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LIPIDOS DE AMINA IONIZABLES Y NANOPARTICULAS LIPIDICAS

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente provisional
estadounidense n.° 62/838,551, presentada el 25 de abril de 2019, y la solicitud de patente
provisional estadounidense n.° 62/843,854, presentada el 6 de mayo de 2019, cuyos contenidos se
incorporan a la presente mediante esta referencia.

Antecedentes

Las nanoparticulas lipidicas que se formulan con lipidos con amina ionizables pueden servir
como vehiculos de carga para la administracién de sustancias biolégicamente activas, en particular
polinucleétidos, tales como ARN, ARNm y ARN guias en las células. Las composiciones de LNP
(por su sigla en inglés) que contienen lipidos ionizables pueden facilitar la administracién de agentes
con oligonucleétidos a través de la membrana celular, y se pueden usar para introducir componentes
y composiciones para la edicién génica en células vivas. Las sustancias biolégicamente activas que
son particularmente dificiles de administrar a las células incluyen proteinas, farmacos con base en
acido nucleico y derivados de estos, particularmente farmacos que incluyen oligonucle6tidos
relativamente grandes, tales como ARNm. Las composiciones para la administracion de tecnologia
prometedora de edicidn génica a las células, tal como la administracion de componentes del sistema
CRISPR/Cas9, son de particular interés (por ejemplo, ARNm que codifica una nucleasa y ARN guia
asociado (ARNQ)).

Se necesitan composiciones para administrar la proteina y componentes de acido nucleico
de CRISPR/Cas a una célula, tal como una célula en un paciente. En particular, son de particular
interés las composiciones para administrar ARNm que codifica el componente de la proteina
CRISPR y para administrar ARNg de CRISPR. También son de particular interés las composiciones
con propiedades utiles para la administracion in vitro e in vivo que pueden estabilizar y administrar
componentes de ARN.

Breve compendio

La presente descripcion proporciona lipidos que contienen amina que son Utiles para la
formulacion de composiciones con nanoparticulas lipidicas (LNP). Tales composiciones de LNP
pueden tener propiedades ventajosas para la administracion a las células de cargas de acido

nucleico, tal como componentes de edicion génica de CRISPR/Cas.
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En algunas modalidades, el lipido es un compuesto que tiene una estructura de la Férmula

o}
R%N/Xz\x“xs\o/w\?o)]\YVQYZ%R“
R3 o
RG\r 22\21&0
R® (In,
en donde

X' es O, NR! o un enlace directo;
X2 es alquileno Cs.s,
X3 es C(=0), o un enlace directo;
R! es H 0 Me,
R3 es alquilo Ci.3,
R? es alquilo C1.3, 0
R?, junto con el &tomo de nitrégeno al que esta unido y 1-3 atomos de carbono de X2 forman un
anillo de 4, 5 o0 6 miembros, o
X! es NR?, Ry R? junto con los atomos de nitrégeno a los que estan unidos forman un anillo de 5 o
6 miembros, o
R? junto con R®y el a&tomo de nitrégeno al que esta unido forman un anillo de 5, 6 o 7 miembros.
Y! es alquileno Cs.12,
% 0
- —
Y? se selecciona de g_/_\ﬂﬂ (en cualqui i i6 oug '
quier orientacion), (en cualquier
o)

M~

orientacion), y (en cualquier orientacion),
nes0a 3,
R* es alquilo Cj.1s,

Z* es alquileno Ci.6 0 un enlace directo,
o)

M

Z%es (en cualquier orientacién) o esta ausente, siempre que si Z! es un enlace directo,
Z? esta ausente;
R°® es alquilo Cs.9 0 alcoxi Ce-10,

R® es alquilo Cs 0 alcoxi Ce.10,



W es metileno o un enlace directo, y
R’ es H o Me,
o una sal de este,

siempre que si R®y R? son alquilos C,, X! es O, X? es alquileno Cs lineal, X2 es C(=0), Y! es

R4

alquileno Cs lineal, (Y?),-R* es % , R* es alquilo Cs lineal, Z* es alquileno C,, Z2
esta ausente, W es metileno, y R” es H, entonces R® y R® no son alcoxi Cs.

En determinadas modalidades, el lipido es un compuesto que tiene una estructura de la
Formula I
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X! es O, NR?! o un enlace directo;
X? es alquileno Cys,
X3 es C(=0), o un enlace directo,
R! es H o Me,
R2 es alquilo Ci.3,
R? es alquilo C1.3, 0
R?, junto con el &tomo de nitrégeno al que esta unido y 1-3 atomos de carbono de X2 forman un
anillo de 4, 5 o0 6 miembros, o
X! es NRY, Ry R? junto con los &tomos de nitrégeno a los que estan unidos forman un anillo de 5 o
6 miembros, o
R? junto con R3y el &tomo de nitrégeno al que esta unido forman un anillo de 5, 6 o 7 miembros.
Y! es alquileno Cs.12,
0
— :
Y? se selecciona de TN N , U (en cualquier orientacion), y
o)

o

R* es alquilo C3s,

(en cualquier orientacion),

Z* es alquileno C1.6 0 un enlace directo,



(@)

o

esta ausente,

Z%is (en cualquier orientacién) o ausente, siempre que si Z! es un enlace directo, Z?
R es alquilo Cs.9 0 alcoxi Ce.10,

R® es alquilo Cs. 0 alcoxi Ce.1o,

W es metileno o un enlace directo, y

R’ es H o Me,

0 una sal de este,

siempre que si R® y R? son alquilos Cz, X! es O, X? es alquileno Cs lineal, X2 es C(=0), Y! es

alquileno Cg lineal, Y2 es E/\:/\:/\;, R* es alquilo C, lineal, Z* es alquileno C,, Z? esta
ausente, W es metileno, y R” es H, entonces R®y R® no son alcoxi Cs.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier compuesto descrito
en la presente, en donde la pKa de la forma protonada del compuesto es de alrededor de 5,1 a
alrededor de 9,0, por ejemplo de alrededor de 5,7 a alrededor de 7,6, o de alrededor de 6 a alrededor
de 7,5.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con una composicion que
comprende cualquier compuesto descrito en la presente y un componente lipidico, por ejemplo, que
comprende de alrededor de 50 % (por ejemplo, alrededor de 50 % del componente lipidico) de un
compuesto descrito en la presente y un componente lipidico, por ejemplo, un lipido de amina,
preferentemente un compuesto de la Férmula (1) o la Férmula (l1).

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicion descrita
en la presente, en donde la composicion es una composicién de LNP. Por ejemplo, la invencion se
relaciona con una composicion de LNP que comprende cualquier compuesto descrito en la presente
y un componente lipidico. En determinadas modalidades, la invencién se relaciona con cualquier
composicion de LNP descrita en la presente, en donde el componente lipidico comprende un lipido
auxiliar y un lipido PEG. En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier
composicion de LNP descrita en la presente, en donde el componente lipidico comprende un lipido
auxiliar, un lipido PEG y un lipido neutro. En determinadas modalidades, la invencién se relaciona
con cualquier composicion de LNP descrita en la presente, que comprende ademas un crioprotector.
En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita
en la presente, que comprende ademas un amortiguador.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicién de LNP
descrita en la presente, que comprende ademas un componente de acido nucleico. En determinadas

modalidades, la invencién se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente,
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que comprende ademés un componente de ARN o ADN. En determinadas modalidades, la invencion

se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente, en donde la composicion de
LNP tiene un cociente de N/P de alrededor de 3-10, por ejemplo el cociente de N/P es de alrededor
de 6 £ 1, o el cociente de N/P es de alrededor de 6 * 0,5. En determinadas modalidades, la invencion
se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente, en donde la composicion de
LNP tiene un cociente de N/P de alrededor de 6.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicién de LNP
descrita en la presente, en donde el componente de ARN comprende un ARNm. En determinadas
modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente,
en donde el componente de ARN comprende un agente de union a ADN guiado por ARN, por
ejemplo, un ARNm de nucleasa Cas, tal como un ARNm de nucleasa Cas clase 2 o un ARNm de
nucleasa Cas9.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicién de LNP
descrita en la presente, en donde el ARNm es un ARNm modificado. En determinadas modalidades,
la invencién se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente, en donde el
componente de ARN comprende un acido nucleico ARNg. En determinadas modalidades, la
invencioén se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente, en donde el &cido
nucleico de ARNg es un ARNg.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con una composicion de LNP
descrita en la presente, en donde el componente de ARN comprende un ARNm de nucleasa Cas de
clase 2 y un ARNg. En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier
composicion de LNP descrita en la presente, en donde el &cido nucleico ARNg es o codifica un ARN
doble guia (ARNgd). En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier
composicion de LNP descrita en la presente, en donde el acido nucleico ARNg es o codifica un ARN
guia simple (ARNgs).

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicién de LNP
descrita en la presente, en donde el ARNg es un ARNg modificado. En determinadas modalidades,
la invencion se relaciona con cualquier composicion de LNP descrita en la presente, en donde el
ARNg modificado comprende una modificacion en uno o mas de los primeros cinco nucle6tidos en
un extremo 5’. En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicion
de LNP descrita en la presente, en donde el ARNg modificado comprende una modificacién en uno
0 mas de los ultimos cinco nucledtidos en un extremo 3'.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier composicion de LNP

descrita en la presente, que comprende ademas al menos un acido nucleico como plantilla.
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En determinadas modalidades, la invencién se relaciona con un método de edicion

génica, que comprende poner en contacto una célula con una LNP. En determinadas
modalidades, la invencién se relaciona con cualquier método de edicion génica descrito en
la presente, que comprende escindir ADN.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con un método para escindir
ADN, que comprende poner en contacto una célula con una composicién de LNP. En
determinadas modalidades, la invencién se relaciona con cualquier método para escindir
ADN descrito en la presente, en donde la etapa de escisibn comprende introducir una
muesca de ADN monocatenario. En determinadas modalidades, la invencion se relaciona
con cualquier método para escindir ADN descrito en la presente, en donde la etapa de
escision comprende introducir una ruptura de ADN bicatenario. En determinadas
modalidades, la invencion se relaciona con cualquier método para escindir ADN descrito en
la presente, en donde la composicion de LNP comprende un ARNm de Cas clase 2 y un
acido nucleico de ARNg. En determinadas modalidades, la invencién se relaciona con
cualquier método para escindir ADN descrito en la presente, que comprende ademas
introducir al menos un acido nucleico como plantilla en la célula. En determinadas
modalidades, la invencion se relaciona con cualquier método para escindir ADN descrito en
la presente, que comprende poner en contacto la célula con una composicion de LNP que
comprende un acido nucleico como plantilla.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier método de
ediciébn génica descrito en la presente, en donde el método comprende administrar la
composicion de LNP a un animal, por ejemplo, un ser humano. En determinadas
modalidades, la invencién se relaciona con cualquier método de edicion génica descrito en
la presente, en donde el método comprende administrar la composiciéon de LNP a una célula,
por ejemplo, una célula eucariota.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier método de
edicién génica descrito en la presente, en donde el método comprende administrar ARNm
formulado en una primera composicion de LNP y una segunda composicion de LNP que
comprende uno o mas de un ARNm, un ARNg, un acido nucleico de ARNg y un &cido
nucleico plantilla. En determinadas modalidades, la invencién se relaciona con cualquier
método de edicion génica descrito en la presente, en donde la primera y la segunda
composicion de LNP se administran en forma simultanea. En determinadas modalidades, la
invencién se relaciona con cualquier método de edicion génica descrito en la presente, en
donde la primera y la segunda composicion de LNP se administran en forma consecutiva. En

determinadas modalidades, la invencién se relaciona con cualquier método de edicidn génica
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descrito en la presente, en donde el método comprende administrar el ARNm y el acido nucleico de

ARNg formulados en una Unica composicion de LNP.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier método de edicion
génica descrito en la presente, en donde la edicion génica produce una inactivacion génica.

En determinadas modalidades, la invencion se relaciona con cualquier método de edicion

génica descrito en la presente, en donde la edicion génica produce una correccién génica.

Breve descripcién de las fiquras

La Figura 1A es una grafica en la que se muestra el porcentaje de edicion de TTR en células
hepéaticas de ratdn luego de la administracién con LNP que comprenden el Compuesto 1, Compuesto
29, Compuesto 31 o Compuesto 32. También se muestran los datos de la respuesta a la dosis.
Véase el Ejemplo 122.

La Figura 1B es una grafica en la que se muestra el porcentaje de edicion de TTR en células
hepaticas de ratén luego de la administracién con LNP que comprenden el Compuesto 1, Compuesto
40, Compuesto 53 o Compuesto 54. También se muestran los datos de la respuesta a la dosis.
Véase el Ejemplo 122.

La Figura 1C es una gréfica en la que se muestra el porcentaje de edicion de B2My TTR en
células hepéticas de raton luego de la administracién con LNP que comprenden el Compuesto 1 o
el Compuesto 59. También se muestran los datos de la respuesta a la dosis. Véase el Ejemplo 122.

La Figura 1D es una gréfica en la que se muestra el porcentaje de edicion de TTR en células
hepaticas de ratdn luego de la administracién con LNP que comprenden el Compuesto 1, Compuesto
24, Compuesto 59, Compuesto 61 o Compuesto 94. También se muestran los datos de la respuesta
a la dosis. Véase el Ejemplo 122.

La Figura 2 es una grafica en la que se muestra el porcentaje de edicion de TTR en células
hepaticas de ratdn luego de la administracién con LNP que comprenden el Compuesto 1, Compuesto
100, Compuesto 101, Compuesto 102 o Compuesto 103. Véase el Ejemplo 123.

La Figura 3 es una grafica en la que se muestra el porcentaje de edicion de TTR en células
hepaticas de ratdn luego de la administracién con LNP que comprenden el Compuesto 1, Compuesto
114, Compuesto 115 o Compuesto 116. Véase el Ejemplo 123.

La Figura 4 es una grafica en la que se muestra el porcentaje de edicion de TTR en células
hepaticas de rata luego de la administracion con LNP que comprenden el Compuesto 1, Compuesto
12, Compuesto 59 o Compuesto 94. Se muestran los datos de la respuesta a la dosis. Véase el
Ejemplo 125.



