento del 85%, 86.83% mediante
HPLC).

(b) Preparacion de BHALys[Lys]z2[a-TDA-compuesto Alst[/e-PEG2100, 2200321

Método de preparacion a pequefia escala
e 0
Il

\r/\/’\zr"” +PEGzz5

NH

O

Q
/Z%«Ao"lk/m\/w‘

32 (Tebrica)
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* = BHALys[Lys]16

A una mezcla agitada magnéticamente de Compuesto A-TDA (62 mg, 58 ymol) y
PyBOP (30 mg, 58 umol) en DMF (1 ml) a temperatura ambiente se le afiadié una mezcla de
BHALys|[Lys]z2[a-NHoTFA]zo[e-PEG2200]29 (97 mg, 1.28 umol, lote 2 del ejemplo 4) y NMM (27
pl, 0.24 mmol), también en DMF (2 ml). Después de 16 horas a temperatura ambiente, se
retiraron los volatiles y el residuo se purific6 por cromatografia de exclusion por tamafios
(sephadex, LH20, MeOH). Las fracciones adecuadas, segin se juzgé por la HPLC, se
combinaron y concentraron. Después, se recogid el residuo en agua, se filtr6 (0.22 um) y se
liofilizé, proporcionando 98 mg (72%) del material deseado en forma de un sélido de color rosa
palido. HPLC (C8 Xbridge, 3 x 100 mm, gradiente: ACN/H20 al 42-50%) (1-7 min), ACN al 50-
80% (7-8 min), ACN al 80% (8-11 min), ACN al 80-42% (11-12 min), ACN al 42% (12-15 min),
214 nm, formiato de amonio 10 mM) Rf (min) = 10.24. 'H-RMN (300MHz, CD30OD) & (ppm):
0.62-2.33 (m, 589H), 2.37-2.69 (m, 87H), 2.69-2.92 (m, 98H), 2.94-3.27 (m, 202H), 3.35 (s,
113H), 3.37-4.10 (m, 5781H), 4.10-4.70 (m, 154H), 6.50-8.45 (m, 661H).

Método de preparacion alternativo (a gran escala)

8]

- [L]MNH-PEGEC;\

H

Q

32 (Tedrico)

* = BHALys[Lys]16

Se afadio DMF (495 ml, 16.5 vol.) a BHALys[Lys]s2[0-NH2TFA]s2[e-PEG2100]29, (30.6 g,
3.82 x 10* mol, lote 3 del ejemplo 4) y Compuesto A-TDA (19.01 g, 1.53 x 102 mol, 40 equiv.)
en una atmésfera de N. Se introdujo NMM (8.06 ml, 7.33 x 102 mol, 192 equiv.) y se calentd
la reaccion a 30°C para ayudar en la disolucion (aproximadamente 10 minutos). Después, se
volvio a enfriar la mezcla a 20°C y se introdujo PyBOP (9.20 g, 1.68 x 10-2 mol., 44 equiv.) en

dos porciones iguales. La monitorizacion de control en proceso revelé que la reaccion se
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habia completado tras 2 h. La mezcla de reaccion se diluyé con ACN (495 ml, 16.5 vol.), se
filtr6 a través de un embudo sinterizado y se sometié a 10 diavolumenes constantes (600 ml,
ACN) de ultrafiltracion (casete Merck Millipore Pellicon 3, 2 x 0.11 m2), manteniendo una
presion transmembrana (TMP) de 18 PSI y 48 I/m2/hora (LMH). La concentracion a presion
reducida (45°C, 0.2 bar; durante 30 min.), y el secado a temperatura ambiental durante 16 h
adicionales proporcionaron 45.7 g de producto purificado (lote A) en forma de un jarabe de
color amarillo oscuro. Este proceso se repitié para producir otros 46.8 g de material (lote B).

Los dos lotes (lotes A y B) se recogieron individualmente en THF (4.7 vol.) y se
calentaron a 35-40°C hasta que se completé la disolucién (10 min.). A un vaso de fondo
separado de 3 bocas, equipado con un termémetro interno, embudo de goteo igualador de la
presion y un agitador magnético se le afiadi6 MTBE (1.8 I, 19.5 vol.). Después, se enfrio el
disolvente a 0°C con la ayuda de un bafio de hielo externo. Las soluciones de THF
combinadas de los lotes A y B se cargaron en el embudo de goteo tras alcanzar la
temperatura ambiente y se introdujeron gota a gota en la soluciéon en agitacion de MTBE
mientras se mantenia la temperatura a 0°C. En cuanto se observo turbidez, se sembro la
reaccion con BHALys[Lys]s2[a-TDA-Compuesto Alz7[e-PEGz2200]20 s6lido (0.95 g, 1% p/p en
relacion con los lotes Ay B de entrada) y se continud con la adicién, que duré 30 minutos. Se
dej6 que madurase la cristalizacion durante 60 minutos, antes de transferirse a un filtro de
vacio Buchner (160 mm de didmetro) en atmdsfera de N2 (que durd 15 min.). La torta de filtro
se lavé dos veces con 5 vol. de MTBE (300 ml por lavado) y se llevé a sequedad (en
atmaosfera de N2) que durd un total de 30 minutos. La torta de filtro se transfirié a un horno de
vacio, donde el secado se produjo a 40°C, 0.2 bar hasta que se logré una masa constante (24
h), proporcionando 74.8 g de un polvo de color blanco de flujo libre (rendimiento del 105%).
HPLC (C8 Phenomenix Aeris, 2.1 x 100 mm, gradiente: ACN al 5% (0-1 min), ACN/H20 al 5-
45%) (1-2 min), ACN al 45-60% (2-8 min), ACN al 60% (8-10 min), ACN al 60-90% (10-10.1
min), ACN al 90% (10.1-12 min), ACN al 90-5% (12-15 min), ACN al 5% (15-20 min), 272 nm,
formiato de amonio 10 mM) Rf (min) = 14.92. *H-RMN (300MHz, CDs0OD) & (ppm): 0.40-2.30
(m, 589H), 2.31-2.79 (m, 154H), 2.81-3.29 (m, 263H), 3.35 (s, 116H), 3.36-4.10 (m, 5924H),
4.13-4.62 (m, 151H), 6.28-8.52 (m, 622H). 19F-RMN (300MHz, DMSO-d6) &: -106.9 ppm (3.81
mg, FBA, integracion ajustada a 100), -79.0 ppm (21.4 mg de dendrimero, 62.80). Esto
proporciona 5.36 mg de Compuesto A (o0 una carga del 25.1%).

Ejemplo 2: Carga de farmaco de Compuesto A de los dendrimeros

La carga de farmaco de Compuesto A en los dendrimeros preparados anteriormente
se determin6 mediante NMR.

% de carga de Compuesto A mediante 'H NMR: La carga de Compuesto A se estimé

mediante integracion de la region aromatica (6.5-8.5 ppm), que era representativa del
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Compuesto A, en comparacién con la region de PEG (3.4-4.2 ppm) que es representativa del
armazon del dendrimero.

% de carga de Compuesto A mediante 'F NMR: Las cargas de Compuesto A se

calcularon llevando a cabo una '°F NMR del conjugado usando un patrén interno (acido 4-
fluorobenzoico, FBA). Un experimento se llevé a cabo tipicamente pesando de manera precisa
una masa conocida de dendrimero y FBA en un solo vial. Después, esto se recogio en DMSO,
se sometié a ultrasonidos (2 min) y después se analizé por NMR (100 escaneos, tiempo de
retraso de 30 s). Después, se integraron los picos de FBA y dendrimero y se calcula el % de
compuesto A usando las relaciones molares (relacién molar de 3:1 de compuesto (3F) a FBA
(1F).