Descripcion Detallada

En la presente descripcion se proporcionan lipidos, en particular lipidos ionizables, que son
dtiles para administrar las sustancias biol6gicamente activas, inclusive acidos nucleicos, tal como
ARN componentes de CRISPR/Cas (la «carga»), a una célula, y métodos para preparar y usar tales
composiciones. Los lipidos y sales farmacéuticamente aceptables de estos se proporcionan
opcionalmente como composiciones que comprenden los lipidos, inclusive las composiciones de
LNP. En determinadas modalidades, la composicion de LNP puede comprender una sustancia
biolégicamente activa, por ejemplo, un componente de ARN, y un componente lipidico que incluye
un compuesto de la Férmula (I) o (I), tal como se define en la presente. En determinadas
modalidades, el componente de ARN incluye un ARN. En algunas modalidades, los lipidos se usan
para administrar un agente biol6égicamente activo, por ejemplo, un ARNm a una célula tal como una
célula hepética. En determinadas modalidades, el componente de ARN incluye un ARNg y
opcionalmente un ARNm que codifica una nucleasa Cas de clase 2. También se proporcionan los
métodos de edicidn génica y los métodos para crear células modificadas genéticamente con estas

composiciones.

Composiciones de nanoparticulas lipidicas

En la presente se describen diversas composiciones de LNP para administrar agentes
biol6gicamente activos, tales como &cidos nucleicos, por ejemplo, ARNm y ARNg, que incluyen
cargas de CRISPR/Cas. Tales composiciones de LNP incluyen un «lipido con amina ionizable»,
junto con un lipido neutro, un lipido PEG y un lipido auxiliar. «<Nanoparticula lipidica» o «LNP» hace
referencia, sin limitar el significado, a una particula que comprende multiples componentes de LNP
(es decir, mas de uno) que se asocian en forma fisica entre si mediante fuerzas intermoleculares.
Lipidos

La descripcion proporciona lipidos que se pueden usar en composiciones de LNP. En

algunas modalidades, el lipido es un compuesto que tiene una estructura de la Férmula Il

O

R%N/Xz\x1/xio/w\?o)1\v1/wzjq R4
R3 o
Rﬁ\r 22\21&0
R® (I,
donde

X! es O, NR! o un enlace directo,

X? es alquileno Cys,



X2 es C(=0), o un enlace directo,

R!es H o Me,

R3 es alquilo Cy.,

R? es alquilo C13, 0

R?, junto con el atomo de nitrégeno al que esta unido y 1-3 atomos de carbono de X2 forman un
anillo de 4, 5 0 6 miembros, 0

X! es NR?Y, Rty R? junto con los &tomos de nitrégeno a los que estan unidos forman un anillo de 5 o
6 miembros, o

R? junto con R3y el &tomo de nitrégeno al que esta unido forman un anillo de 5, 6 0 7 miembros.

Y! es alquileno Cs.12,
_<°
A I
Y? se selecciona de § = (en cualquier orientacion), _\=/‘§ (en cualquier

O

M

orientacion), y (en cualquier orientacion),
nesOa3,
R* es alquilo Cj.1s,

Z! es alquileno C16 0 un enlace directo,
o}

M~

Z? esta ausente;

Z%es (en cualquier orientacién) o esta ausente, siempre que si Z! es un enlace directo,
R® es alquilo Cs.s 0 alcoxi Ce.10,

R® es alquilo Cs.9 0 alcoxi Ce.-10,

W es metileno o un enlace directo, y

R’ es H o Me,

o una sal de este,

siempre que si R® y R? son alquilos C;, X! es O, X? es alquileno Cs lineal, X3 es C(=0), Y! es

R4
alquileno Cs lineal, (Y?),-R* es L N N , R* es alquilo Cs lineal, Z* es alquileno C,, Z?
esta ausente, W es metileno, y R’ es H, entonces R® y R® no son alcoxi Cs.
En algunas modalidades, n es 1 a 3, por ejemplo, n es 1. En determinadas modalidades, n

es 2. En algunas modalidades, n es 3.
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En determinadas modalidades, el lipido es un compuesto que tiene una estructura de la

Formula (1):
o)
R7
RZ X2 ..X%_ __w Y2,
NTT x0T OJ\W R*
R3
0
R6 72
R® 0]

X! es O, NR! o un enlace directo,

X? es alquileno Cys,

X2 es C(=0), o un enlace directo,

R!es H o Me,

R3 es alquilo Cy.,

R? es alquilo C15, 0

R?, junto con el atomo de nitrégeno al que esta unido y 1-3 atomos de carbono de X? forman un
anillo de 4, 5 o0 6 miembros, o

X! es NRY, Ry R? junto con los &tomos de nitrégeno a los que estan unidos forman un anillo de 5 o
6 miembros, o

R? junto con R3y el &tomo de nitrégeno al que esta unido forman un anillo de 5, 6 o 7 miembros.

Y! es alquileno Cs.12,
o)

0
Y2 se selecciona de ¥ N—"">—" ¥ Ug (en cualquier orientacién), y
o)

o

R* es alquilo Cs.1s,

(en cualquier orientacion),

Z* es alquileno C1.6 0 un enlace directo,
)

o

estd ausente,

Z% es (en cualquier orientaciéon) o ausente, siempre que si Z! es un enlace directo, Z2
R® es alquilo Cs.¢ 0 alcoxi Ce.10,

R® es alquilo Cs9 0 alcoxi Ce.10,

W es metileno o un enlace directo, y

R” es H 0 Me,
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0 una sal de este,

siempre que si R®y R? son alquilos C,, X! es O, X? es alquileno Cs lineal, X2 es C(=0), Y! es

alquileno Cg lineal, Y2 es Ei/\:/\:/\f, R* es alquilo C4 lineal, Z* es alquileno C,, Z2 esta
ausente, W es metileno, y R’ es H, entonces R® y R® no son alcoxi Cs (p. €j. el compuesto no es el
Compuesto 1).

Preferiblemente, el compuesto es un compuesto que tiene una estructura de Formula (1)

siempre que si R®y R? son alquilos C;, X* es O, X? es alquileno Cs lineal, X3 es C(=0), Y es alquileno

Cs lineal, Y? es % — — 5, R* es alquilo C4 lineal, Z* es alquileno C,, Z? esta ausente, W
es metileno, y R’ es H, entonces R® y R® no son alcoxi Ce.10.

En algunas modalidades, el compuesto es un compuesto de la Formula (l1a):

© 0

R7
RZ2  x2 J\ W. /[k V2
\'Tl/ \X1 O/ 0 Y1/ \R4
R3

R6 72
\( \Z1 0
R® (1a).

R%N/xix1,x’°‘\

o/W\ﬁﬁ
En algunas modalidades, R se selecciona de
0

o) ( j\ Py
R T o = TS

(0] 0O 0]
o ~ N
Sy T Y T

En algunas modalidades X? es alquileno C:lineal, o alquileno Cs lineal, o alquileno C4lineal.
En otras modalidades, R® es alquilo C; o alquilo Co.

En determinadas modalidades, R? es alquilo C; o alquilo C.. En algunas otras modalidades,
R? junto con el atomo de nitrégeno y 1-2 atomos de carbono de X? forman un anillo de 5 miembros.
Alternativamente, R?, junto con el &tomo de nitrégeno y 1-3 &tomos de carbono de X? pueden forman

un anillo de 6 miembros.
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En incluso otras modalidades, R? y R® junto con el &tomo de nitrégeno forman un anillo de 5

miembros. En determinadas modalidades, X* es NH o es un enlace directo.

En algunas modalidades Y?* es alquileno Cs.y lineal, tal como un alquileno Ca. lineal, por

ejemplo un alquileno Cs.; lineal.

En determinadas modalidades R* es alquilo Ca.14 lineal, preferentemente un alquilo Ce.12

lineal.
En algunas modalidades, Z! es alquileno C. lineal.

En determinadas modalidades R® y R® son cada uno independientemente alquilo Cs.o lineal,

tal como un alquilo Ceg lineal.
En algunas modalidades, R® y R® son cada uno independientemente alcoxi C+. lineal.

En determinadas modalidades, R®> y R® son idénticos. Alternativamente, R® y R® son

diferentes.

e}
En algunas modalidades, Y? es Ug . En otras modalidades, Y? es
o} o)

o M

. En algunas modalidades, Y* es alquileno C; lineal, Y? es Kt o ,heslyR*es
alquilo Cyo lineal.

o

M

En determinadas modalidades, Z? es

En algunas modalidades, Z%, Z? y R® se seleccionan para formar una cadena lineal de 6-18

atomos, incluidos los atomos de carbono y oxigeno del éster y el acetal.

En algunas modalidades, Y?, Y? y R* se seleccionan para formar una cadena lineal de 14-24

atomos, incluidos los atomos de carbono y oxigeno del éster.
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Los compuestos representativos de la Formula (Il) incluyen:
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0 una sal de estos, tal como una sal farmacéuticamente aceptable de estos. En determinadas
modalidades, al menos 75 % del compuesto con la Férmula (1) o (1) de las composiciones lipidicas
formuladas tal como se describe en la presente se elimina del plasma del sujeto dentro de 8, 10, 12,
24,048 horas, 03, 4,5, 6, 7, 0 10 dias después de la administracion. En determinadas modalidades,
al menos 50 % de las composiciones lipidicas que comprenden un compuesto de la Formula (1) o
(), tal como se describe en la presente, se elimina del plasma del sujeto dentro de 8, 10, 12, 24 o
48 horas, 0 3, 4, 5, 6, 7 0 10 dias después de la administracion, lo que puede determinarse, por
ejemplo, al medir un lipido (por ejemplo, un compuesto de la Formula (1), o (1)), ARN (por ejemplo,
ARNmM), u otro componente en el plasma. En determinadas modalidades, se mide el lipido libre en
oposicion al lipido encapsulado del ARN o el componente de &cido nucleico de la composicion

lipidica.
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La eliminacion de lipidos puede medirse de la forma descrita en la bibliografia. Véase Maier,

M.A., et al. Biodegradable Lipids Enabling Rapidly Eliminated Lipid Nanoparticles for Systemic
Delivery of RNAI Therapeutics. Mol. Ther. 2013, 21(8), 1570-78 («Maier»). Por ejemplo, en Maier,
se administraron sistemas de LNP de ARNip que contenian ARNIp dirigido a luciferasa a ratones
C57BIl/6 machos de seis a ocho semanas de edad por medio de inyeccion intravenosa por bolo de
0,3 mg/kg en la vena lateral de la cola. Se recogieron muestras de sangre, higado y bazo 0,083,
0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 96 y 168 horas después de la dosis. Se perfundieron los ratones con
solucion salina antes de recoger el tejido y las muestras de sangre se procesaron para obtener
plasma. Todas las muestras se procesaron y analizaron mediante LC-MS. Ademas, Maier describe
un procedimiento para evaluar la toxicidad después de la administracion de las composiciones de
LNP-ARNip. Por ejemplo, un ARNip dirigido a luciferasa se administr6 a 0, 1, 3, 5y 10 mg/kg (5
animales/grupo) por medio de una Unica inyeccion intravenosa en bolo con un volumen de dosis de
5 mL/kg a ratas Sprague-Dawley macho. Después de 24 horas, se obtuvo alrededor de 1 mL de
sangre de la vena yugular de animales conscientes y se aislé el suero. 72 horas después de la dosis,
todos los animales se sacrificaron para realizar la necropsia. Se realizé la evaluacién de los signos
clinicos, peso corporal, quimica del suero, pesos de los 6rganos e histopatologia. Aunque Maier
describe métodos para evaluar las formulaciones de LNP-ARNip, estos métodos pueden aplicarse
para evaluar la eliminacién, farmacocinética y toxicidad de las composiciones lipidicas, tal como las
composiciones de LNP, de la presente descripcion.

En determinadas modalidades, las composiciones lipidicas con los compuestos de la
Foérmula (1) o (1) descritos en la presente tienen una mayor velocidad de eliminacién con respecto a
los lipidos con amina ionizables alternativos. En algunas de dichas modalidades, la velocidad de
eliminacion es una velocidad de eliminacién de lipidos, por ejemplo, la velocidad a la que se elimina
un compuesto con la Férmula (1) o (l) de la sangre, el suero o el plasma. En algunas modalidades,
la velocidad de eliminacion es una velocidad de eliminacion de carga (por ejemplo, un agente
biolégicamente activo), por ejemplo, la velocidad a la que se elimina un componente de carga de la
sangre, el suero o el plasma. En algunas modalidades, la velocidad de eliminacion es una velocidad
de eliminacién de ARN, por ejemplo, la velocidad a la que se elimina un ARNm o un ARNg de la
sangre, el suero o el plasma. En algunas modalidades, la velocidad de eliminacion es la velocidad a
la que se elimina una LNP de la sangre, el suero o el plasma. En algunas modalidades, la velocidad
de eliminacion es la velocidad a la que se elimina una LNP de un tejido, tal como tejido hepatico o
tejido del bazo. Resulta deseable que una velocidad de eliminacion elevada produzca un perfil de
seguridad sin efectos no deseados considerables y/o menor acumulacién de LNP en la circulaciéon

y/o en los tejidos.
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Los compuestos de la Formula (1) o (1) de la presente descripcion pueden formar sales segun

el pH del medio en el que se encuentren. Por ejemplo, en un medio apenas &cido, los compuestos
de la Formula (Il) o (I) se pueden protonar y por tanto tienen una carga positiva. En cambio, en un
medio ligeramente basico, tal como, por ejemplo, sangre con un pH de aproximadamente 7,35, los
compuestos con la Férmula (I) o (I) no pueden protonarse y, por lo tanto, no presentan carga. En
algunas modalidades, los compuestos de la Férmula (1) o (I) de la presente descripcion se pueden
protonar predominantemente a un pH de al menos alrededor de 9. En algunas modalidades, los
compuestos de la Férmula () o (I) de la presente descripcion se pueden protonar
predominantemente a un pH de al menos alrededor de 10.

El pH al cual se protona predominantemente un compuesto de la Férmula (II) o (I) se
relaciona con su pKa intrinseco. En modalidades preferidas, una sal de un compuesto de la Formula
(I o () de la presente descripcion tiene un pKa en el intervalo de alrededor de 5,1 a alrededor de
8,0, incluso con mayor preferencia de alrededor de 5,5 a alrededor de 7,6. En otras modalidades,
una sal de un compuesto de la Férmula (Il) o (I) de la presente descripcién tiene un pKa en el
intervalo de alrededor de 5,7 a alrededor de 7,6, por ejemplo, de alrededor de 6 a alrededor de 7,5.
De manera alternativa, una sal de un compuesto de la Férmula (1) o (I) de la presente descripcion
tiene un pKa en el intervalo de alrededor de 6 a alrededor de 8. El pKa de una sal de un compuesto
de la Férmula (Il) o (I) puede ser una consideracion importante en la formulacion de LNP, ya que se
descubrioé que las LNP formuladas con determinados lipidos que tienen un pKa en el intervalo de
alrededor de 5,5 a alrededor de 7,0 son eficaces para la administracion de la carga in vivo, por
ejemplo, en el higado. Ademas, se descubrié que las LNP formuladas con determinados lipidos que
tienen un pKa en el intervalo de alrededor de 5,3 a alrededor de 6,4 son eficaces para la
administracion in vivo, por ejemplo, en tumores. Véase, por ejemplo, WO 2014/136086.