Tabla 3. Porcentaje de carga de Compuesto A en dendrimero de Lys

Compuesto | Escala Carga de | PM* (kDa) n.c de
Compuesto A (%) Compuesto A
por dendrimero
1 Pequefia 23.6 (**F RMN) 99.7 25
escala (1.19
9)
Gran escala | 28.6 (*°F RMN) 101.6 31
(18.98 g)
2 Pequefia 28.6 (*H RMN) 106.0 32
escala (98
mg)
Gran escala | 25.1 (*F RMN) 96.2 27
(74.8 9)

* El peso molecular total puede estimarse usando el PM estimado del armazén de
dendrimero, el PM de Compuesto A-enlazador y el % de carga de Compuesto A a partir de la
NMR, es decir, por

Ejemplo: PM = PM del armazén de dendrimero — 32 (PM de TFA) / (100 — % de carga
de Compuesto A ((Mr de Compuesto A-enlazador — agua)/Mr de Compuesto A))/100

= 75700 - 3648
(100 — 28.2((1058 — 18)/945))/100
= 72052
(100 — 28.2(1.10))/100
= 72052
0.6898
= ~104.5 kDa
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Ejemplo 4: Estudios de eficacia en ratas y ratones

Las formulaciones usadas en los estudios de eficacia se prepararon del modo
siguiente:

Preparacion de las formulaciones en PBS de los compuestos 1 vy 2 para el estudio de

eficacia de la dosificacion de RS4:11: Se pesaron las cantidades apropiadas de compuesto 1

y 2 en un matraz volumétrico. Se afiadieron 10 ml de suero salino tamponado con fosfato
(PBS) de Dulbecco y después se agitaron las formulaciones hasta que el compuesto se
disolvié completamente.

Formulaciones del compuesto 1 para el estudio de eficacia de SuDHL-4: El

compuesto 1 se formulé en un tampon de citrato/fosfato a pH 5 diluido a 1:10 con glucosa al
5% y que contenia Kolliphor HS-15 al 1% p/v, a concentraciones de hasta 105 mg/mi del
compuesto 1 (equivalentes a hasta 30 mg/ml de concentracién de Compuesto A).

Se prepararon 100 ml de tampén de citrato/fosfato Mcllvane a pH 5. Se pesaron 1.02 g
de monohidrato de acido citrico y 3.69 g de dodecahidrato de fosfato de sodio dibasico en un
vial y se afiadieron 95 ml de agua para inyeccion. El vehiculo se agitd (o sometid a
ultrasonidos) para disolver. Después, se midié el pH y se ajustdé a pH 5 con HCI o NaOH 0.1
M, segun se necesitase. El vehiculo se enrasd hasta su volumen (100 ml) con agua para
inyeccion.

Este tampodn de Mcllvane se uso para preparar el vehiculo tamponado diluido (tampon
de citrato/fosfato a pH 5 diluido a 1:10 con glucosa al 5% y que contenia Kolliphor HS-15 al
1% plv). Se afadié la cantidad necesaria de tampdén de citrato/fosfato de Mcllvane,
equivalente a un 10% del volumen diana total a preparar, en un recipiente adecuado. Se
afiadié solucion de glucosa al 5% comercialmente disponible hasta aproximadamente un 90%
del volumen diana. Se afiadié Kolliphor HS-15, equivalente al 1% p/v y se agité el vehiculo
para disolver el Kolliphor HS-15. El pH se midi6 y ajusté a pH 5.0 £ 0.05 con HCI o NaOH 0.1
M (en caso necesario). Después, se enrasoé el volumen hasta su volumen con glucosa al 5%.
Se esterilizé por filtracién usando un filtro de jeringa con un tamafo de poro de 0.22 uym, en
caso necesario.

Para preparar la formulacién del compuesto 1 para la dosis mas alta (10 mg/ml de
Compuesto A o del compuesto 1, equivalente a 37 mg/ml), se transfirieron 370 mg de ejemplo
9, equivalentes a 100 mg de Compuesto A, a un recipiente adecuado con un agitador
magnético. Mientras que estaba funcionando el agitador magnético, se afiadié vehiculo de
tampon diluido (tampdn de citrato/fosfato a pH 4 que se habia diluido a 1:10 con glucosa al 5%
gue contenia Kolliphor HS-15 al 1% p/v) hasta un 95% del volumen diana (9.5 ml). Se continué
agitando para ayudar en la disolucién, evitando la generacion de un exceso de espuma, hasta

que se formd una solucién transparente. Después, se enrasé la formulacién hasta su volumen
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(0.5 ml) con vehiculo tamponado diluido y se comprobé el pH. La formulacién se evalu6
visualmente para descartar la presencia de particulas. Se prepararon 2 y 6 mg/ml a partir de la
concentracion mas elevada.
Las formulaciones del compuesto 1 se prepararon a temperatura ambiente y se
dosificaron en los 5 minutos posteriores a su preparacion.

Formulaciones del compuesto 2 para su dosificacion en el estudio de eficacia de

SuDHL-4: El compuesto 2 se formulé en un tampén de citrato/fosfato a pH 4 diluido a 1:10
con glucosa al 5% y que contenia Kolliphor HS-15 al 1% p/v, a concentraciones de hasta 121
mg/ml del compuesto 2 (equivalentes de hasta 30 mg/ml de concentracién de Compuesto A).

Se prepararon 100 ml de tampdn de citrato/fosfato Mcllvane a pH4. Se pesaron 1.29 g
de monohidrato de acido citrico y 2.76 g de dodecahidrato de fosfato de sodio dibasico en un
vial y se afiadieron 95 ml de agua para inyecciéon. El vehiculo se agit6 (0o sometido a
ultrasonidos) para disolver. Después, se midié el pH y se ajustdé a pH 4 con HCI o NaOH 0.1
M, segln se necesitase. El vehiculo se enrasd hasta su volumen (100 ml) con agua para
inyeccion.

Este tampén de Mcllvane se usé para preparar el vehiculo tamponado diluido (tampon
de citrato/fosfato a pH 4 diluido a 1:10 con glucosa al 5% y que contenia Kolliphor HS-15 al
1% plv). Se afadié la cantidad necesaria de tampén de citrato/fosfato de Mcllvane,
equivalente a un 10% del volumen diana total a preparar, en un recipiente adecuado. Se
afiadio solucion de glucosa al 5% comercialmente disponible hasta aproximadamente un 90%
del volumen diana. Se afiadié Kolliphor HS-15, equivalente al 1% p/v y se agitd el vehiculo
para disolver el Kolliphor HS-15. El pH se midié y ajusté a pH 4.0 + 0.05 con HCI 0 NaOH 0.1
M (en caso necesario). Después, se enrasé el volumen hasta su volumen con glucosa al 5%.
Se esterilizé por filtraciéon usando un filtro de jeringa con un tamafo de poro de 0.22 uym, en
caso necesario.