Lipidos adicionales

Los “lipidos naturales” adecuados para su uso en una composicion lipidica de la descripcion
incluyen, por ejemplo, una variedad de lipidos neutros, sin carga o zwitteridnicos. Los ejemplos de
fosfolipidos neutros adecuados para su uso en la presente descripcion incluyen, de modo no
taxativo, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), fosfocolina (DOPC),
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), fosfatidilcolina (PLPC), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DAPC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina de huevo (EPC), dilauriloilfosfatidilcolina (DLPC),
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 1-miristoil-2-palmitoil fosfatidilcolina (MPPC), 1-palmitoil-2-miristoil
fosfatidilcolina (PMPC), 1-palmitoil-2-estearoil fosfatidilcolina (PSPC), 1,2-diaracidoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DBPC), 1l-estearoil-2-palmitoil fosfatidilcolina (SPPC), 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DEPC), palmitoiloleoil fosfatidilcolina (POPC), lisofosfatidil colina, dioleoll

fosfatidiletanolamina (DOPE), dilinoleoilfosfatidilcolina diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE),
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dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE), dipalmitoil fosfatidiletanolamina (DPPE), palmitoiloleoil

fosfatidiletanolamina (POPE), lisofosfatidiletanolamina y combinaciones de estos. En determinadas
modalidades, el fosfolipido neutro puede seleccionarse de distearoilfosfatidilcolina (DSPC) y
dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE), preferentemente, distearoilfosfatidilcolina (DSPC).

Los «lipidos auxiliares» incluyen esteroides, esteroles y resorcinoles de alquilo. Los lipidos
auxiliares adecuados para su uso en la presente descripcion incluyen, de modo no taxativo,
colesterol, 5-heptadecilresorcinol y hemisuccinato de colesterol. En determinadas modalidades, el
lipido auxiliar puede ser colesterol o un derivado de este, tal como hemisuccinato de colesterol.

Los lipidos PEG pueden afectar la cantidad de tiempo de existencia de las nanoparticulas in
vivo (por ejemplo, en la sangre). Los lipidos de PEG pueden ayudar en el proceso de formulacién,
por ejemplo, al reducir la agregacion de particulas y controlar el tamafio de las particulas. Los lipidos
de PEG utilizados en la presente pueden modular las propiedades farmacocinéticas de las LNP.
Tipicamente, el lipido de PEG comprende un resto lipidico y un resto polimérico basado en PEG (al
gue a veces se denomina poli(dxido de etileno)) (un resto de PEG). Los lipidos de PEG adecuados
para su uso en una composicién lipidica con un compuesto de la Férmula (Il) o (1) de la presente
descripcion e informacion sobre la bioquimica de tales lipidos se pueden encontrar en Romberg et
al., Pharmaceutical Research 25(1), 2008, pags. 55-71 y Hoekstra et al., Biochimica et Biophysica
Acta 1660 (2004) 41-52. Los lipidos de PEG adicionales que son adecuados se describen, por
ejemplo, en WO 2015/095340 (pag. 31, linea 14 a pag. 37, linea 6), WO 2006/007712 y WO
2011/076807 («lipidos ocultos»).

En algunas modalidades, el resto lipidico puede derivar de un diacilglicerol o diacilglicamida,
inclusive los que comprenden un grupo dialquilglicerol o dialquilglicamida que tenga una longitud de
cadena de alquilo que comprende independientemente de C4 a alrededor de C40 atomos de
carbono saturados o no saturados, en donde la cadena puede comprender uno 0 mas grupos
funcionales, tal como, por ejemplo, una amida o éster. En algunas modalidades, la longitud de la
cadena alquilo comprende alrededor de C10 a C20. El grupo dialquilglicerol o dialquilglicamida
puede comprender ademas uno o mas grupos alquilo sustituidos. Las longitudes de cadena pueden
ser simétricas o asimétricas.

A menos que se indique algo diferente, el término «PEG» tal como se usa en la presente
significa cualquier polietilenglicol u otro polimero de polialquilenéter, tal como un polimero de
etilenglicol u 6xido de etileno lineal o ramificado opcionalmente sustituido. En determinadas
modalidades, el resto PEG es no sustituido. De manera alternativa, el resto PEG puede ser
sustituido, por ejemplo, con uno o mas grupos alquilo, alcoxi, acilo, hidroxi o arilo. Por ejemplo, el
resto PEG puede comprender un copolimero PEG tal como PEG-poliuretano o PEG-polipropileno

(véase, por ejemplo, J. Milton Harris, Poly(ethylene glycol) chemistry: biotechnical and biomedical
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applications (1992)); alternativamente, el resto PEG puede ser un homopolimero PEG. En

determinadas modalidades, el resto PEG tiene un peso molecular de alrededor de 130 a alrededor
de 50 000, tal como de alrededor de 150 a alrededor de 30 000, o incluso de alrededor de 150 a
alrededor de 20 000. De manera similar, el resto PEG puede tener un peso molecular de alrededor
de 150 a alrededor de 15 000, de alrededor de 150 a alrededor de 10 000, de alrededor de 150 a
alrededor de 6000, o incluso de alrededor de 150 a alrededor de 5000. En determinadas
modalidades preferidas, el resto PEG tiene un peso molecular de alrededor de 150 a alrededor de
4000, de alrededor de 150 a alrededor de 3000, de alrededor de 300 a alrededor de 3000, de
alrededor de 1000 a alrededor de 3000, o de alrededor de 1500 a alrededor de 2500.

En determinadas modalidades preferidas, el resto PEG es un «PEG-2K», también
denominado «PEG 2000», que tiene un peso molecular promedio de alrededor de 2000 daltons.
PEG-2K se representa en la presente mediante la siguiente férmula (ll), en donde n es 45, lo cual

significa que el grado promedio de polimerizacion comprende alrededor de 45 subunidades

OR

\{O/\/h (1. Sin embargo, pueden utilizarse otras modalidades de PEG conocidas en la técnica,
que incluyen, por ejemplo, aquellas donde el grado promedio ponderado de polimerizacion
comprende alrededor de 23 subunidades (n=23) y/o 68 subunidades (n=68). En algunas
modalidades, n puede variar de alrededor de 30 a alrededor de 60. En algunas modalidades, n puede
variar de alrededor de 35 a alrededor de 55. En algunas modalidades, n puede variar de alrededor
de 40 a alrededor de 50. En algunas modalidades, n puede variar de alrededor de 42 a alrededor de
48. En algunas modalidades, n puede ser 45. En algunas modalidades, R puede seleccionarse de
H, alquilo sustituido y alquilo no sustituido. En algunas modalidades, R puede ser alquilo no
sustituido, tal como metilo.

En cualquiera de las modalidades descritas en la presente, el lipido PEG se puede
seleccionar de PEG-dilauroilglicerol, PEG-dimiristoilglicerol (PEG-DMG) (n.° de catalogo GM-020 de
NOF, Tokio, Japdn), PEG-dipalmitoilglicerol, PEG-distearoilglicerol (PEG-DSPE) (n.° de catalogo
DSPE-020CN, NOF, Tokio, Japén), PEG-dilaurilglicamida, PEG-dimiristilglicamida, PEG-
dipalmitoilglicamida, y PEG-distearoilglicamida, PEG-colesterol (1-[8'-(Colest-5-en-3[beta]-
oxi)carboxamido-3',6'-dioxaoctanillcarbamoil-jlomega]-metil-poli(etilenglicol), PEG-DMB (éter de 3,4-
ditetradecoxilbencil-lomega]-metil-poli(etileno glicol)), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-
N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DMG), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DSPE) ( n.° de catdlogo 880120C de Avanti Polar Lipids,
Alabaster, Alabama, EUA), 1,2-distearoil-sn-glicerol, metoxipolietilenglicol (PEG2k-DSG; GS-020,
NOF Tokio, Japon), poli(etilenglicol)-2000-dimetacrilato (PEG2k-DMA) y 1,2-disteariloxipropil-3-
amina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DSA). En determinadas de tales modalidades, el
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lipido de PEG puede ser PEG2k-DMG. En algunas modalidades, el lipido PEG puede ser PEG2k-

DSG. En otras modalidades, el lipido PEG puede ser PEG2k-DSPE. En algunas modalidades, el
lipido PEG puede ser PEG2k-DMA. En incluso otras modalidades mas, el lipido PEG puede ser
PEG2k-C-DMA. En determinadas modalidades, el lipido PEG puede ser el compuesto S027, descrito
en W02016/010840 (péarrafos [00240] a [00244]). En algunas modalidades, el lipido PEG puede ser
PEG2k-DSA. En otras modalidades, el lipido PEG puede ser PEG2k-C11. En algunas modalidades,
el lipido PEG puede ser PEG2k-C14. En algunas modalidades, el lipido PEG puede ser PEG2k-C16.
En algunas modalidades, el lipido PEG puede ser PEG2k-C18.

Los lipidos catidnicos adecuados para su uso en una composicion lipidica de la invencién
incluyen, de modo no taxativo, cloruro de N,N-dioleil-N,N-dimetilamonio (DODAC), bromuro N,N-
distearil-N,N-dimetilamonio  (DDAB), cloruro N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil)-N,N,N-trimetilamonio
(DOTAP), 1,2-Dioleoil-3-Dimetilamonio-propano (DODAP), cloruro de N-(1-(2,3-dioleiloxi)propil)-
N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), 1,2-Dioleoilcarbamil-3-Dimetilamonio-propano (DOCDAP), 1,2-
Dilineoil-3-Dimetilamonio-propano (DLINDAP), dilauril(C12:0) trimetil amonio propano (DLTAP),
Dioctadecilamidoglicil espermina (DOGS), DC-Choi, Dioleoiloxi-N-[2-(esperminacarboxamido)etil]-
N,N-dimetil-1-propanaminiotrifluoroacetato (DOSPA), bromuro de 1,2-Dimiristiloxipropil-3-dimetil-
hidroxietii amonio (DMRIE), 3-Dimetilamino-2-(Colest-5-en-3-beta-oxibutan-4-oxi)-1-(cis,cis-9,12-
octadecadienoxi)propano (CLinDMA), N,N-dimetil-2,3-dioleiloxi)propilamina (DODMA), 2-[5'-(colest-
5-en-3[beta]-oxi)-3'-oxapentoxi)-3-dimetil-1-(cis,cis-9',1-2'-octadecadienoxi) propano (CpLinDMA),
N,N-Dimetil-3,4-dioleiloxibencilamina (DMOBA) y 1,2-N,N'-Dioleilcarbamil-3-dimetilaminopropano
(DOcarbDAP). En una modalidad el lipido cati6nico es DOTAP o DLTAP.

Los lipidos aniénicos adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, de modo no
taxativo, fosfatidilglicerol, cardiolipina, diacilfosfatidilserina, acido diacilfosfatidico, N-dodecanoil
fosfatidil  etanolamina,  N-succinil ~ fosfatidiletanolamina,  N-glutaril  fosfatidiletanolamina,
hemisuccinato de colesterol (CHEMS) v lisilfosfatidilglicerol.

Composiciones lipidicas

La presente invencion proporciona una composicion lipidica que comprende al menos un
compuesto de la Formula (II) o (I) o una sal de este (por ejemplo, una sal farmacéuticamente
aceptable de este) y al menos un componente lipidico més. Tales composiciones también contienen
un agente biolégicamente activo, opcionalmente, combinado con uno o mas de otros componentes
lipidicos. En algunas modalidades, las composiciones lipidicas comprenden un componente lipidico
y un componente acuoso que comprende un agente biolégicamente activo.

En una modalidad, la composicion lipidica comprende un compuesto de Férmula (Il) o (1), o
una sal farmacéuticamente aceptable de este, y al menos otro componente lipidico. En otra

modalidad, la composicion lipidica comprende, ademas, un agente biolégicamente activo,
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opcionalmente, combinado con uno o mas de otros componentes lipidicos. En otra modalidad, la

composicion lipidica se encuentra en forma de un liposoma. En otra modalidad, la composicién
lipidica se encuentra en forma de una nanoparticula lipidica (LNP). En otra modalidad, la
composicion lipidica es adecuada para su administracion en el higado.

En una modalidad, la composicion lipidica comprende un compuesto de la Formula (11) o (1),
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y otro componente lipidico. Dichos otros
componentes lipidicos incluyen, de modo no taxativo, lipidos neutros, lipidos auxiliares, lipidos de
PEG, lipidos cationicos y lipidos anionicos. En determinadas modalidades, la composicién lipidica
comprende un compuesto de la Férmula (11) o (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y
un lipido neutro, por ejemplo, DSPC, opcionalmente, con uno o mas componentes lipidicos
adicionales. En otra modalidad, la composicion lipidica comprende un compuesto de la Férmula (ll)
o (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y un lipido auxiliar, por ejemplo, colesterol,
opcionalmente, con uno o mas componentes lipidicos adicionales. En otra modalidad, la
composicion lipidica comprende un compuesto de la Férmula (Il) o (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, y un lipido de PEG, opcionalmente, con uno o mas componentes lipidicos
adicionales. En otra modalidad, la composicion lipidica comprende un compuesto de la Férmula (Il)
o (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y un lipido cationico, opcionalmente, con uno
0 mas componentes lipidicos adicionales. En otra modalidad, la composicion lipidica comprende un
compuesto de la Formula (I) o (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y un lipido
anionico, opcionalmente, con uno 0 mas componentes lipidicos adicionales. En una submodalidad,
la composicion lipidica comprende un compuesto de la Formula (I) o (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, un lipido auxiliar y un lipido de PEG, opcionalmente, con un
lipido neutro. En otra submodalidad, la composicion lipidica comprende un compuesto de la Férmula
(1) o (), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, un lipido auxiliar, un lipido de PEG y un
lipido neutro.

Las composiciones que contienen lipidos de la Formula (1) o (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, o composiciones lipidicas de este, pueden encontrarse en diversas formas, que
incluyen, de modo no taxativo, agentes para administracion que forman particulas que incluyen
microparticulas, nanoparticulas y agentes de transfeccion que son Utiles para administrar diversas
moléculas a las células. Las composiciones especificas son eficaces para la transfeccién o
administracion de agentes biol6gicamente activos. Los agentes biolégicamente activos preferidos
son ARN y ADN. En otras modalidades, el agente biologicamente activo se selecciona de ARNm,
ARNg y ADN. El ARNg puede ser un ARNgd o un ARNgs. En determinadas modalidades, la carga

incluye un ARNm que codifica un agente de unién a ADN guiado por ARN (por ejemplo, una nucleasa
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Cas, una nucleasa Cas de clase 2 o Cas9), un ARNg o un acido nucleico que codifica un ARNg o

una combinacion de ARNm y ARNg.

En los Ejemplos 2-99, 100-103 y 113-118 se proporcionan ejemplos de compuestos de la
Formula (I) o (ll) para su uso en las composiciones lipidicas anteriores. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 2. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 3. En determinadas modalidades, el compuesto de la
Férmula (1) es el Compuesto 4. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1) es el
Compuesto 5. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 6. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 7. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 8. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto 9. En determinadas modalidades, el compuesto de la
Férmula (1) es el Compuesto 10. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es
el Compuesto 11. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto
12. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula () es el Compuesto 13. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 14. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 15. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 16. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Formula (l) es el Compuesto 17. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)
es el Compuesto 18. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto
19. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 20. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 21. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 22. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 23. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Formula (1) es el Compuesto 24. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)
es el Compuesto 25. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto
26. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 27. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 28. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 29. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 30. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Formula (1) es el Compuesto 31. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1)
es el Compuesto 32. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto
33. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula () es el Compuesto 34. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 35. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 36. En determinadas modalidades, el

compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 37. En determinadas modalidades, el compuesto de
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la Formula (l) es el Compuesto 38. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)

es el Compuesto 39. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto
40. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula () es el Compuesto 41. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 42. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 43. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 44. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Férmula (I) es el Compuesto 45. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1)
es el Compuesto 46. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto
47. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 48. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 49. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 50. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 51. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Férmula (I) es el Compuesto 52. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1)
es el Compuesto 53. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto
54. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 55. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 56. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 57. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 58. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Formula (1) es el Compuesto 59. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)
es el Compuesto 60. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto
61. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 62. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 63. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 64. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 65. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Férmula (I) es el Compuesto 66. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)
es el Compuesto 67. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto
68. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 69. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 70. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 71. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 72. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Formula (1) es el Compuesto 73. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)
es el Compuesto 74. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1) es el Compuesto
75. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula () es el Compuesto 76. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 77. En determinadas

modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 78. En determinadas modalidades, el
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compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 79. En determinadas modalidades, el compuesto de

la Férmula (1) es el Compuesto 80. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (1)
es el Compuesto 81. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto
82. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 83. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 84. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 85. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 86. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Férmula (I) es el Compuesto 87. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1)
es el Compuesto 88. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto
89. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 90. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 91. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Formula (1) es el Compuesto 92. En determinadas modalidades, el
compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 93. En determinadas modalidades, el compuesto de
la Férmula (I) es el Compuesto 94. En determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (1)
es el Compuesto 95. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto
96. En determinadas modalidades, el compuesto de la Férmula (I) es el Compuesto 97. En
determinadas modalidades, el compuesto de la Formula (I) es el Compuesto 98. En determinadas
modalidades, el compuesto de la Férmula (l) es el Compuesto 99. En determinadas modalidades, el
compuesto es el Compuesto 100. En determinadas modalidades, el compuesto es el Compuesto
101. En determinadas modalidades, el compuesto es el Compuesto 102. En determinadas
modalidades, el compuesto es el Compuesto 103. En determinadas modalidades, el compuesto es
el Compuesto 113. En determinadas modalidades, el compuesto es el Compuesto 114. En
determinadas modalidades, el compuesto es el Compuesto 115. En determinadas modalidades, el
compuesto es el Compuesto 116. En determinadas modalidades, el compuesto es el Compuesto

117. En determinadas modalidades, el compuesto es el Compuesto 118.

Composiciones de LNP

Las composiciones lipidicas se pueden proporcionar como composiciones de LNP. Las
nanoparticulas lipidicas pueden ser, por ejemplo, microesferas (inclusive vesiculas unilamelares y
multilamelares, por ejemplo, «liposomas» —capas dobles de lipidos en fase lamelar que, en algunas
modalidades, son considerablemente esféricas— y, en modalidades mas particulares, pueden
comprender un nudcleo acuoso, por ejemplo, comprender una parte considerable de moléculas de
ARN), una fase dispersa en una emulsion, micelas o una fase interna en una suspension.

Las LNP tienen un tamafio de alrededor de 1 a alrededor de 1000 nm, de alrededor de 10 a
alrededor de 500 nm, de alrededor de 20 a alrededor de 500 nm, en una submodalidad de alrededor

de 50 a alrededor de 400 nm, en una submodalidad de alrededor de 50 a alrededor de 300 nm, en
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una submodalidad de alrededor de 50 a alrededor de 200 nm, y en una submodalidad de alrededor

de 50 a alrededor de 150 nm, y en otra submodalidad de alrededor de 60 a alrededor de 120 nm.
Preferentemente, las LNP tienen un tamaio de alrededor de 60 nm a alrededor de 100 nm. Los
tamafios promedio (didmetros) de la LNP totalmente formada pueden medirse con dispersion
dinamica de la luz en un instrumento Malvern Zetasizer o Wyatt NanoStar. La muestra de LNP se
diluye en solucion salina amortiguada con fosfato (PBS), de modo que la velocidad de recuento sea
de aproximadamente 200 — 400 kcps. Los datos se presentan como promedio ponderado de la
medicion de intensidad.

Las modalidades de la presente descripcion proporcionan composiciones lipidicas descritas
de acuerdo con los cocientes molares respectivos de los componentes lipidicos en la composicion.
Todos los nimeros de % molar se proporcionan como una fraccién del componente lipidico de la
composicion lipidica o, mas especificamente, las composiciones de LNP. En determinadas
modalidades, el % molar del compuesto con la Férmula (ll) o (I) puede ser de alrededor de 30 %
molar a alrededor de 70 % molar. En determinadas modalidades, el % molar del compuesto de la
Férmula (1) o (1) puede ser al menos 30 % molar, al menos 40 % molar, al menos 50 % molar o al
menos 60 % molar.

En determinadas modalidades, el % molar del lipido neutro puede ser de alrededor de 0 %
molar a alrededor de 30 % molar. En determinadas modalidades, el % molar del lipido neutro puede
ser de alrededor de 0 % molar a alrededor de 20 % molar. En determinadas modalidades, el % molar
del lipido neutro puede ser de alrededor de 10 % molar. En determinadas modalidades, el % molar
del lipido neutro puede ser de alrededor de 9 % molar.

En determinadas modalidades, el % molar del lipido auxiliar puede ser de alrededor de 0 %
molar a alrededor de 80 % molar. En determinadas modalidades, el % molar del lipido auxiliar puede
ser de alrededor de 20 % molar a alrededor de 60 % molar. En determinadas modalidades, el %
molar del lipido auxiliar puede ser de alrededor de 30 % molar a alrededor de 50 % molar. En
determinadas modalidades, el % molar del lipido auxiliar puede ser de alrededor de 30 % molar a
alrededor de 40 % molar o de alrededor de 35 % molar a alrededor de 45 % molar. En determinadas
modalidades, el % molar del lipido auxiliar se ajusta en funcién de la concentracion del compuesto
de la Férmula (1) o (1) del lipido neutro y/o del lipido de PEG para llevar el componente lipidico al
100 % molar.

En determinadas modalidades, el % molar del lipido de PEG puede ser de alrededor de 1 %
molar a alrededor de 10 % molar. En determinadas modalidades, el % molar del lipido de PEG puede
ser de alrededor de 1 % molar a alrededor de 4 % molar. En determinadas modalidades, el % molar
del lipido de PEG puede ser de alrededor de 1 % molar a alrededor de 2 % molar. En determinadas

modalidades, el % molar del lipido de PEG puede ser de alrededor de 1,5 % molar.
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En diversas modalidades, una composicion de LNP comprende un compuesto de la Férmula

(1) o (I) o una sal de este (tal como una sal farmacéuticamente aceptable de este (por ejemplo, tal
como se describe en la presente)), un lipido neutro (por ejemplo, DSPC), un lipido auxiliar (por
ejemplo, colesterol) y un lipido PEG (por ejemplo, PEG2k-DMG). En algunas modalidades, una
composicion de LNP comprende un compuesto con la Férmula (I1) o (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este (por ejemplo, tal como se describe en la presente), DSPC, colesterol y un lipido
de PEG. En algunas de dichas modalidades, la composicién de LNP comprende un lipido de PEG
gue comprende DMG, tal como PEG2k-DMG. En determinadas modalidades preferidas, una
composicion de LNP comprende un compuesto de la Férmula (1) o (1) o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG.

En determinadas modalidades, las composiciones lipidicas, tal como composiciones de LNP,
comprenden un componente lipidico y un componente de acido nucleico, por ejemplo un
componente de ARN y se puede medir el cociente molar del compuesto de la Férmula (1) o (1)
respecto al 4cido nucleico. En las modalidades de la presente descripcion también se proporcionan
composiciones lipidicas que tienen un cociente molar definido entre los grupos amina con carga
positiva de las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la Formula (1) o (I) (N) y
los grupos fosfato con carga negativa (P) del &cido nucleico que se va a encapsular. Esto se
representa matematicamente mediante la ecuacién N/P. En algunas modalidades, una composicion
lipidica, tal como una composicion de LNP, puede comprender un componente lipidico que
comprende un compuesto de la Férmula (Il) o (1) o una sal farmacéuticamente aceptable de este; y
un componente de &cido nucleico, en donde el cociente de N/P es de alrededor de 3 a 10. En algunas
modalidades, una composicion de LNP puede comprender un componente lipidico que comprende
un compuesto con la Féormula (II) o (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este; y un
componente ARN, en donde la relacion de N/P es de alrededor de 3 a 10. Por ejemplo, la relacion
de N/P puede ser de alrededor de 4-7. De manera alternativa, la relacion de N/P puede ser de
alrededor de 6, por ejemplo, 6+ 106 +0,5.

En algunas modalidades, el componente acuoso comprende una sustancia biolégicamente
activa. En algunas modalidades, el componente acuoso comprende un polipéptido, opcionalmente
combinado con un &cido nucleico. En algunas modalidades, el componente acuoso comprende un
acido nucleico, tal como un ARN. En algunas modalidades, el componente acuoso es un
componente de &cido nucleico. En algunas modalidades, el componente de &cido nucleico
comprende ADN y se puede denominar componente de ADN. En algunas modalidades, el
componente de &cido nucleico comprende ARN. En algunas modalidades, el componente acuoso,
tal como un componente de ARN, puede comprender un ARNm, tal como un ARNm que codifica un

agente de unién a ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiado
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por ARN es una nucleasa Cas. En determinadas modalidades, el componente acuoso puede

comprender un ARNm que codifica Cas9. En determinadas modalidades, el componente acuoso
puede comprender un ARNg. En algunas composiciones que comprenden un ARNm que codifica
un agente de union a ADN guiado por ARN, la composiciébn comprende, ademas, un acido nucleico
de ARNg, tal como un ARNg. En algunas modalidades, el componente acuoso comprende un agente
de unién a ADN guiado por ARN y un ARNg. En algunas modalidades, el componente acuoso
comprende un ARNm de nucleasa Cas y un ARNg. En algunas modalidades, el componente acuoso
comprende un ARNm de nucleasa Cas de clase 2 y un ARNg.

En determinadas modalidades, una composicién lipidica, tal como una composicion de LNP,
puede comprender un ARNm que codifica una nucleasa Cas tal como una nucleasa Cas de clase 2,
un compuesto de la Férmula (II) o (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este, un lipido
auxiliar, opcionalmente un lipido neutro y un lipido PEG. En determinadas composiciones que
comprenden un ARNm gque codifica una nucleasa Cas, tal como una nucleasa Cas de clase 2, el
lipido auxiliar es colesterol. En otras composiciones que comprenden un ARNm que codifica una
nucleasa Cas tal como una nucleasa Cas de clase 2, el lipido neutro es DSPC. En modalidades
adicionales que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas tal como una nucleasa Cas
de clase 2, por ejemplo Cas9, el lipido PEG es PEG2k-DMG. En composiciones especificas que
comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas tal, como una nucleasa Cas de clase 2, y un
compuesto con la Formula (1) o (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este. En determinadas
composiciones, la composicion comprende, ademas, un ARNg, tal como un ARNgd o un ARNgs.

En algunas modalidades, una composicion lipidica, tal como una composicion de LNP, puede
comprender un ARNg. En determinadas modalidades, una composicién puede comprender un
compuesto con la Férmula (ll) o (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, un ARNg, un
lipido auxiliar, opcionalmente, un lipido neutro y un lipido de PEG. En determinadas composiciones
de LNP que comprenden un ARNg, el lipido auxiliar es colesterol. En algunas composiciones que
comprenden un ARNg, el lipido neutro es DSPC. En modalidades adicionales que comprenden un
ARNGg, el lipido de PEG es PEG2k-DMG. En determinadas composiciones, el ARNg se selecciona
de ARNgd y ARNgs.

En determinadas modalidades, una composicion lipidica, tal como una composicion de LNP,
comprende un ARNm que codifica un agente de union a ADN guiado por ARN y un ARNg, que puede
ser un ARNgs, en un componente acuoso y un compuesto de la Formula (1) o (I) en un componente
lipidico. Por ejemplo, una composicion de LNP puede comprender un compuesto de la Formula (11)
o (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, un ARNm que codifica una nucleasa Cas, un
ARNg, un lipido auxiliar, un lipido neutro y un lipido de PEG. En determinadas composiciones que

comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas y un ARNg, el lipido auxiliar es colesterol. En
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algunas composiciones que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas y un ARNg, el

lipido neutro es DSPC. En modalidades adicionales que comprenden un ARNm que codifica una
nucleasa Cas y un ARNg, el lipido de PEG es PEG2k-DMG.

En determinadas modalidades, las composiciones lipidicas, tal como las composiciones de
LNP incluyen un agente de union a ADN guiado por ARN, tal como un ARNm de Cas de clase 2y
al menos un ARNg. En determinadas modalidades, la composicion de LNP incluye un cociente de
ARNg respecto al ARNm agente de union a ADN guiado por ARN, tal como ARNm de nucleasa Cas
de clase 2, de alrededor de 1:1 o alrededor de 1:2. En algunas modalidades, el cociente es de
alrededor de 25:1 a alrededor de 1:25, de alrededor de 10:1 a alrededor de 1:10, de alrededor de
8:1 a alrededor de 1:8, de alrededor de 4:1 a alrededor de 1:4, o de alrededor de 2:1 a alrededor de
1:2.

Las composiciones lipidicas descritas en la presente, tales como las composiciones de LNP,
pueden incluir una plantilla de acido nucleico, por ejemplo, una plantilla de ADN. La plantilla de acido
nucleico puede administrarse junto con las composiciones lipidicas o separada de estas, que
comprenden un compuesto de la Férmula (1) o (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
que incluye composiciones de LNP. En algunas modalidades, la plantilla de acido nucleico puede
ser monocatenaria o bicatenaria, dependiendo del mecanismo de reparacién deseado. La plantilla
puede tener regiones de homologia respecto al ADN diana, por ejemplo, dentro de la secuencia de
ADN diana y/o respecto a secuencias adyacentes al ADN diana.