Para preparar la formulacién del compuesto 2 para la dosis mas alta (10 mg/ml de
Compuesto A o del compuesto 2, equivalente a 39 mg/ml), se transfirieron 390 mg de
compuesto 2, equivalentes a 100 mg de Compuesto A, a un recipiente adecuado con un
agitador magnético. Mientras que estaba funcionando el agitador magnético, se afiadid
vehiculo de tampdn diluido (tampén de citrato/fosfato a pH 4 que se habia diluido a 1:10 con
glucosa al 5% que contenia Kolliphor HS-15 al 1% p/v) hasta un 95% del volumen diana (9.5
ml). Se continud agitando la formulacién para ayudar en la disolucion, evitando la generacion
de un exceso de espuma, hasta que se formd una solucion transparente. Después, se enrasé
la formulacién hasta su volumen (0.5 ml) con vehiculo tamponado diluido y se comprobé el pH.
La formulacion se evalué visualmente para descartar la presencia de particulas. Se prepararon

2y 6 mg/ml a partir de la concentracion més elevada.
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Las formulaciones del compuesto 2 se prepararon a temperatura ambiente y se
dosificaron en los 5 minutos posteriores a su preparacion.

Formulacion del compuesto A en HP-B-CD al 30% p/v

Se preparo vehiculo de HP-B-CD al 30% p/v. Se pesaron 3 g de HP-B-CD (Kleptose de
Roquette, grado parenteral) en un matraz volumétrico de 10 ml y se afiadieron 8 ml de WFI y
se agitd (o se sometié a ultrasonidos) para su disolucién. Una vez disuelto, se enraso el
volumen a 10 ml con WFI.

Se peso la cantidad adecuada de Compuesto A en un matraz volumétrico de 10 ml.
Después, se afadieron 8 ml de vehiculo de HP-B-CD al 30% p/v y se agité la formulacion. Se
afiadio gota a gota MSA 1 M hasta que se redujo el pH a aproximadamente 2. Después, se
agité la formulacion hasta que el compuesto se disolvi6 completamente. El pH se midi6 y
ajusto a pH 4, gota a gota, usando MSA o NaOH 1 M. Después, se agit6 la formulacién para
asegurarse de que se obtenia una solucién transparente (con posible turbidez). Después, se
enraso el volumen a 10 ml con vehiculo de HP-B-CD al 30% p/v y se agitd. Se midid y registré
el pH final y se filtr6 la formulacion a través de un filtro de 0.22 um antes de su administracion.
Se prepararon otras fuerzas de formulacién diluyendo el Compuesto A en HP-B-CD al 30% p/v
con una cantidad adecuada de vehiculo de HP-3-CD al 30% p/v.

Eficacia de los compuestos 1 y 2 en el modelo de xenoinjerto de RS4:11: Se

inocularon 5x108 células RS4;11 en un volumen total de 100 pl por via subcutanea en el flanco
derecho del ratén. Cuando el volumen tumoral alcanzé aproximadamente ~350mm3, se
asignaron aleatoriamente los ratones portadores de tumores a grupos de 4 animales y se
trataron con vehiculo de control (PBS) o con tratamiento. La figura 1 muestra que con
diferentes velocidades de liberacion, los dendrimeros muestran una eficacia diferente. El
compuesto 1 a 10 mg/kg de equivalente de Compuesto A y el compuesto 2 a 30 mg/kg de
equivalente de Compuesto A con una sola dosis IV han demostrado una actividad similar o
ligeramente mejor que el Compuesto A en HP-B-CD a 10mg/kg IV una vez, (regresion del
100%, 98% frente al 90%, respectivamente).

Tabla 4. Resumen de los datos de inhibicién y regresidon para los compuestos 1

y2
Eficacia
Niumero _ ___ :
Tratamiento % de inhibicion|% de regresion |Valor de p T-C
de grupo
Dia (47) Dia (47) Dia (47) (Dias)
1 Vehiculo
Compuesto A5
2 >100 90 <0.0001
mg/kg
3 Compuesto 2 10 >100 56 <0.0001
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mg/kg de equivalente
de Compuesto A (39
mg/kg de

macromolécula)

Compuesto 2 30

mg/kg de equivalente
4 de Compuesto A (117/>100 100 <0.0001 >32
mg/kg de

macromolécula)

Compuesto 1 10

mg/kg de equivalente
de Compuesto A (37 [>100 98 0.0085
mg/kg de

macromolécula)

Cuando el volumen tumoral de RS4;11 alcanz6 aproximadamente ~400-600mm3, se
tratd a grupos de 3 ratones portadores de tumores con una sola dosis de vehiculo (PBS) o
ejemplo 2 .V a 10 y 30mg/kg. Los tumores se recogieron en diferentes momentos después de
la dosis y se procesaron para su analisis. Los resultados demuestran que el enlazador induce
una respuesta apoptética comparable, segin se indica por la caspasa 3 escindida, las
respuestas alcanzaron un maximo a las 16-28 h después de la dosis (figura 2). EI compuesto
2 a 30 mg/kg de equivalente de Compuesto A (117 mg/kg de compuesto 2) indujo la mayor
respuesta de CC3.

La figura 3 muestra que el compuesto 1 y el compuesto 2 dosificados a 20 mg/kg de
equivalente de compuesto A (78 y 74 mg/kg de compuesto 1 y 2, respectivamente) fueron
ligeramente mas eficaces que el compuesto A en la formulacion de HP-B-CD a 10 mg/kg
semanalmente.

Ademads, se midi6 la muerte celular (apoptosis) usando PARP escindida (figura 4). La
formulacion de Compuesto A en HP-3-CD (véase el ejemplo 2) indujo PARP escindida 1 hy 3
h inmediatamente después del tratamiento, mientras que el compuesto 1 provocé un maximo
de muerte celular a las 20 h después de una sola dosis.

Eficacia del compuesto 2 en el modelo de xenoinjerto de RS4;11 en ratas Rag2-/-: La

figura 5 muestra que el compuesto 2 dosificado a 30 mg/kg de equivalente de compuesto A
(117mg/kg de compuesto 2) provoca la regresion del tumor de RS4;11. Una sola dosis de
10mg/kg de equivalente de Compuesto A (39 mg/kg de compuesto 2) del compuesto 2 inhibio

el crecimiento tumoral (estasis).
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Los compuestos 1 y 2 potencian la inhibicién del crecimiento tumoral de rituximab en el

modelo de xenoinjerto de SUDHL-4 en ratones SCID: Se us6 el modelo de xenoinjerto de

SuDHL-4 para probarla capacidad de los compuestos 1 y 2 para potenciar la actividad de
rituximab para inhibir el crecimiento tumoral. Cuando los tumores crecieron hasta
aproximadamente 175-250 mm3, se asigné aleatoriamente a los ratones a los siguientes
grupos:

(1) grupo de control de vehiculo;

(2) grupo de tratamiento con compuesto 2 (50 mg/kg de equivalente de Compuesto A,
195 mg/kg de compuesto 2, i.v. una vez a la semana durante 5 semanas);

(3) grupo de tratamiento con compuesto 1 (50 mg/kg de equivalente de Compuesto A,
185 mg/kg de compuesto 1, i.v. una vez a la semana durante 5 semanas);

(4) grupo de rituximab (10 mg/kg i.p. una vez a la semana durante 5 semanas);

(5) compuesto 2 (10 mg/kg de equivalente de compuesto A, 39 mg/kg de compuesto 2)
mas rituximab;

(6) compuesto 2 (30 mg/kg de equivalente de compuesto A, 117 mg/kg de compuesto
2) mas rituximab;

(7) compuesto 2 (50 mg/kg de equivalente de compuesto A, 195 mg/kg de compuesto
2) mas rituximab.