En algunas modalidades, las LNP se forman mediante la mezcla de una solucién acuosa de
ARN con una solucion lipidica a base de solvente organico. Las soluciones o solventes adecuados
incluyen o pueden contener: agua, PBS, amortiguador Tris, NaCl, amortiguador de citrato,
amortiguador de acetato, etanol, cloroformo, dietiléter, ciclohexano, tetrahidrofurano, metanol,
isopropanol. Por ejemplo, el solvente organico puede ser etanol al 100 %. Se puede usar un
amortiguador farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, para la administracién in vivo de LNP. En
determinadas modalidades, se usa un amortiguador para mantener el pH de la composicién que
comprende LNP a pH 6,5 o por encima de este. En determinadas modalidades, se usa un
amortiguador para mantener el pH de la composicion que comprende LNP a pH 7,0 o por encima de
este. En determinadas modalidades, la composicion tiene un pH que varia de alrededor de 7,2 a
alrededor de 7,7. En modalidades adicionales, la composicion tiene un pH que varia de alrededor
de 7,3 a alrededor de 7,7, o que varia de alrededor de 7,4 a alrededor de 7,6. En modalidades
adicionales, la composicion tiene un pH de alrededor de 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6 0 7,7. El pH de una
composicion puede medirse con una microsonda de pH. En determinadas modalidades, se incluye
un crioprotector en la composicion. Los ejemplos no taxativos de crioprotectores incluyen sacarosa,

trehalosa, glicerol, DMSO vy etilenglicol. Las composiciones ilustrativas pueden incluir hasta 10 % de
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crioprotector, tal como, por ejemplo, sacarosa. En determinadas modalidades, la composicion puede

comprender sacarosa salina tris (TSS, por su sigla en inglés). En determinadas modalidades, la
composicion de LNP puede incluir alrededor de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 % de crioprotector. En
determinadas modalidades, la composicion de LNP puede incluir alrededor de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9 0 10 % de sacarosa. En algunas modalidades, la composicion de LNP puede incluir un
amortiguador. En algunas modalidades, el amortiguador puede comprender un amortiguador de
fosfato (PBS), un amortiguador Tris, un amortiguador de citrato y mezclas de estos. En determinadas
modalidades de ejemplo, el amortiguador comprende NaCl. En determinadas modalidades, el
amortiguador carece de NaCl. Las cantidades de ejemplo de NaCl puede variar de alrededor de 20
mM a alrededor de 45 mM. Las cantidades de ejemplo de NaCl puede variar de alrededor de 40 mM
a alrededor de 50 mM. En algunas modalidades, la cantidad de NaCl es de alrededor de 45 mM. En
algunas modalidades, el amortiguador es un amortiguador Tris. Las cantidades de ejemplo de Tris
pueden variar de alrededor de 20 mM a alrededor de 60 mM. Las cantidades de ejemplo de Tris
pueden variar de alrededor de 40 mM a alrededor de 60 mM. En algunas modalidades, la cantidad
de Tris es de alrededor de 50 mM. En algunas modalidades, el amortiguador comprende NaCl y Tris.
Determinadas modalidades ilustrativas de las composiciones de LNP contienen sacarosa al 5 % y
NaCl 45 mM en amortiguador Tris. En otras modalidades ilustrativas, las composiciones contienen
sacarosa en una cantidad de alrededor de 5 % p/v, NaCl alrededor de 45 mM y Tris alrededor de 50
mM a pH 7,5. Las cantidades de sal, amortiguador y crioprotector pueden variar de modo que se
mantenga la osmolalidad de la composicion total. Por ejemplo, la osmolalidad final se puede
mantener a menos de 450 mOsm/L. En modalidades adicionales, la osmolalidad es entre 350 y
250 mOsm/L. Determinadas modalidades tienen una osmolalidad final de 300 +/- 20 mOsm/L o 310
+/- 40 mOsm/L.

En algunas modalidades, se usa la mezcla microfluida, mezcla en T 0 mezcla cruzada de la
solucion acuosa de ARN y la solucién lipidica en un disolvente organico. En determinados aspectos,
pueden variar las velocidades de flujo, tamafio de las uniones, geometria de las uniones, forma de
las uniones, didmetro del tubo, soluciones y/o concentraciones de ARN Yy lipidos. Las LNP o las
composiciones de LNP se pueden concentrar o purificar, por ejemplo, mediante dialisis, filtro
centrifugo, filtracion de flujo tangencial o cromatografia. Las LNP pueden almacenarse como una
suspension, una emulsion o un polvo liofilizado, por ejemplo. En algunas modalidades, una
composicion de LNP se almacena a 2-8 °C, en determinados aspectos, las composiciones de LNP
se almacenan a temperatura ambiente. En modalidades adicionales, una composicién de LNP se
almacena congelada, por ejemplo, a -20 °C o -80 °C. En otras modalidades, una composicién de

LNP se almacena a una temperatura en el intervalo de alrededor de 0 °C a alrededor de -80 °C. Las
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composiciones de LNP congeladas pueden descongelarse antes de su uso, por ejemplo, en hielo, a

temperatura ambiente, o a 25 °C.

Las LNP pueden ser, por ejemplo, microesferas (inclusive vesiculas unilamelares y
multilamelares, por ejemplo, «liposomas» —capas dobles de lipidos en fase lamelar que, en algunas
modalidades, son considerablemente esféricas— y, en modalidades més particulares, pueden
comprender un nucleo acuoso, por ejemplo, comprender una parte considerable de moléculas de
ARN), una fase dispersa en una emulsion, micelas o una fase interna en una suspension.

Las composiciones lipidicas preferidas, tales como las composiciones de LNP, son
biodegradables, dado que no acumulan niveles citotéxicos in vivo con una dosis terapéuticamente
eficaz. En algunas modalidades, las composiciones no provocan una respuesta inmunitaria innata
que produzca efectos sustancialmente adversos en un nivel de dosis terapéutico. En algunas
modalidades, las composiciones proporcionadas en la presente no provocan toxicidad en un nivel
de dosis terapéutico.

En algunas modalidades, las LNP descritas en la presente tienen un indice de polidispersion
(PDI, por su sigla en inglés) que puede variar de alrededor de 0,005 a alrededor de 0,75. En algunas
modalidades, la LNP tiene un PDI que puede variar de alrededor de 0,01 a alrededor de 0,5. En
algunas modalidades, la LNP tiene un PDI que puede variar de alrededor de cero a alrededor de
0,4. En algunas modalidades, la LNP tiene un PDI que puede variar de alrededor de cero a alrededor
de 0,35. En algunas modalidades, la LNP tiene un PDI que puede variar de alrededor de cero a
alrededor de 0,35. En algunas modalidades, el PDI de LNP puede variar de alrededor de cero a
alrededor de 0,3. En algunas modalidades, la LNP tiene un PDI que puede variar de alrededor de
cero a alrededor de 0,25. En algunas modalidades, el PDI de LNP puede variar de alrededor de cero
a alrededor de 0,2. En algunas modalidades, la LNP tiene un PDI que puede ser menor que alrededor
de 0,08, 0,1, 0,15, 0,2, 0 0,4.

Las LNP descritas en la presente tienen un tamafio (por ejemplo, un diametro de promedio
Z) de alrededor de 1 a alrededor de 250 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafio de
alrededor de 10 a alrededor de 200 nm. En modalidades adicionales, las LNP tienen un tamafio de
alrededor de 20 a alrededor de 150 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafio de
alrededor de 50 a alrededor de 150 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafo de
alrededor de 50 a alrededor de 100 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafio de
alrededor de 50 a alrededor de 120 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafio de
alrededor de 60 a alrededor de 100 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafo de
alrededor de 75 a alrededor de 150 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafio de
alrededor de 75 a alrededor de 120 nm. En algunas modalidades, las LNP tienen un tamafio de

alrededor de 75 a alrededor de 100 nm. A menos que se indique lo contrario, todos los tamafios
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mencionados en la presente son tamafos (didmetros) promedio de nanoparticulas totalmente

formadas, tal como se miden mediante dispersion dindmica de la luz en un Malvern Zetasizer o Wyatt
NanoStar. La muestra de nanoparticulas se diluye en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS),
de manera que la velocidad de recuento sea de aproximadamente 200-400 kcps. Los datos se
presentan como promedio ponderado de la medicion de intensidad (didmetro promedio Z).

En algunas modalidades, las LNP se forman con una eficiencia de encapsulacién promedio
gue varia de alrededor de 50 % a alrededor de 100 %. En algunas modalidades, las LNP se forman
con una eficiencia de encapsulacién promedio que varia de alrededor de 50 % a alrededor de 95 %.
En algunas modalidades, las LNP se forman con una eficiencia de encapsulacion promedio que
varia de alrededor de 70 % a alrededor de 90 %. En algunas modalidades, las LNP se forman con
una eficiencia de encapsulacién promedio que varia de alrededor de 90 % a alrededor de 100 %. En
algunas modalidades, las LNP se forman con una eficiencia de encapsulaciéon promedio que varia
de alrededor de 75 % a alrededor de 95 %.

Carga

La carga administrada mediante la composicion de LNP puede ser un agente biolégicamente
activo. En determinadas modalidades, la carga es o comprende uno o mas agentes biolégicamente
activos, tales como ARNm, ARNg, vector de expresion, plantilla de &cido nucleico, agente de union
a ADN guiado por ARN, anticuerpo (por ejemplo, monoclonal, quimérico, humanizado, nanocuerpo
y fragmentos de estos, etc.), colesterol, hormona, péptido, proteina, agentes quimioterapéuticos y
otros tipos de antineoplasicos, farmaco de bajo peso molecular, vitamina, cofactor, nucleésido,
nucleétido, oligonucledtido, &cido nucleico enzimético, &cido nucleico antisentido, oligonucle6tido
formador de triples, composicion de ADN o ARN antisentido, composicion quimérica de ADN:ARN,
alozima, aptamero, ribozima, sefiuelos y analogos de estos, plasmido y otros tipos de vectores, y
molécula pequefa de acido nucleico, agente de ARNi, &cido nucleico interferente corto (ANip), ARN
interferente corto (ARNip), ARN bicatenario (ARNbc), micro ARN (miARN), ARN horquillado corto
(ARNhACc) y moléculas de «ARN autorreplicante» (que codifica una actividad de la enzima replicasa 'y
puede dirigir su propia replicacion o amplificacion in vivo), &cido nucleico peptidico (ANP), un
ribonucledtido de &cido nucleico bloqueado (ANB), nucleétido de morfolino, acido nucleico de treosa
(ANT), &cido nucleico de glicol (ANG), ARNipsi (ARN interferente pequefio segmentado
internamente) y ARNia (ARN interferente asimétrico). La lista que antecede de agentes
biologicamente activos es solamente ilustrativa y no se pretende que sea taxativa. Dichos
compuestos pueden purificarse o purificarse parcialmente, y pueden ser de origen natural o
sintéticos, y pueden modificarse quimicamente.

La carga administrada mediante la composicién de LNP puede ser un ARN, tal como una

molécula de ARNm que codifica una proteina de interés. Por ejemplo, se incluye un ARNm para
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expresar una proteina tal como proteina fluorescente verde (GFP, por su sigla en inglés), un agente

de unién a ADN guiado por ARN o una nucleasa Cas. Se proporcionan las composiciones de LNP
gue incluyen un ARNm de nucleasa Cas, por ejemplo un ARNm de nucleasa Cas de clase 2 que
permite la expresion en una célula de una nucleasa Cas de clase 2 tal como una proteina Cas9 o
Cpfl. Ademas, la carga puede contener uno o mads ARNg o acidos nucleicos que codifican ARNg.
También se puede incluir una plantila de acido nucleico, por ejemplo, para reparacion o
recombinacion, en la composicién, o se puede usar una plantilla de acido nucleico en los métodos
descritos en la presente. En una submodalidad, la carga comprende un ARNm que codifica una
Cas9 de Streptococcus pyogenes y, opcionalmente, un ARNg de S. pyogenes. En una submodalidad
adicional, la carga comprende un ARNm que codifica una Cas9 de Neisseria meningitidis v,
opcionalmente, un ARNg de Nme (Neisseria meningitidis).

«ARNmM» hace referencia a un polinucleétido y comprende un marco abierto de lectura que
se puede traducir en un polipéptido (es decir, puede servir como sustrato para la traduccién con un
ribosoma y ARNt amino-acilado). EIl ARNm puede comprender una estructura principal de fosfato-
azucar que incluya residuos de ribosa o analogos de estos, por ejemplo, residuos de 2’-metoxi
ribosa. En algunas modalidades, los azucares de una estructura principal de fosfato-azlcar de
ARNmM consisten basicamente en residuos de ribosa, residuos 2’-metoxi ribosa, o una combinacion
de estos. En general, los ARNm no contienen una cantidad considerable de residuos de timidina
(por ejemplo, 0 residuos 0 menos de 30, 20, 10, 5, 4, 3 o0 2 residuos de timidina; 0 menos de 10 %,
9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4 %, 4 %, 3 %, 2%, 1 %, 0,5 %, 0,2 % 0 0,1 % de contenido de timidina).

Un ARNm puede contener uridinas modificadas en algunas o en todas las posiciones de uridina.

Carga de CRISPR/Cas

En determinadas modalidades, las composiciones descritas comprenden un ARNm que
codifica un agente de unién a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas. En modalidades
particulares, las composiciones descritas comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas de
clase 2, tal como Cas9 de S. pyogenes.

Tal como se usa en la presente, un «agente de unién a ADN guiado por ARN» significa un
polipéptido o complejo de polipéptidos que tiene actividad de uniébn a ARN o ADN, o una subunidad
de uniébn a ADN de tal complejo, en donde la actividad de unibn a ADN es especifica para la
secuencia y depende de la secuencia del ARN. Los agentes de uniébn a ADN guiados por ARN
ilustrativos incluyen cleavasas/nickasas Cas y formas inactivadas de estas («agentes de union a
ADN dCas»). «Nucleasa Cas», tal como se usa en la presente, abarca cleavasas Cas, nickasas Cas
y agentes de union a ADN dCas. Los agentes de union de cleavasas/nickasas Cas y ADN dCas
incluyen un complejo de Csm o Cmr de un sistema CRISPR tipo lll, la subunidad Cas10, Csml o

Cmr2 de este, un complejo de cascada de un sistema CRISPR tipo I, la subunidad Cas3 de este y
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nucleasas Cas de clase 2. Tal como se usa en la presente, una «nucleasa Cas de clase 2» es un

polipéptido monocatenario con actividad de union a ADN guiada por ARN. Las nucleasas Cas de
clase 2 incluyen cleavasas/nickasas Cas de clase 2 (por ejemplo, las variantes H840A, D10A o
N863A), que tienen ademas actividad de cleavasas o nickasa de ADN guiada por ARN y agentes de
union a ADN dCas de clase 2, en las que se inactiva la actividad de cleavasa/nickasa. Las nucleasas
Cas clase 2 incluyen, por ejemplo, proteinas Cas9, Cpfl, C2c1, C2c2, C2c3, HF Cas9 (por ejemplo,
las variantes N497A, R661A, Q695A, Q926A), HypaCas9 (por ejemplo, las variantes N692A, M694A,
Q695A, H698A), eSPCas9(1.0) (por ejemplo, las variantes K810A, K1003A, R1060A) y
eSPCas9(1.1) (por ejemplo, las variantes K848A, K1003A, R1060A) y modificaciones de estas. La
proteina Cpfl, Zetsche et al., Cell, 163: 1-13 (2015), es homoéloga a Cas9, y contiene un dominio de
nucleasa tipo RuvC. Las secuencias de Cpfl de Zetsche se incorporan mediante esta referencia en
su totalidad. Véase, por ejemplo, Zetsche, Tablas 2 y 4. Véase, por ejemplo, Makarova et al., Nat
Rev Microbiol, 13(11): 722-36 (2015); Shmakov et al., Molecular Cell, 60:385-397 (2015).

Tal como se usa en la presente, «ribonucleoproteina» (RNP) o «complejo de RNP» hace
referencia a un ARNg junto con un agente de unién a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa
Cas, por ejemplo, una cleavasa Cas, nickasa Cas o un agente de union a ADN dCas (por ejemplo,
Cas9). En algunas modalidades, el ARNg sirve para guiar el agente de unién a ADN guiado por
ARN, tal como Cas9, hacia una secuencia diana, y el ARNg se hibrida y el agente se une a la
secuencia diana; en los casos donde el agente es una cleavasa o una nickasa, la unién puede estar
seguida de escision o corte.

En algunas modalidades de la presente descripcion, la carga para la composicion de LNP
incluye al menos un ARNg que comprende secuencias guia que dirige un agente de unién a ADN
guiado por ARN, que puede ser una nucleasa (por ejemplo, una nucleasa Cas tal como Cas9), a un
ADN seleccionado como diana. EI ARNg puede guiar la hucleasa Cas o nucleasa Cas de clase 2 a
una secuencia diana en una molécula de acido nucleico diana. En algunas modalidades, un ARNg
se une a una nucleasa Cas de clase 2 y proporciona especificidad de escision mediante esta. En
algunas modalidades, el ARNg y la nucleasa Cas pueden formar una ribonucleoproteina (RNP), por
ejemplo, un complejo de CRISPR/Cas, tal como un complejo de CRISPR/Cas9. En algunas
modalidades, el complejo de CRISPR/Cas puede ser un complejo de CRISPR/Cas9 Tipo Il. En
algunas modalidades, el complejo de CRISPR/Cas puede ser un complejo de CRISPR/Cas de Tipo
V, tal como un complejo de Cpfl/ARNg. Las nucleasas Cas y ARNg anélogos pueden emparejarse.
Las estructuras de andamiaje de ARNg que se emparejan con cada nucleasa Cas de clase 2 varian
con el sistema CRISPR/Cas especifico.

«ARN guia», «</ARNg» y simplemente «guia» se usan en la presente de forma indistinta para

hacer referencia a un acido nucleico analogo para un agente de union a ADN guiado por ARN. Los
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ARN guia pueden incluir ARN modificados tal como se describen en la presente. Un ARNg puede

ser un ARNcr (también conocido como ARN CRISPR) o a la combinacion de un ARNcr y un ARNtr
(también conocido como ARNtracr). El ARNcr y ARNtr se pueden asociar como una Unica molécula
de ARN (ARN guia simple, ARNgs) o en dos moléculas de ARN separadas (ARN guia doble,
ARNgd). «ARN guia» 0 «<ARNg» hace referencia a cada tipo. EI ARNtr puede ser una secuencia de
origen natural, o una secuencia de ARNtr con modificaciones o variaciones en comparacion con
secuencias de origen natural.

Tal como se usa en la presente, una «secuencia guia» hace referencia a una secuencia
dentro de un ARNg que es complementaria a una secuencia diana y funciona para dirigir un ARNg
a una secuencia diana para la unién o modificacion (por ejemplo, escisibn) mediante un agente de
unién a ADN guiado por ARN. Una «secuencia guia» también puede mencionarse como una
«secuencia de direccionamiento» 0 una «secuencia espaciadora». Una secuencia guia puede tener
una longitud de 20 pares de bases, por ejemplo, en el caso de Streptococcus pyogenes (es decir,
Spy Cas9) y los homdlogos/ortélogos de Cas9 relacionados. También se pueden usar secuencias
MAas cortas 0 mas largas como guias, por ejemplo, una longitud de 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24
0 25 nucledtidos. En algunas modalidades, la secuencia diana es un gen o un cromosoma, por
ejemplo, y es complementaria respecto a la secuencia guia. En algunas modalidades, el grado de
complementariedad o de identidad entre una secuencia guia y su secuencia diana correspondiente
puede ser al menos o de alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 %. En algunas modalidades, la secuencia guia y la region diana puede ser 100 %
complementaria o idéntica respecto a una region de al menos 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucle6tidos
contiguos. En otras modalidades, la secuencia guia y la region diana pueden contener al menos un
emparejamiento incorrecto. Por ejemplo, la secuencia guia y la secuencia diana pueden contener 1,
2, 3 0 4 emparejamientos incorrectos, donde la longitud total de la secuencia diana es al menos 17,
18, 19, 20 o mas pares de bases. En algunas modalidades, la secuencia guia y la region diana
pueden contener 1-4 emparejamientos incorrectos donde la secuencia guia comprende al menos
17, 18, 19, 20 o mas nucledtidos. En algunas modalidades, la secuencia guia y la region diana puede
contener 1, 2, 3 0 4 emparejamientos incorrectos donde la secuencia guia comprende 20
nucleotidos.

Las secuencias diana para las proteinas de unién a ADN guiadas por ARN tales como las
proteinas Cas incluyen tanto la cadena positiva como la negativa del ADN gendémico (es decir, la
secuencia proporcionada y el complemento inverso de la secuencia), ya que el sustrato de &cido
nucleico para una proteina Cas es un acido nucleico bicatenario. Por consiguiente, cuando se dice
gue una secuencia guia es «complementaria a una secuencia diana», se entiende que la secuencia

guia puede dirigir un ARNg para unirse al complemento inverso de la secuencia diana. Por lo tanto,
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en algunas modalidades, cuando la secuencia guia se une al complemento inverso de una secuencia

diana, la secuencia guia es idéntica a determinados nucleétidos de la secuencia diana (por ejemplo,
la secuencia diana que no incluye el PAM) excepto por la sustitucién de U por T en la secuencia
guia.

La longitud de la secuencia de direccionamiento puede depender del sistema de
CRISPR/Cas y los componentes utilizados. Por ejemplo, diferentes nucleasas Cas de clase 2 de
diferentes especies de bacterias tienen diversas longitudes de secuencia de direccionamiento
Optimas. Por consiguiente, la secuencia de direccionamiento puede comprender una longitud de 5,
6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50 o mas de 50 nucleétidos. En algunas modalidades, la longitud de la secuencia de
direccionamiento es 0, 1, 2, 3, 4 0 5 nucleétidos mas larga 0 mas corta que la secuencia guia de un
sistema de CRISPR/Cas de origen natural. En determinadas modalidades, el andamiaje de ARNg y
nucleasa Cas se derivara del mismo sistema CRISPR/Cas. En algunas modalidades, la secuencia
de direccionamiento puede comprender o consistir en 18-24 nucleétidos. En algunas modalidades,
la secuencia de direccionamiento puede comprender o consistir en 19-21 nucledétidos. En algunas
modalidades, la secuencia de direccionamiento puede comprender o consistir en 20 nucledétidos.

En algunas modalidades, el ARNgs es un «ARNgs de Cas9» capaz de mediar la escision de
ADN guiada por ARN mediante una proteina Cas9. En algunas modalidades, el ARNgs es un
«ARNgs de Cpfl» capaz de mediar la escisién de ADN guiada por ARN mediante una proteina Cpf1.
En determinadas modalidades, el ARNg comprende un ARNcr y ARN tracr suficiente para formar un
complejo activo con una proteina Cas9 y mediar la escision de ADN guiada por ARN. En
determinadas modalidades, el ARNg comprende un ARNcr suficiente para formar un complejo
activo con una proteina Cpfl y mediar la escisién de ADN guiada por ARN. Véase Zetsche 2015.

Determinadas modalidades de la invencion también proporcionan acidos nucleicos, por
ejemplo, cassettes de expresion, que codifican el ARNg descrito en la presente. Un «acido nucleico
de ARN guia» se utiliza en la presente para hacer referencia a un ARNg (por ejemplo, un ARNgs o
un ARNgd) y un casete de expresion de ARNg, que es un acido nucleico que codifica uno o mas
ARNg.

ARN modificados

En determinadas modalidades, las composiciones lipidicas, tal como las composiciones de
LNP, comprenden &cidos nucleicos modificados, que incluyen ARN modificados.

Puede haber nucledsidos o nucleétidos modificados presentes en un ARN, por ejemplo, un
ARNg o ARNm. Un ARNg o ARNm que comprende uno o méas nucledsidos o nucle6tidos
modificados, por ejemplo, se denomina un ARN «modificado» para describir la presencia de una o

mas configuraciones o componentes de origen natural y/o no natural que se utilizan en lugar, o
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ademas, de los residuos A, G, C y U candnicos. En algunas modalidades, un ARN modificado se

sintetiza sin un nucledésido o nucle6tido no candnico, llamado aqui «modificado».

Los nucledsidos o nucleétidos modificados pueden incluir: (i) alteracion, por ejemplo,
reemplazo, de uno o ambos oxigenos que no son de union a fosfato y/o uno o mas de los oxigenos
de unién a fosfato en la union de estructura principal de fosfodiéster (un ejemplo de modificacion a
la estructura principal); (ii) alteracion, por ejemplo, reemplazo, de un constituyente del azicar ribosa,
por ejemplo, del 2’ hidroxilo en el azucar ribosa (un ejemplo de modificacion de azlcar); (iii)
reemplazo en conjunto del resto de fosfato con enlazadores «defosfo» (un ejemplo de modificacién
de la estructura principal); (iv) modificacibn o reemplazo de una nucleobase de origen natural,
inclusive una nucleobase no canobnica (un ejemplo de modificacion de base); (v) reemplazo o
modificacion de la estructura principal de ribosa-fosfato (un ejemplo de modificacién de estructura
principal); (vi) modificacion del extremo 3’ o el extremo 5 del polinucleétido, por ejemplo,
eliminacion, modificacion o reemplazo de un grupo fosfato terminal o conjugacion de un resto,
casquete o enlazador (dichas modificaciones al casquete 3’ o 5 pueden comprender una
modificacion de azUcar y/o estructura principal); y/o (vii) modificacién o reemplazo del azlcar (un
ejemplo de modificacién de azlcar). Determinadas modalidades comprenden una modificacién del
extremo 5 a un ARNm, ARNg o acido nucleico. Determinadas modalidades comprenden una
modificacion a un ARNm, ARNg o acido nucleico. Determinadas modalidades comprenden una
modificacion en el extremo 3° a un ARNm, ARNg o acido nucleico. Un ARN modificado puede
contener modificaciones en el extremo 5’ y el extremo 3’. Un ARN modificado puede contener uno o
mas residuos modificados en ubicaciones que no sean los extremos. En determinadas modalidades,
un ARNg incluye al menos un residuo modificado. En determinadas modalidades, un ARNm incluye
al menos un residuo modificado.

Los acidos nucleicos no modificados pueden tender a degradarse, por ejemplo, mediante
nucleasas intracelulares o las que se encuentran en suero. Por ejemplo, las nucleasas pueden
hidrolizar enlaces fosfodiéster de acido nucleico. Por consiguiente, en un aspecto, los ARN (por
ejemplo, ARNm, ARNQ) que se describen en la presente pueden contener uno o mas nucleésidos o
nucleotidos modificados, por ejemplo, para introducir estabilidad hacia las nucleasas intracelulares
0 basadas en suero. En algunas modalidades, las moléculas de ARN modificado descritas en la
presente pueden presentar una respuesta inmunitaria innata reducida cuando se introducen en una
poblacion de células, tanto in vivo como ex vivo. El término «respuesta inmunitaria innata» incluye
una respuesta celular a acidos nucleicos exégenos, que incluyen 4cidos nucleicos monocatenarios,
que implica la induccion de liberacion y expresion de citocinas, particularmente, los interferones, y

muerte celular.
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Por consiguiente, en algunas modalidades, un ARN o acido nucleico comprende al menos

una modificacion que confiere una estabilidad mayor o potenciada al &cido nucleico, inclusive, por
ejemplo, resistencia mejorada a la digestién de nucleasa in vivo. Tal como se usan en la presente,
los términos «modificacion» y «modificado», en cuanto tales términos se relacionan con los &cidos
nucleicos que se proporcionan en la presente, incluyen al menos una alteracion que preferentemente
potencia la estabilidad y hace que el ARN o el 4cido nucleico sea mas estable (por ejemplo,
resistente a la digestion de nucleasa) que la version de tipo salvaje o de origen natural del ARN o el
acido nucleico. Tal como se usan en la presente, los términos «estable» y «estabilidad» en cuanto
tales términos se relacionan con los acidos nucleicos de la presente invencion, y particularmente
con respecto al ARN, hacen referencia a una resistencia mayor o potenciada a la degradacion, por
ejemplo, mediante nucleasa (es decir, endonucleasas 0 exonucleasas) que normalmente son
capaces de degradar tal ARN. La mayor estabilidad puede incluir, por ejemplo, menor sensibilidad
a la hidrélisis u otra destruccion con enzimas endbgenas (por ejemplo, endonucleasas o
exonucleasas) o condiciones dentro del tejido o la célula diana, lo que aumenta o potencia de este
modo la permanencia de tal ARN o acido nucleico en la célula, el tejido, el sujeto y/o el citoplasma
seleccionado. Las moléculas de ARN o &cido nucleico estabilizadas que se proporcionan en la
presente tienen semividas mas prolongadas con respecto a sus homologos no modificados de origen
natural (por ejemplo, la versién de tipo salvaje de la molécula). También se contemplan los términos
«modificacion» y «modificado», en cuanto tales términos se relacionan con el ARNm de las
composiciones de LNP que se describen en la presente, son alteraciones que mejoran o potencian
la traduccién de los acidos nucleicos de ARNm, inclusive, por ejemplo, la inclusion de secuencias
que funcionan al inicio de la traduccién de proteinas (por ejemplo, la secuencia de consenso de
Kozak). (Kozak, M., Nucleic Acids Res 15 (20): 8125-48 (1987)).