(8) compuesto 1 (10 mg/kg de equivalente de compuesto A, 37 mg/kg de compuesto 1)
mas rituximab;

(9) compuesto 1 (30 mg/kg de equivalente de compuesto A, 111 mg/kg de compuesto
1) mas rituximab;

(10) compuesto 1 (50 mg/kg de equivalente de compuesto A, 185 mg/kg de compuesto
1) mas rituximab;

Los tamafos tumorales se midieron 2 veces a la semana y se calcularon como:
Volumen tumoral = (AxB?)/2 donde A y B son la longitud y el ancho del tumor (en mm),
respectivamente.

Los resultados se muestran en la figura 8. El compuesto 1 y 2 a 50 mg/kg de
equivalente de compuesto A (185 y 195 mg/kg de dendrimero, respectivamente) inhibieron
significativamente el crecimiento tumoral en comparacion siendo el control de vehiculo con el
compuesto 2 ligeramente mas eficaz como monoterapia que el compuesto 1 a 50mg/kg de
compuesto A. La tabla 5 resume los valores de inhibicion del crecimiento tumoral (TIC) y
retraso del crecimiento tumoral (T-C) calculados como % de inhibicion y % de regresion. El
célculo se basa en la media geométrica de RTV en cada grupo.

En el dia especifico, para cada grupo tratado, se calcula el valor de inhibicion
mediante la formula: % de inhibicion = (CG-TG) * 100 / (CG-1), en la que "CG" significa la
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media geométrica de rtv del grupo de control y "TG" significa la media geométrica del volumen
tumoral relativo (rtv) del grupo tratado. "CG" debe usar el grupo de control correspondiente del
grupo tratado cuando se calcula. En caso de una inhibiciéon > 100%, es necesario calcular la
regresion mediante la formula: Regresion =1 -TG

El valor de la TIC es del 63.5% para 50 mg/kg de equivalente de Compuesto A (195
mg/kg de ejemplo 2), del 40.44% para 50 mg/kg de equivalente de Compuesto A (185 mg/kg
de compuesto 1) y del 75.27% para 10 mg/kg de rituximab. Por lo tanto, los compuestos 1y 2,
dosificados a 50 mg/kg de equivalente de Compuesto A, son significativamente activos en este
modelo. De manera mas significativa, una combinacién de los compuestos 1y 2 a 10, 30 y 50
mg/kg de equivalente de Compuesto A con rituximab (10 mg/kg) dio como resultado regresion
tumoral. Ademas, el tratamiento combinado do como resultado un regresiéon tumoral completa
en la mayoria de los animales, mientras que esta no se observé con los tratamientos con un
solo farmaco.

Tabla 5. Resumen de los datos de eficacia de los compuestos 1 y 2 en

combinacion con rituximab

Eficacia
% de
. o % de
Tratamiento inhibicién » Valor de p T-C
regresion en ] ]
(TIC) Dia (41) (Dias)
. el dia (41)
Dia (41)
1 Vehiculo
Compuesto 2
(50 mg/kg de
equivalente de
2 63.5 0.0002
compuesto A,195
mg/kg
Compuesto 2)
Compuesto 1
(50 mg/kg de
equivalente de
3 40.44 0.0420
Compuesto A, 185
mg/kg de compuesto
1)
4 rituximab (10 mg/kg) 75.27 0.0010 >16
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rituximab

(10 mg/kg) mas
Compuesto 2 (10
mg/kg de equivalente
de Compuesto A,

39 mg/kg de

compuesto 2)

>100

97

0.0005

>37

rituximab

(10 mg/kg) mas
Compuesto 2

(30 mg/kg de
equivalente de
Compuesto A, 117
mg/kg de compuesto
2)

>100

100

<0.0001

>37

rituximab

(10 mg/kg) mas
Compuesto 2

(50 mg/kg de
equivalente de
Compuesto A,

195 mg/kg de

compuesto 2)

>100

100

<0.0001

>37

rituximab

(10 mg/kg) mas
Compuesto 1 (10
mg/kg de equivalente
de Compuesto A,

37 mg/kg de

compuesto 1)

>100

69

0.0230

>37

rituximab

(10 mg/kg) mas
Compuesto 1

30 mg/kg de
equivalente de

Compuesto A,

>100

100

<0.0001

>37
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111 mg/kg de

compuesto 1)

rituximab

(10 mg/kg) mas
Compuesto 1

(50 mg/kg de
10 ) >100 100 <0.0001 >37
equivalente de
Compuesto A,

185 mg/kg de

compuesto 1)

Ejemplo 5: Actividad antitumoral in _vivo _de un solo agente y de una

combinacion en un modelo de tumor de cancer de pulmén microcitico humano

El compuesto 2 y AZD2014 (vistusertib, un inhibidor de mTOR mostrado a
continuacién) indujeron actividad antitumoral de un solo agente y de combinacion en ratones
portadores de tumores NCI-H1048 (figura 9). Una administracion iv semanal (qw) de
compuesto 2 a 103 mg/kg (equivalente a 30 mg/kg de Compuesto A) dio como resultado una
actividad antitumoral significativa de un 76% de TGl (p<0.05). La administracion del inhibidor
de mTOR, AZD2014 a 15 mg/kg al dia (qd) dio como resultado una actividad antitumoral
significativa de un 84% de TGI (p<0.05). La combinacion del compuesto 1 con AZD2014 dio
como resultado una regresién tumoral del 91% (p<0.05 en relacion con la actividad de un solo
agente).

El compuesto 1 se formul6é en tampén de citrato/fosfato a pH 5.0 que contenia glucosa
al 4.5% p/v y se dosificé por via intravenosa (iv) en un volumen de 5 mil/kg. AZD2014 se
formuld en hidroxipropilmetilcelulosa al 0.5%/Tween 80 al 0.1% y se dosificd por via oral en un
volumen de 10 ml/kg.

Se inyectaron 5 x 106 células tumorales NCI-H1048 por via subcutanea en el flanco
derecho de ratones C.B.-17 SCID hembra en un volumen de 0.1 ml que contenia un 50% de
matrigel. El volumen tumoral (medido con un calibre) se calculé usando la férmula: longitud
(mm) x anchura (mm)? x 0.52. Para los estudios de eficacia, se asignaron aleatoriamente los
ratones basandose en el volumen tumoral y se evaluo la inhibicion del crecimiento mediante
comparacion de las diferencias en el volumen tumoral entre los grupos de control y los
tratados. La dosificacion comenz6 cuando el volumen tumoral alcanzé aproximadamente 124

mm3.
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(vistusertib) AzD2014

Ejemplo 6: Actividad antitumoral in vivo de un solo agente y de una combinacion

en un modelo de DLBCL humano

Se inyectaron 5 x 108 células tumorales OCI-Ly10 por via subcutanea en el flanco
derecho de ratones C.B.-17 SCID hembra en un volumen de 0.1 ml que contenia un 50% de
matrigel. EI compuesto 1 se formul6é en tampodn de citrato/fosfato a pH 5.0, diluido a razén de 1
a 10 con glucosa al 5% que contenia Kolliphor HS15 al 1% p/v y se dosific6 en forma de una
administracién intravenosa (iv) semanal en un volumen de 5 ml/kg a una dosis de 103 mg/kg
(30 mg/kg de API). Se formulé acalabrutinib en hidroxipropilmetilcelulosa al 0.5%/Tween 80 al
0.2%, y se dosificé dos veces al dia (bid) en forma de una administracion oral (po) en un
volumen de 10 ml/kg a una dosis de 12.5 mg/kg. Los volimenes tumorales (medidos mediante
un calibre), el peso corporal y el estado del tumor se registraron dos veces a la semana
durante la duracion del estudio. El volumen tumoral se calculé usando la férmula: longitud
(mm) x anchura (mm)? x 0.52. Para los estudios de eficacia, se evalué la inhibicion del
crecimiento desde el inicio del tratamiento comparando las diferencias en el volumen tumoral
entre los grupos de control y tratados. La dosificacion comenzé cuando el tamafio tumoral
medio alcanz6 aproximadamente 166 mm3.