En algunas modalidades, el ARN o &cido nucleico se sometié a una modificacion quimica o
biolégica para hacerlo mas estable. Las modificaciones de ejemplo a un ARN o &cido nucleico
incluyen la reduccién de una base (por ejemplo, mediante la delecion o la sustitucién de un
nucleotido con otro) o la modificaciébn de una base, por ejemplo, la modificacion quimica de una
base. La expresion «modificaciones quimicas», tal como se usa en la presente, incluye
modificaciones que introducen quimicas diferentes a las observadas en &cidos nucleicos o ARN de
origen natural, por ejemplo, modificaciones covalentes tales como la introduccion de nucleétidos
modificados, (por ejemplo, analogos de nucle6tidos o la inclusion de grupos colgantes que no se
encuentran de forma natural en tales moléculas de acido nucleico o ARN).

En algunas modalidades de una modificacion de estructura principal, el grupo fosfato de un
residuo modificado puede modificarse mediante el reemplazo de uno o mas de los oxigenos con un

sustituyente diferente. Ademas, el residuo modificado, por ejemplo, residuo modificado presente en
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un &cido nucleico modificado, puede incluir el reemplazo en conjunto de un resto de fosfato no

modificado con un grupo fosfato modificado, tal como se describe en la presente. En algunas
modalidades, la modificacién de la estructura principal de fosfato puede incluir alteraciones que den
como resultado ya sea un enlazador sin carga o un enlazador con carga con una distribucion de
carga asimétrica.

Los ejemplos de grupos fosfato modificados incluyen fosforotioato, fosforoselenatos, borano
fosfatos, ésteres de borano fosfato, fosfonatos de hidrégeno, fosforamidatos, fosfonatos de arilo o
alquilo y fosfodiésteres. ElI atomo de fésforo en un grupo fosfato no modificado es aquiral. Sin
embargo, el reemplazo de uno de los oxigenos que no forman puentes con uno de los &tomos
anteriores o grupos de atomos vuelven quiral el atomo de fosforo. El &tomo de fosforo estereogénico
puede poseer ya sea la configuracién “R” (Rp en la presente) o la configuracion “S” (Sp en la
presente). La estructura principal también puede modificarse mediante el reemplazo de un oxigeno
gue forma puentes (es decir, el oxigeno que une el fosfato con el nucledsido) con nitrégeno
(fosforamidatos puenteados), azufre (fosforotioatos puenteados) y carbono (metilenfosfonatos
puenteados). El reemplazo se puede producir en cualquiera de los oxigenos de uniéon o en ambos
oxigenos de union. El grupo fosfato puede reemplazarse mediante conectores que no contienen
fésforo, en determinadas modificaciones de la cadena principal. En algunas modalidades, el grupo
fosfato con carga puede reemplazarse con un resto neutro. Los ejemplos de restos que pueden
reemplazar el grupo fosfato pueden incluir, de modo no taxativo, por ejemplo, fosfonato de metilo,
hidroxilamino, siloxano, carbonato, carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, enlazador de 6xido de
etileno, sulfonato, sulfonamida, tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, metilenmetilimino,
metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo y metilenoximetilimino.

ARNmM

En algunas modalidades, una composicion o formulacién descrita en la presente comprende
un ARNm que comprende un marco abierto de lectura (ORF, por su sigla en inglés) que codifica un
agente de unién a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas o nucleasa Cas de clase 2 tal
como se describe en la presente. En algunas modalidades, se proporciona, usa o administra un
ARNmM que comprende un ORF que codifica un agente de uniéon a ADN guiado por ARN, tal como
una nucleasa Cas o una nucleasa Cas de clase 2. Un ARNm puede comprender uno o mas de un
casquete en 5', una region no traducida en 5' (UTR), una UTR en 3'y una cola de poliadenina. El
ARNmM puede comprender un marco de lectura abierto modificado, por ejemplo, para codificar una
secuencia de localizacion nuclear o para usar codones alternados para codificar la proteina.

El ARNm en las composiciones de LNP descritas puede codificar, por ejemplo, una hormona,
una enzima, un receptor, un polipéptido, un péptido, que se secretan, u otra proteina de interés que

se secreta normalmente. En una modalidad de la invencién, el ARNm puede tener opcionalmente
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modificaciones quimicas o bioldgicas que, por ejemplo, mejoran la estabilidad y/o la semivida de tal

ARNmM o que mejoran o facilitan de otro modo la produccion de proteinas.

Ademas, las modificaciones adecuadas incluyen alteraciones en uno o mas nucleotidos de
un codoén tal como el codon que codifica el mismo aminoacido pero es mas estable que el codén
que se encuentra en la version de tipo salvaje del ARNm. Por ejemplo, se ha demostrado una
relacion inversa entre la estabilidad del ARN y una mayor cantidad de residuos citidinas (C) y/o
residuos de uridinas (U), y se descubrié que el ARN que carece de residuos de C y U es estable
para la mayoria de las ARNasas (Heidenreich, et al. J Biol Chem 269, 2131-8 (1994)). En algunas
modalidades, se reduce la cantidad de residuos de C y/o U en una secuencia de ARNm. En otra
modalidad, se reduce la cantidad de residuos de C y/o U mediante la sustitucién de un codén que
codifica un aminodcido particular por otro coddén que codifica el mismo aminoacido o uno
relacionado. Las modificaciones contempladas a los acidos nucleicos de ARNm de la presente
invencién incluyen también la incorporacion de pseudouridinas. La incorporacion de pseudouridinas
en los 4cidos nucleicos de ARNm de la presente invencién puede potenciar la estabilidad y la
capacidad traduccional, asi como disminuir la inmunogenicidad in vivo. Véase, por ejemplo, Kariko,
K., et al., Molecular Therapy 16 (11): 1833-1840 (2008). Las sustituciones y modificaciones al ARNm
de la presente invencidn se pueden llevar a cabo con métodos ya conocidos para el experto en la
técnica.

Las limitaciones para la reduccion de la cantidad de residuos de C y U en una secuencia
probablemente sera mayor en la regién de codificacion de un ARNm, en comparacién con una regiéon
no traducida, (es decir, probablemente no sera posible eliminar todos los residuos de C y U presentes
en el mensaje mientras que se conserva la capacidad del mensaje de codificar la secuencia de
aminoéacidos deseada). La redundancia del cédigo genético, sin embargo, presenta una oportunidad
para permitir que se reduzca la cantidad de residuos de C y/o U que se encuentran presentes en la
secuencia, mientras que se mantiene la misma capacidad de codificacién (es decir, dependiendo de
gué aminoacido se codifiqgue con un codon, diversas posibilidades diferentes son posibles para la
modificacion de las secuencias de ARN).

El término modificacion también incluye, por ejemplo, la incorporacion de enlaces que no
sean de nucledtidos o nucleétidos modificados en las secuencias de ARNm de la presente invencion
(por ejemplo, modificaciones a uno o ambos de los extremos 3'y 5’ de una molécula de ARNm que
codifica una proteina o enzima funcional secretada). Tales modificaciones incluyen la adicion de
bases a una secuencia de ARNm (por ejemplo, la inclusién de una cola de poli A o una cola de poli
A mas larga), la alteracion de la UTR en 3' o la UTR en &', la formacion de complejos del ARNm con

un agente (por ejemplo, una proteina o una molécula de acido nucleico complementaria) y la
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inclusion de elementos que cambian la estructura de una molécula de ARNm (por ejemplo, que

forman estructuras secundarias).

Se cree que la cola de poli A estabiliza los mensajeros naturales. Por lo tanto, en una
modalidad, se puede agregar una cola larga de poli A a una molécula de ARNm que, por lo tanto,
hace que el ARNm sea més estable. Las colas de poli A pueden agregarse mediante el uso de una
variedad de técnicas reconocidas en la técnica. Por ejemplo, se pueden agregar colas de poli A
largas al ARNm sintético o transcrito in vitro usando la poli A polimerasa (Yokoe, et al. Nature
Biotechnology. 1996; 14: 1252-1256). Un vector de transcripcién también puede codificar colas de
poli A largas. Ademas, pueden agregarse colas de poli A mediante transcripcion directamente de los
productos de PCR. En una modalidad, la longitud de la cola de poli A es de al menos alrededor de
90, 200, 300, 400, al menos 500 nucleétidos. En una modalidad, la longitud de la cola poli A se ajusta
para controlar la estabilidad de una molécula de ARNm modificada de la invencién y por tanto la
transcripciéon de la proteina. Por ejemplo, dado que la longitud de la cola de poli A puede influir en
la semivida de una molécula de ARNm, la longitud de la cola de poli A se puede ajustar para modificar
el nivel de resistencia del ARNm respecto a las nucleasas y controlar por tanto el transcurso del
tiempo de la expresién de proteinas en una célula. En una modalidad, las moléculas de ARNm
estabilizado son suficientemente resistentes para la degradacion in vivo (por ejemplo, con
nucleasas), de modo que se puedan administrar a la célula diana sin un vehiculo de transferencia.

En una modalidad, un ARNm puede modificarse mediante la incorporacion de secuencias no
traducidas (UTR) en 3' y/o 5’ que no se encuentran en forma natural en el ARNm de tipo salvaje. En
una modalidad, la secuencia flanqueante en 3' y/o 5' que flanquea naturalmente un ARNm y codifica
una segunda proteina no relacionada se puede incorporar en la secuencia de nucleétidos de una
molécula de ARNm que codifica una proteina funcional o terapéutica para modificarla. Por ejemplo,
las secuencias en 3' 0 5 de moléculas de ARNm que son estables (por ejemplo, globina, actina,
GAPDH, tubulina, histona o enzimas ciclicas de acido citrico) se pueden incorporar en la regién 3'
y/o 5' de una molécula de acido nucleico de ARNm sentido para aumentar la estabilidad de la
molécula de ARNm sentido. Véase, por ejemplo, US2003/0083272.

Se pueden encontrar descripciones mas detalladas de las modificaciones de ARNm en

US2017/0210698A1, en las paginas 57-68, cuyo contenido se incorpora a la presente.

Plantilla de acido nucleico

Las composiciones y métodos descritos en la presente pueden incluir una plantilla de &cido
nucleico. La plantilla puede usarse para alterar o insertar una secuencia de acido nucleico en el sitio
diana o cerca de este para una proteina de union a ADN guiada por ARN tal como una nucleasa
Cas, por ejemplo, una nucleasa Cas de clase 2. En algunas modalidades, los métodos comprenden

la introduccion de una plantilla a la célula. En algunas modalidades, puede proporcionarse una unica
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plantilla. En otras modalidades, pueden proporcionarse dos o mas plantillas, de manera que pueda

producirse la edicion en dos o mas sitios diana. Por ejemplo, pueden proporcionarse diferentes
plantillas para editar un Gnico gen en una célula, o dos genes diferentes en una célula.

En algunas modalidades, la plantilla puede utilizarse en recombinacion homdloga. En
algunas modalidades, la recombinacion homéloga puede dar como resultado la integracion de la
secuencia de plantilla o una parte de la secuencia de plantilla en la molécula de &cido nucleico diana.
En otras modalidades, la plantilla puede utilizarse en reparacion dirigida por homologia, que implica
la invasion de la cadena de ADN en el sitio de escisidn en el &cido nucleico. En algunas modalidades,
la reparacion dirigida por homologia puede dar como resultado la inclusién de la secuencia de
plantilla en la molécula de &cido nucleico diana editada. En incluso otras modalidades adicionales,
la plantilla puede utilizarse en la ediciéon génica mediada por unién de extremos no homélogos. En
algunas modalidades, la secuencia de plantilla no tiene similitud con la secuencia de 4cido nucleico
cerca del sitio de escision. En algunas modalidades, se incorpora la plantilla o una parte de la
secuencia de plantilla. En algunas modalidades, la plantilla incluye secuencias de repeticiones
terminales invertidas (ITR) flanqueantes.

En algunas modalidades, la secuencia de plantilla puede corresponder a, comprender o
consistir en una secuencia endégena de una célula diana. De manera adicional o alternativa,
también puede corresponder a, comprender o consistir en una secuencia exdgena de una célula
diana. Tal como se usa en la presente, el término “secuencia endégena” se refiere a una secuencia
que es natural de la célula. La expresién “secuencia exdgena” se refiere a una secuencia que no es
natural de una célula, o una secuencia cuya ubicacién natural en el genoma de la célula es en una
ubicaciéon diferente. En algunas modalidades, la secuencia endégena puede ser una secuencia
gendmica de la célula. En algunas modalidades, la secuencia endégena puede ser una secuencia
cromosodmica o extracromosémica. En algunas modalidades, la secuencia endégena puede ser una
secuencia de plasmidos de la célula.

En algunas modalidades, la plantilla contiene ADNmc o ADNbc que contiene secuencias de
repeticiones terminales invertidas (ITR) flanqueantes. En algunas modalidades, la plantilla se
proporciona como un vector, plasmido, minicirculo o nanocirculo o producto de PCR.

En algunas modalidades, el acido nucleico esté purificado. En algunas modalidades, el &cido
nucleico se purifica mediante el uso de un método de precipitacion (por ejemplo, precipitacion de
LiCl, precipitacion de alcohol o un método equivalente, por ejemplo, tal como se describe en la
presente). En algunas modalidades, el acido nucleico se purifica mediante el uso de un método
basado en cromatografia, tal como método basado en HPLC o un método equivalente (por ejemplo,
tal como se describe en la presente). En algunas modalidades, el &cido nucleico se purifica mediante

el uso de un método de precipitacion (por ejemplo, precipitacion de LiCl) y un método de precipitacion
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basado en HPLC. En algunas modalidades, el acido nucleico se purifica mediante filtracion de flujo

tangencial (TFF).

Los compuestos o composiciones generalmente, pero no necesariamente, incluirdn uno o
mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El término «excipiente» incluye cualquier
ingrediente que no sea el compuesto de la descripcidn, los demas componentes lipidicos ni el agente
biol6gicamente activo. Un excipiente puede proporcionar una caracteristica funcional (por ejemplo,
controlar la velocidad de liberacién del farmaco) y/o no funcional (por ejemplo, procesar un auxiliar
o diluyente) a las composiciones. La seleccion del excipiente dependera en gran medida de factores
tales como el modo de administracion particular, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y la
estabilidad, y la naturaleza de la forma de dosificacion.

Las formulaciones parenterales son tipicamente suspensiones o soluciones acuosas u
oleosas. Cuando la formulacién es acuosa, los excipientes, tales como azUcares (inclusive, de modo
no taxativo, glucosa, manitol, etc.), sales, carbohidratos y agentes amortiguadores (preferentemente
a un pH entre 3y 9), pero, para algunas aplicaciones, se puede formular de forma mas adecuada
con una solucidon no acuosa estéril 0 en forma seca para ser utilizada junto con un vehiculo
adecuado, tal como agua estéril y libre de pirégenos (WFI).