Tal como se muestra en la figura 10, la combinacién del compuesto 1 con acalabrutinib
dio como resultado una actividad antitumoral in vivo significativa en el modelo de xenoinjerto
de DLBCL de OCI-Ly10. La administracién iv semanal de 103 mg/kg de compuesto 1 (30
mg/kg de Compuesto A) en combinacion con la administracion oral dos veces al dia de 12.5
mg/kg de acalabrutinib, dio como resultado una regresién completa en 8 de 8 ratones
portadores de tumores a los 10 dias después del inicio del tratamiento. La regresion completa
se mantuvo incluso después del final del tratamiento (3 semanas de tratamiento con 35 dias
de seguimiento). Por el contrario, el compuesto 1 o acalabrutinib como agentes individuales
mostraron una actividad de agente individual relativamente modesta, alcanzando una
inhibicion del crecimiento tumoral (TGIl) de aproximadamente el 64% y el 58%,

respectivamente.
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Ejemplo 9: Investigaciones de liofilizacion

Los compuestos 1 y 2 se hidrolizan liberando el resto activo en presencia de agua y
por tanto deben adoptarse etapas para minimizar la exposicion a la humedad y la tasa de
hidrélisis usando disolventes alternos, controlando la temperatura y el tiempo durante la
fabricacion del liofilo. Se investigaron varios disolventes no acuosos sobre el papel para su
uso en la liofilizacién incluyendo por ejemplo, acetona, acido acético (glacial), acetonitrilo,
alcohol ter-butilico, etanol, n-propanol, n-butanol, isopropanol, acetato de etilo, carbonato de
dimetilo, diclorometano, metil etil cetona, metil isobutil cetona, 1-pentanol, acetato de metilo,
metanol, tetracloruro de carbono, dimetilsulféxido, hexafluoroacetona, clorobutanol,
dimetilsulfona, &cido acético, ciclohexano y acido acético glacial.

Tras la investigacion inicial, se encontré que acido acético glacial y alcohol terc-butilico
eran candidatos posiblemente adecuados. Estos dos disolventes se evaluaron adicionalmente
para determinar si ambos compuestos tienen solubilidad suficiente para lograr una
concentracion de disolucion 2100 mg/mL mediante observaciones visuales. En este método,
se afiadieron aproximadamente 20 mg de compuesto en hasta 200 pL de cada disolvente y se
sonico la muestra para ayudar en la disolucion.

Ambos compuestos 1 y 2 se disuelven rapidamente en acido acético glacial, pero no
se disuelven en alcohol terc-butilico hasta la sonicacion prolongada. La sonicacion prolongada
dio como resultado un aumento de temperatura que podria haber contribuido también en la
disolucion de ambos compuestos en alcohol terc-butilico. Una vez enfriada hasta temperatura
ambiente, se observéd precipitacion en las disoluciones de tanto compuesto 1 como 2 en
alcohol terc-butilico indicando que lo mas probablemente el efecto de calentamiento debido a
la sonicacién prolongada dio como resultado una disolucién supersaturada que no es estable
a temperatura ambiente. Por tanto, se concluyé que ambos compuestos 1 y 2 tenian
solubilidad aceptable en acido acético glacial mientras que, basandose en las predicciones de
dosis actuales, la solubilidad era insuficiente en alcohol terc-butilico para el proceso de
liofilizacion.

Se evaluaron diversos disolventes también en combinacién con acido acético glacial

para su uso en el proceso de liofilizacién, incluyendo acetona, anisol, 1-butanol, 2-butanal,
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acetato de butilo, terc-butil metil éter, DMSO, etanol, acetato de etilo, etil éter, formiato de etilo,
acido férmico, heptano, acetato de isobutilo, acetato de isopropilo, acetato de metilo, 3-metul-
1-butanol, metil etil cetona, metil isobutil cetona, 2-metil-1-propanol, pentano, 1-pentanol, 1-
propanol, 2-propanol, acetato de propilo. Ninguno de estos disolventes se encontrdé adecuado
para secar por congelacion en combinacién con acido acético glacial. Por tanto, sélo se
continud con el acido acético glacial para desarrollar el proceso de liofilizacion para ambos
compuestos.

Para la evaluacion del proceso de liofilizacion, se disolvieron por separado los
compuestos 1 y 2 en acido acético glacial a aproximadamente una concentracion de 100
mg/mL y se cargaron en viales de vidrio de tipo | de secado por congelacién de 10 mL con
tapones de liofilizacién y se congelaron hasta -40°C. Estas muestras se liofilizaron usando una
temperatura de anaquel de alrededor de -40°C a -35°C y una presion de vacio de
aproximadamente 100mTorr. Se realizé el secado secundario calentando hasta 20°C a lo
largo de 6 horas y manteniendo esta temperatura durante 1 hora a alrededor de 100mTorr.
Los lidfilos resultantes tenian un buen aspecto mediante inspeccién visual y se sometieron a
prueba adicionalmente para determinar la estabilidad fisica y quimica.

Ademas de la estabilidad quimica del li6filo durante el proceso de liofilizacion, también
se sometié a prueba la estabilidad quimica de disoluciones de tanto el compuesto 1 como el 2
en 4cido acético en condiciones ambientales y congeladas usando HPLC de fase inversa con
deteccién UV para determinar la concentracion de compuesto A en las formulaciones, segun

los siguientes parametros, mostrados para analisis del compuesto 1:

Fase movil A Acido trifluoroacético al 0.07% en agua
Fase movil B Acido trifluoroacético al 0.07% en acetonitrilo
Columna Waters X Bridge Phenyl, 2.5 ym 30 x 3.0 mm
Temperatura de la columna 60 °C
Velocidad de flujo 1.0 ml/min
Tiempo % de fase mévil A % de fase moévil B
0 min 60 40
Gradiente 00 20 50
6.5 20 80
6.7 60 40
8.0 60 40
Volumen de inyeccién 4 ul
Tiempo de la corrida 8.0 min

Modo de detector/longitud
UV a 332 nm
de onda
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R: de compuesto A Aproximadamente 2.5 min
R: de compuesto 1 Aproximadamente 5.0 min

Se us6 el compuesto A para cuantificar la cantidad libore de compuesto A en las
formulaciones liofilizadas de compuesto 1. Para preparar la disolucion patrén que contiene
compuesto A a 30 ug/mL, se pesaron de manera precisa aproximadamente 15 mg de
compuesto A en un matraz volumétrico de 50 mL con dilucion hasta el volumen con
dimetilacetamida. Se afiadi6 una cantidad de 5 mL de toda la disolucién de calibracion
resultante a un matraz volumétrico de 50 mL y se diluyd hasta el volumen con
dimetilacetamida. Para preparar las muestras de los compuestos 2, se pesaron de manera
precisa aproximadamente 20 mg de compuesto 1 como un polvo seco en un matraz
volumétrico de 20 mL, seguido por dilucién hasta el volumen con dimetilacetamida.

Céalculo del % de compuesto A libre:

Peso (mg) de compuesto A Patron de referencia de
Ensayo dte Muestra de area de pico de compuesto A en patron de calibracion y Pureza de compuesto A
compuests = - -
" (mpg.me} Compuesto A de area de pico Volumen (mL} de compuesto A 1600
promedio en patron de calibracion en patrin de calibracidn
% de Ensayo de compuesto A (mg/mL}) % 100
- Amt compuesto A sobre compuesto 1
CTF:: esto = (Cuncentraciﬁn de muestra de compuesto 1 (mg/mL) X il o0 ul )
ibre

Se compararon los resultados con el compuesto A (% p/p) en los compuestos 1y 2, tal
como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6: Porcentaje de compuesto A libre mediante HPLC

ID Muestra Compuesto Compuesto A libre (%)
Sustancia
o 1 0.19
farmacéutica
2 0.07
Muestras 1 1.243
liofilizadas 2 0.261
Disoluci6
isolucién 1 1.166
de muestra
congelada
en acido
2 0.196
acético
glacial
Disolucion 1 4,621
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de muestra
ambiental en
. . 2 0.635
acido acético

glacial

La tabla 6 ilustra que en las muestras de compuesto 1 habia una degradacion
significativa durante el proceso de liofilizacion, ya que el % de compuesto A libre aumenté
hasta ~ 1.2%. Este aumento era equivalente a la disoluciéon congelada, lo que indica que la
degradaciéon se produjo principalmente en el proceso de preparacion de la disolucién. La
degradaciéon en la disolucion de compuesto 1 en acido acético glacial almacenada en
condiciones ambientales era mucho mayor que en condiciones congeladas. Sin embargo, no
hubo degradacion significativa en el li6filo y las disoluciones congeladas del compuesto 2,
mientras que la disolucion de compuesto 2 en acido acético glacial almacenada en
condiciones ambientales también mostré degradacion significativa.

Por tanto, se concluyd que las disoluciones de tanto compuesto 1 como 2 en acido
acético glacial eran estables durante el proceso de liofilizacion y el almacenamiento en
condiciones congeladas (-20 °C).

Se realiz6 un segundo procedimiento de liofilizacibn a pequefia escala sobre loa
compuestos 1y 2. Se prepararon disoluciones del compuesto 1 y 2 disolviendo 134.8 mg de
compuesto 1 en 1.348 mL de acido acético, y 143.2 mg de compuesto 2 en 1.432 mL de acido
aceético. Se tomaron 200 pL de cada disolucion para estudios de estabilidad ambiental y para
estudios de estabilidad de disoluciones congeladas. El resto de las disoluciones se secaron
por congelacion segun el procedimiento a continuacion en viales transparentes de 10 mL:

1. Enfriar hasta -40°C a lo largo de 2 horas
Mantener a -40°C durante 30 min
Hacer el vacio a 300mTorr a -40°C durante 1440 min (1 dia)

Elevar el anaquel hasta -35°C a lo largo de 1 dia
Calentar hasta 20°C a lo largo de un dia reduciendo la presion hasta 100mTorr

Mantener a 20°C a 100mTorr durante 2 horas.

N o s e N

Devolver a temperatura ambiental usando flujo de N; y cerrar los viales dentro
de la secadora por congelacion.

8. Descargar y sellar, almacenar en el congelador.

Se concluyd que las disoluciones de tanto compuesto 1 como 2 en acido acético
glacial eran estables durante el proceso de liofilizacion y el almacenamiento en condiciones
congeladas (-20 °C).

Objetivo
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Solo se continué con el compuesto 1 para el desarrollo adicional del producto. El
alcance de los estudios incluia la formulacién de una disoluciéon a granel que comprendia el
compuesto 1, el control de parametros criticos del proceso, compatibilidad de materiales y
liofilizacion. Se fabricaron tres lotes de laboratorio a escala completa de aproximadamente 160
viales/1.77 kg por lote. Se formulé el compuesto 1 como una disolucion 50 mg/mL en acido
acético glacial y se cargé a un volumen objetivo nominal de 10.0 mL en un vial de vidrio
transparente de tipo | de 50 mL para secar por congelacion para fabricar el producto
farmacolégico que contiene 500 mg de compuesto 1 en un vial de 50 mL, con o sin otros
excipientes.

Materiales

La tabla 7 enumera los materiales usados en los estudios. Todos los materiales
estaban dentro de sus fechas de caducidad asignadas.

Tabla 7: Lista de materiales

Materiales Dimensiones Proveedores
Compuesto 1 5 botellas (80 g cada una) N/A
1 botella (50 g)
Acido acético anhidro botellas de 1 L Rathburn
Tubo de silicio curado con DI de 0.125" Plasticos de rendimiento de
platino Saint-Gobain
Tubo de silicio curado con DI de 0.25" Plasticos de rendimiento de
platino Saint-Gobain
Junta de silicio curada con DI de 34" Productos de polimero de
platino precision
Nitrégeno ultrapuro UN1066 Aire-Gas
Boquilla de carga 316L SS DI de 1/8" Cole-Parmer (Overlook
Industries)
PVDF Millipak 20 Tamaiio de poro de 0.22 ym Millipore
Bolsa de contencion de 1 L A-Flex 20", Luer Y4" x V4" x ATMI/Pall Life Sciences
TK8, BPV 2D 1/8"
Equipo

Se uso el equipo enumerado en la tabla 8 en los estudios desde el desarrollo hasta los
lotes técnicos a escala completa. El pesado, mezclado y combinacion se realizaron en un
aislador purgado con nitrégeno para reducir la humedad en la atmésfera e inhibir la hidrélisis
del compuesto A a partir del compuesto 1. Se control6 el recipiente de compuesto a 18°C +
1°C para minimizar la hidrélisis de compuesto A a partir de compuesto 1 en &cido acético

durante la combinacién. Esta temperatura no podia establecerse demasiado baja debido al
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riesgo de que el acido acético se congelase. Se realizaron la filtracién y el llenado en la mesa
de laboratorio a temperatura ambiental.

Tabla 8: Lista de equipo

Equipo

Recipiente con camisa de vidrio de 2 L y 3 L (Chemglass)

Barras de agitacién recubiertas con teflon, DI de 2"y 3"

Agitador magnético VWR con pantalla digital

Unidad enfriadora VWR

Termoémetro Fisher

Aislador de muestreo

Balanza de carga superior

Balanza analitica

Bomba de filtro peristaltica Watson Marlow

Bomba de llenado peristaltica Watson Marlow, Flexicon

Secadora por congelacion de desarrollo Lyo Star I

Cierres de los recipientes

Los viales se lavaron a mano, se enjuagaron con agua destilada y se secaron en el
horno a 130°C durante 6 horas. Se equilibraron estos a temperatura ambiental antes de
someterse al llenado. Se usaron los tapones y sellos tal cual sin tratamiento adicional (tabla
9).

Tabla 9: Cierres de recipientes primarios

Componentes

Vial de 50 mL, corona de 20 mm, vial de tipo | de vidrio transparente no estéril, Schott, p/n
1097603

Tapon Flurotec lyo de 20 mm, West, listo para esterilizacion, p/n 19700033 o 19700041

Sello superior Flip-Off Matte de 20 mm, West, blanco, p/n 54202047

Proceso de fabricacion del lote final

Se combind la formulacién que comprendia el compuesto 1 a una concentracién de 50
mg/mL en &cido acético glacial segun la formula maestra en la tabla 10.

Calculos

El peso final del compuesto 1 se corrigid para la pureza (98.9%) a partir del certificado
de andlisis (CoA). El peso corregido se calcula tal como sigue:

@) calcular el peso de compuesto 1 requerido para el lote segun la formula
maestra en la tabla 10.

(b) para una disolucién de 100 mL, el peso del compuesto 1 = 100 mL (4.75/100)
=4.75¢g
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(© corregir para la pureza, peso del compuesto 1 = 4.75 + (98.9/100) = 4.8028 g.

Tabla 10: Dispensacién de la férmula maestra

Ingrediente Concentracion (mg/ml) | %p/pt
Compuesto 1 50 mg/mL 4.75
Acido acético glacial? Cs hastal mL Cs hasta el 100%

!Densidad de la formulacién = 1.0531 g/mL a 25°C.

’Densidad = 1.05 g/mL

Configuracién del equipo

(a) Todo el equipo (balanza, recipiente, mezcladora) se colocé dentro del aislador.
Se conectd un tubo de silicona del tanque de nitrdgeno a la entrada del aislador. Se abrié la
valvula de nitr6geno y se ajustd el regulador para mantener el flujo de nitrdgeno a
aproximadamente 200 SCFH (pie cubico convencional por hora).

(b) Se purg6 el aislador con gas nitrégeno puro durante no menos de 10 minutos,
y preferiblemente durante al menos 30 minutos y se mantuvo un flujo estacionario de
nitrégeno durante la duracion de la combinacién.

(© El recipiente de combinacion con camisa de vidrio y la mezcladora se
configuraron y se conectaron a la unidad enfriadora al recipiente.

(d) La temperatura del enfriador se estableci6 a 18°C y la carga alcanzé 18°C
antes de proceder.

Combinacion

(@) Se dispens6 un 90% de la cantidad de peso del lote de &cido acético glacial
anhidro al recipiente de vidrio.

(b) Se inici6 un mezclado lento entre 200 y 300 rpm.

(c) Se enfrié la disolucion de acido acético hasta una temperatura de 18°C y se
mantuvo la disolucidn a esa temperatura durante un minimo de 5 minutos.

(d) Se dispensé la cantidad pesada previamente corregida de compuesto 1 al
recipiente con mezclado continuo. Este punto se estableci6 como tiempo cero y el tiempo
objetivo total para un lote desde la adicion del compuesto 1 a acido acético hasta la colocacién
de las bandejas en la secadora por congelacion fue de hasta 7 horas como maximo, para
minimizar la generacion de compuesto A libre liberado.

(e) Se aumentd la velocidad de mezclado segun se necesitase para lograr la
disoluciéon completa del compuesto 1.

® Se afadié acido acético glacial al peso del lote y se mezclé la disolucién
durante 10 min adicionales.

(9) En esta fase se tomé la muestra de tiempo cero (2 X 10 mL) para analizar el
aspecto, la densidad, la osmolalidad, pruebas de ensayo e impurezas. Se diluyd la muestra
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hasta una concentracion de 1 mg/mL en dimetilacetiamida (DMA) segun el método de HPLC

descrito anteriormente. Todas las muestras se taparon y se almacenaron a -20°C.

Filtracién
€) Se filtré la disolucién inmediatamente después de su preparacion.
(b) Se conecté el tubo de silicona de DI de 0.25" del recipiente a 2 filtros Millipak

20 conectados en tdndem. EIl tubo de silicona se dirigi6 a través del cabezal de bomba
peristéltica y se conect6 a la salida del tubo a una bolsa de contencién (TK8) o botella de
vidrio Pyrex.

(c) La disolucién que comprendia el compuesto 1 se filtr6 por la bomba
lentamente dentro del recipiente de recepcién desechando el volumen de 10 a 20 mL inicial.

(d) Se tomé una muestra tras el filtro para las pruebas de ensayo e impurezas. Se
diluy6 la muestra hasta una concentracion de 1 mg/mL en dimetilacetiamida (DMA) segun el
método de HPLC descrito anteriormente. La muestra se tap6 y se almacené a -20°C.

Llenado del producto

@) Se determind la precision de llenado del producto a temperatura ambiental
usando la bomba peristaltica.

(b) Se midio la densidad de la disolucién a temperatura ambiental y se fij6 el peso
de llenado basandose en 10 mL nominales/vial.

(©) Se llenaron los viales al peso de llenado objetivo. Cada vial se tapd
parcialmente e inmediatamente se cargd sobre la secadora por congelacién una vez que la
bandeja se llena.

(d) Se tomaron dos viales de muestra de 10 mL al final del llenado para
determinar el ensayo y las impurezas. La muestra se desactivdé inmediatamente con DMA (1
mg/mL) y se almacené a -20°C.

Secado por congelacién

El proceso de secado por congelacion final en la tabla 11 se aplicé a tres lotes
técnicos. Los viales de producto se cargaron a una temperatura de anaquel de 5°C. se realiz
la congelacion a una velocidad de rampa mas lenta de 0.2°C/min. Se sublimé el acido acético
congelado usando una rampa de desde -30°C hasta -20°C a lo largo de 30 horas, luego
estatico a -20°C durante 55 horas durante el secado primario a una presién de vacio de 100
mTorr. Cualquier disolvente restante se elimind a través de desorcion a 25°C y presién
reducida de 20 mTorr durante 12 horas de secado secundario. Todos los viales se llenaron de
nuevo con nitrégeno antes de tapar a una presién de vacio de 700 Torr y se almacenaron a la
temperatura de almacenamiento recomendada de -20°C. La presion de nuevo llenado (700
Torr) se mantuvo a casi el nivel atmosférico (760 Torr) para mantener una ligera presion de

vacio dentro del vial con el fin de garantizar la integridad del cierre del recipiente de vial
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tapado. El parametro de presién de vacio (20 mTorr) antes de llenar de nuevo en la tabla 11

se refiere a establecer una presion de vacio antes del inicio del proceso de volver a llenar, que

se corresponde con la presién de vacio de secado secundario de 20 mTorr.

Tabla 11: Proceso de secado por congelacion

Punto
Fase de carga de producto establecido del 5°C
anaquel
Fase de tratamiento térmico
Tiempo de
Modo de control | Temperatura | ]
Etapa Tiempo de rampa (Min) | empapado
de etapas S.P. (°C) )
(Min)
1 Normal -30 175 90
2 Normal -5 50 240
3 Normal -30 125 90
Condensador
.| Condensador SP -50 N/A N/A
por congelacién
Evacuar Evacuar SP a 100 mT
Fase de secado primario
Rampa Tiempo de | Vac. Cont.
Modo de control | Temperatura )
Etapa Tiempo empapado SP
de etapas S.P. (°C) ) ]
(Min) (Min) (mT)
1 Normal -30 0 60 100
2 Normal -20 1800 3320 100
Prueba de elevacion de la presion N/A No
Fase de secado secundario
Etapa Modo de control | Temperatura Rampa Tiempo de | Vac. Cont.
de etapas S.P. (°C) Tiempo empapado SP
(Min) (Min) (mT)
1 Normal 25 520 720
Prueba de elevacion de la presion N/A No
Fase de tapado
Punto establecido del anaquel | -20 °C
Vacio antes de volver a llenar | 20 mT
Volver a llenar antes de tapar | Si
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Modo de tapado Manual

Se analiz6 el producto liofilizado final para determinar el aspecto, ensayo, impurezas,
contenido en agua, disolvente residual (acido acético), reconstitucion (tiempo, aspecto, pH,
recuento de particulas y tamafio de particula).

Resultados:

Lote técnico 1

El tamafio de lote total, incluyendo el acido acético y el compuesto 1, era de 1.770 kg.
Se realizé un mantenimiento de cinco horas a 18°C antes de que la disolucién se filtrase, se
llenase y se cargase en el liofilizador para imitar el tiempo de procesamiento esperado del
tamafo de lote de GMP (~23 kg). El tiempo de proceso total desde el comienzo de la adicién
del compuesto 1 al acido acético fue de seis horas y 38 minutos. Se disolvié el compuesto 1
completamente en el plazo de 12 minutos. El aspecto de la torta de liofilizacion era liso,
compacto y blanquecino. Las tablas 12-17 proporcionan la caracterizacién del lote técnico 1.
Se reconstituyo el lote técnico 1 en un tampdn citrato 50 mM (pH 5) en dextrosa al 5% (p/p)
(acido citrico monohidratado 3.68 mg/mL, citrato de sodio dihidratado 9.56 mg/mL y dextrosa
anhidra 50 mg/mL). Un diluyente o disolvente alternativo es un tampon acetato 100 mM (pH 5)
en dextrosa al 2.5% (p/p) (4cido acético 1.76 mg/mL, acetato de sodio anhidro 5.78, dextrosa
anhidra 25 mg/mL).

Tabla 12: Datos de reconstitucion del lote técnico 1

) Tiempo hasta completar la|
Vial n.° Aspecto Volumen (mL) ] » ] pH
disolucion (min)

Disolucién transparente,
1 color amarillo claro, libre de 20 5.41 5.04

particulas visibles

Disolucién transparente,
2 color amarillo claro, libre de 20 5.23 5.04

particulas visibles

Tabla 13: Impurezas del lote técnico 1 (% de area)

% de
) Ensayo % de | %de imp. %de | %de | %de
% libre % del | ) ] ] ]
Comp. A imp. imp. | (Comp.| imp. imp. imp.
Muestra | Comp. total
A (% de la | RRT- | RRT- A) RRT- | RRT- | RRT-
mp.
etiqueta) P 0.17 0.42 RRT- 0.58 0.82 0.89
0.532
T=30
ND 99.21 0.31 0.31
(Antes del
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filtro)
Después
_ 0.24 99.86 0.59 0.10 0.21 0.28
del filtro
Final del
llenado
0.22 99.67 0.53 0.06 0.19 0.82
(6 h,14
min)
Vial de
liofilizacion| 0.28 | 106.29 | 0.62 0.09 0.25 0.28
1
Vial de
liofilizacion 0.28 99.59 0.65 0.11 0.25 0.29
2
Tabla 14: Humedad residual en el lote técnico 1
% de agua (p/p) )
Muestra Peso de latorta (g) (KF) % de agua promedio (p/p)
1 0.5230 0.0040
0.0031
2 0.5011 0.0021

Tabla 15: Disolvente residual en el lote técnico 1

Muestra

% de acido acético (p/p)

% de acido acético

(HPLC) promedio (p/p)
Final del secado primario,
_ 7.81
vial 1
: _ 8.17
Final del secado primario,
_ 8.52
vial 2
Secado secundario, vial 1 0.05 0.05
Secado secundario, vial 2 0.04 '
Vial de liofilizacion 1 0.01
0.01
Vial de liofilizacion 2 0.01
Tabla 16: Recuento de particulas del lote técnico 1 (USP <788>)!
Especificacién USP Particulas Numero de Numero de
(particulas/recipiente) promedio particulas/mL particulas/vial

acumuladas en 5
mL (n =3)

6000 particulas = 10 ym

156.33

31.3

322
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600 particulas = 25 ym

0.67

0.1

12 viales agrupados, 40 mL en total

Tabla 17: Tamafio de particula del lote técnico 1 (Malvern ZetaSizer Nano-ZS90) a

25°C
Muestra Promedio Z PDI
d.nm
18.87 0.281
Bandeja superior 18.77 0.279
18.57 0.280
18.20 0.234
Bandeja inferior 17.85 0.228
18.57 0.280

Lote técnico 2

Se combinaron un lote de 1.681 L (1.77 kg) de compuesto 1 y &cido acético, se
filtraron, se llenaron y se liofilizaron usando el mismo proceso y tiempos que los explicados
anteriormente para el lote técnico 1. El tiempo de proceso total desde la dispensacion del
compuesto 1 hasta el inicio de la liofilizacion fue de seis horas y 53 minutos. El tiempo hasta
completar la disolucion del compuesto 1 estaba dentro de 15 minutos. El llenado objetivo para
el lote era de 10.3 mL/vial (10.85 g/vial, densidad 1.0531). El aspecto de la torta de liofilizacién
era liso, compacto, blanquecino y consistente con el aspecto del lote técnico 1 y las

25

30

35

especificaciones. La tabla 18 resume las impurezas encontradas en el lote técnico 2.

Tabla 18: Impurezas del lote técnico 2 (% de area)

Ensayo
Comp. de _ Imp. _ . .
Comp.1 | %libre % de imp.|% de imp.|% de imp
Muestra ensayo 1 totales
(% dela |Comp. A RRT-0.42| RRT-054 |RRT-0.83
(mg/mL)| (%)
etiqueta)
T=30
] 49.5 99.1 ND 0.26 0.26
(Antes del filtro)
Después del filtro]  50.2 100.5 0.09 0.39 0.05 0.09 0.25
Final del llenado 50.5 101.4 0.12 0.42 0.06 0.11 0.25

Lote técnico 3

Se combinaron un tamafio de lote de 1.681 L (1.77 kg) de compuesto 1 y &cido

acético, se filtraron, se llenaron y se liofilizaron usando el mismo proceso y tiempo que los
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explicados anteriormente para el lote técnico 1 y 2. El tiempo de proceso total desde la

dispensacion del compuesto 1 hasta el inicio de la liofilizaciéon fue de 6 horas y 47 minutos. El

tiempo hasta completar la disolucion del compuesto 1 estaba dentro de 15 minutos. El llenado

objetivo para el lote era de 10.3 mL/vial (10.85 g/vial, densidad 1.0531 g/mL). Los resultados

eran casi del 100% para el ensayo de todas las muestras con impurezas totales por debajo del

0.5%. El aspecto de la torta de liofilizacién del lote técnico 3 era una torta lisa, compacta,

blanquecina consistente con el aspecto de los lotes técnicos 1 y 2. La tabla 19 resume las

impurezas del lote técnico 3.

Tabla 19: Impurezas del lote técnico 3 (% de area)

Ensayo
Comp. de Ensayo ) Imp. % de% de )
Comp. 1 % libre i i % de imp
Muestra lensayo 1 Comp. A totales |imp. imp.
(% de 4 Comp. A RRT-0.83
(mg/mL) | (mg/mL) (%) RRT-0.42 RRT-054
etiqueta)
T=30
(Antes  149.9 09.8 ND ND 0.27 0.27
del filtro)
Después
_ 49.9 09.8 0.02 0.15 0.46 0.07 0.13 0.26
del filtro
Final del
50.0 100.1 0.02 0.15 0.47 0.08 0.13 0.26
llenado