Si bien la invencién se describe junto con las modalidades ilustradas, se entendera que no
se pretende limitar la invencién a tales modalidades. Por el contrario, se pretende que la invencion
abarque todas las alternativas, modificaciones y equivalentes, incluso equivalentes de
caracteristicas especificas, que puedan incluirse dentro de la invencién como se define mediante las
reivindicaciones adjuntas.

Tanto la descripcion general como la descripcién detallada que anteceden, asi como los
ejemplos que siguen a continuacién, son ilustrativos y explicativos solamente y no restringen la
descripcion. Los titulos de las secciones usados en la presente tienen Unicamente fines de
organizacion y no debe interpretarse que limiten la materia deseada de ninglin modo. En caso de
que cualquier documento bibliografico incorporado mediante referencia contradiga cualquier término
definido en la presente memoria descriptiva, la presente memoria descriptiva sera la que rija. Todos
los intervalos proporcionados en la solicitud abarcan los extremos, a menos que se establezca lo

contrario.

Definiciones
Cabe destacar que, tal como se usan en la presente solicitud, las formas en singular «un»,
«una» y «el/la», incluyen referencias en plural, salvo que el contexto indique claramente lo contrario.

Por consiguiente, por ejemplo, la referencia a «una composicion» incluye multiples composiciones y
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la referencia a «una célula» incluye mdultiples células, y similares. El uso de «o» es inclusivo y

significa «y/o» a menos que se indique algo diferente.

A menos que se observe especificamente en la memoria descriptiva que antecede, las
modalidades en la memoria descriptiva que contengan «que comprende» diversos componentes
también se contemplan como «que consiste en» 0 «que consiste basicamente en» los componentes
enumerados; las modalidades en la memoria descriptiva que contengan «gue consiste en» diversos
componentes también se contemplan como «gue comprende» 0 «gue consiste basicamente en» los
componentes enumerados; las modalidades en la memoria descriptiva que contengan «alrededor
de» diversos componentes también se contemplan como «en» los componentes enumerados; y las
modalidades en la memoria descriptiva que enumeran «que consiste basicamente en» diversos
componentes también se contemplan como «que consiste en» 0 «que comprende» los componentes
enumerados (esta capacidad de intercambiarse no aplica al uso de estas expresiones en las
reivindicaciones).

Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. Se entiende que los
valores medidos y medibles son aproximados, tomando en cuenta las cifras significativas y el error
asociado con la medicion. Tal como se usan en la presente solicitud, los términos «alrededor de» y
«aproximadamente» tienen su significado conocido en la técnica; el uso de uno en oposicion al otro
no necesariamente implica que haya un alcance diferente. A menos que se indique algo diferente,
los nimeros en la presente solicitud, con o sin un término que lo modifique tal como «alrededor de»
0 «aproximadamente», debe entenderse que abarca la divergencia y/o fluctuaciones normales que
comprendera el experto en la técnica pertinente. En determinadas modalidades, el término
«aproximadamente» o «alrededor de» se refiere a un intervalo de valores que se encuentra dentro
del 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %,
5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, o menos en cualquier direccion (mayor o menor) de un valor de referencia
establecido a menos que se indique lo contrario 0 sea evidente por el contexto (excepto cuando
dicho numero supere el 100 % de un valor posible).

Como se usa en la presente, la expresion «poner en contacto» significa establecer una
conexion fisica entre dos 0 mas entidades. Por ejemplo, poner en contacto una célula de mamifero
con una composicion de nanoparticulas significa que la célula de mamifero y una nanoparticula
comparten una conexion fisica. Los métodos para poner en contacto células con entidades externas
in vivo y ex vivo se conocen en las técnicas biolégicas. Por ejemplo, el contacto de una composicion
de nanoparticulas y una célula de mamifero dispuesta dentro de un mamifero puede realizarse
mediante diversas vias de administracion (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intradérmica, y
subcutanea) y puede implicar diversas cantidades de composiciones de nanoparticulas. Ademas,

una composicion de nanoparticulas puede entrar en contacto con mas de una célula de mamifero.
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Tal como se usa en la presente, el término “administrar” significa proporcionar una entidad a

un destino. Por ejemplo, administrar un agente terapéutico y/o profilactico a un sujeto puede implicar
administrar una composicion de nanoparticulas que incluye el producto terapéutico y/o profilactico
al sujeto (por ejemplo, mediante una via intravenosa, intramuscular, intradérmica, o subcutanea). La
administracién de una composiciéon de nanoparticulas a un mamifero o célula de mamifero puede
implicar poner en contacto uno o mas células con la composicién de nanoparticulas.

Tal como se usa en la presente, «eficiencia de encapsulacidon» hace referencia a la cantidad
de un producto terapéutico y/o profilactico que se vuelve parte de una composicion de
nanoparticulas, con respecto a la cantidad total inicial del producto terapéutico y/o profilactico usado
en la preparaciéon de una composicién de nanoparticulas. Por ejemplo, si se encapsulan 97 mg de
producto terapéutico y/o profilactico en una composicion de nanoparticulas de un total de 100 mg
de producto terapéutico y/o profilactico proporcionado inicialmente a la composicion, la eficiencia de
encapsulacion puede determinarse en 97 %. Tal como se usa en la presente, «encapsulacion»
puede hacer referencia a un cerramiento, confinamiento, entorno o envoltura completo, considerable
o parcial.

Tal como se usa en la presente, el término «biodegradable» se usa para hacer referencia a
materiales que, cuando se introducen en las células, se descomponen por el mecanismo celular (por
ejemplo, degradacion enzimatica) o mediante hidrolisis en componentes que las células pueden
reutilizar o descartar sin efectos téxicos significativos en las células. En determinadas modalidades,
los componentes generados por la descomposicion de un material biodegradable no inducen la
inflamacién y/u otros efectos indeseables in vivo. En algunas modalidades, los materiales
biodegradables se descomponen en forma enzimatica. De manera alternativa o adicional, en
algunas modalidades, los materiales biodegradables se descomponen mediante hidrdlisis.

Tal como se usa en la presente, el «cociente de N/P» es la relacion molar de atomos de
nitrégeno ionizables que contienen un lipido (por ejemplo, compuesto con la Férmula |) con respecto
a los grupos fosfato en ARN, por ejemplo, en una composicion de nanoparticulas que incluye un
componente lipidico y un ARN.

Las composiciones también pueden incluir sales de uno o mas compuestos. Las sales
pueden ser sales farmacéuticamente aceptables. Tal como se usa en la presente, «sales
farmacéuticamente aceptables» hace referencia a derivados de los compuestos descritos, en donde
el compuesto original se altera al convertir un resto de 4cido o base existente en su forma salina (por
ejemplo, al hacer reaccionar un grupo de base libre con un &cido organico adecuado). Los ejemplos
de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, de modo no taxativo, sales de &cidos minerales u
organicos de residuos basicos tales como aminas, sales alcalinas u organicas de residuos acidos

tales como acidos carboxilicos, y similares. Las sales de adicion de acido representativas incluyen
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sales de acetato, adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato, benzoato, bisulfato,

borato, butirato, canforato, canforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, hemisulfato, heptonato,
hexanoato, bromhidrato, clorhidrato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato,
laurato, sulfato de laurilo, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato,
nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato,
fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato,
toluenosulfonato, undecanoato, valerato y similares. Las sales de metales alcalinos o alcalinotérreos
representativas incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio y similares, asi como cationes de
amonio, amonio cuaternario y amina no toxicos, que incluyen, a modo no taxativo, amonio,
tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, etilamina, y
similares. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente descripcidn incluyen las sales no
téxicas convencionales del compuesto original formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos
U organicos no toxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente descripcién se
pueden sintetizar a partir del compuesto original que contiene un resto acido o basico mediante
métodos quimicos convencionales. En general, dichas sales pueden prepararse al hacer reaccionar
las formas basicas o acidos libres de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido
o la base adecuados en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de ambos; en general,
se prefieren los medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o
acetonitrilo. Las listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences,
17° ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag. 1418, Pharmaceutical Salts: Properties,
Selection, y Use, P. H. Stahl y C. G. Wermuth (eds.), Wiley-VCH, 2008, y Berge et al., Journal of
Pharmaceutical Science, 66, 1-19 (1977), cada uno de los cuales se incorpora a la presente en su
totalidad mediante referencia.

Tal como se usa en la presente, «indice de polidispersién» es un cociente que describe la
homogeneidad de la distribucién del tamafio de particula de un sistema. Un valor pequefio, por
ejemplo, menor que 0,3 indica una distribucion estrecha del tamafio de particula. En algunas
modalidades, el indice de polidispersién puede ser menor que 0,1.

Tal como se usa en la presente, «transfeccion» hace referencia a la introduccién de una
especie (por ejemplo, un ARN) en una célula. La transfeccion puede producirse, por ejemplo, in vitro,
ex Vivo 0 in vivo.

El término «alquilo» como se usa en la presente es un grupo de hidrocarburo saturado,
ramificado o no ramificado de 1 a 24 &tomos de carbono, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, isobutilo, s-butilo, t-butilo, n-pentilo, isopentilo, s-pentilo, neopentilo, hexilo, heptilo, octilo,

nonilo, decilo, dodecilo, tetradecilo, hexadecilo, eicosilo, tetracosilo, y similares. El grupo alquilo
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puede ser ciclico o aciclico. El grupo alquilo puede ser ramificado o no ramificado (es decir, lineal).

El grupo alquilo también puede estar sustituido o no sustituido. Por ejemplo, el grupo alquilo puede
estar sustituido con uno o mas grupos que incluyen, de modo no taxativo, alquilo, arilo, heteroarilo,
cicloalquilo, alcoxi, amino, éter, haluro, hidroxi, nitro, sililo, sulfoxo, sulfonato, carboxilato o tiol, tal
como se describe en la presente. Un grupo «alquilo inferior» es un grupo alquilo que contiene de
uno a seis (por ejemplo, de uno a cuatro) atomos de carbono.

El término «alquenilo», tal como se usa en la presente, hace referencia a un grupo alifatico
gue contiene al menos un enlace doble carbono-carbono y se pretende que incluya tanto «alquenilos
no sustituidos» como «alquenilos sustituidos», donde estos Ultimos hacen referencia a restos
alquenilo con sustituyentes que remplazan un hidrégeno en uno o mas carbonos del grupo
alquenilo. Dichos sustituyentes pueden presentarse en uno o0 mas carbonos incluidos o no en uno
0 mas de los enlaces dobles. Asimismo, dichos sustituyentes incluyen todos aquellos contemplados
para los grupos alquilo, tal como se menciona mas adelante, excepto en los casos en los que lo
impide la estabilidad. Por ejemplo, se contempla que un grupo alquenilo puede sustituirse con uno
0 mas grupos alquilo, carbociclilo, arilo, heterociclilo o heteroarilo. Los grupos alquenilo ilustrativos
incluyen, de modo no taxativo, vinilo (-CH=CH,), alilo (-CH.CH=CH), ciclopentenilo (-CsH;) y 5-
hexenilo (-CH.CH.CH2CH>CH=CH).

Un grupo «alquileno» hace referencia a un radical alquilo divalente que puede ser ramificado
o no ramificado (es decir, lineal). Cualquiera de los grupos alquilo monovalentes antemencionados
puede convertirse en un alquileno por abstraccién de un segundo atomo de hidrégeno del alquilo.
Los alquilenos representativos incluyen alquileno C,.4 y alquileno C».3. Los grupos alquileno tipicos
incluyen, de modo no taxativo -CH(CH3)-, -C(CH3)2-, -CH2CH3-, -CHzCH(CHs)-, -CHzC(CH3)2-, -
CH2CH2CH3-, -CH2CH>CH2CH.-, y similares. El grupo alquileno también puede estar sustituido o no
sustituido. Por ejemplo, el grupo alquileno puede estar sustituido con uno 0 mas grupos que incluyen,
de modo no taxativo, alquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo, alcoxi, amino, éter, haluro, hidroxi, nitro,
sililo, sulfoxo, sulfonato, carboxilato o tiol, tal como se describe en la presente.

El término «alquenileno» incluye grupos hidrocarbilo aciclico no saturados, lineales o
ramificados, divalentes que tienen al menos un enlace doble carbono-carbono y, en una modalidad,
no tienen enlaces triples carbono-carbono. Cualquiera de los grupos alquenilo monovalentes
antemencionados puede convertirse en un alquenileno por abstraccion de un segundo 4tomo de
hidrégeno del alquenilo. Los alquenilenos representativos incluyen alquenilenos Ca.

El término «Cy.», cuando se utiliza junto con un resto quimico, tal como alquilo o alquileno
significa que incluye grupos que contienen de x a y carbonos en la cadena. Por ejemplo, el término

«alquilo Cy.y» hace referencia a grupos hidrocarburo saturados sustituidos o no sustituidos, inclusive
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grupos alquilo y alquileno de cadena lineal y de cadena ramificada que contienen de x a 'y carbonos

en la cadena.

Incorporacion por referencia

El contenido de los articulos, las patentes y las solicitudes de patente, y todos los otros
documentos e informacion disponibles en formato electronico que se mencionan o citan en la
presente, se incorporan a esta en su totalidad mediante referencia en la misma medida que si se
incorporara mediante referencia cada publicacién individual en forma especifica e individual. El
solicitante se reserva el derecho de incorporar en forma fisica a la presente solicitud todo material e
informacién de cualquiera de tales articulos, patentes, solicitudes de patente y otros documentos

fisicos o electrdnicos.

Ejemplos
Informacion general

Todos los reactivos y disolventes se adquirieron y se usaron tal cual se recibieron de los
proveedores comerciales o se sintetizaron de acuerdo con los procedimientos citados. Todos los
intermedios y compuestos finales se purificaron mediante el uso de cromatografia de columna
ultrarrapida en gel de silice. Se registraron espectros de RMN en un espectrometro Bruker o Varian
de 400 MHz y se recolectaron los datos de RMN en CDCIs; a temperatura ambiente. Los cambios
quimicos se informaron en partes por millén (ppm) con respecto a CDCl; (7,26). Los datos para H
RMN se informan de la siguiente manera: desplazamiento quimico, multiplicidad (br = amplio, s =
singlete, d = doblete, t = triplete, dd = doblete de dobletes, dt = doblete de tripletes, q = cuarteto, m
= multiplete, ddd = doblete de doblete de dobletes, td = triplete de dobletes, tt = triplete de tripletes,
tdd = triplete de doblete de dobletes, dddd = doblete de doblete de doblete de dobletes, etc.),
constante de acoplamiento e integracion. Los datos de MS se registraron en un espectrometro de
masas Waters SQD2 con una fuente de ionizacion por electropulverizacion (ESI). La pureza de los

compuestos finales se determiné mediante UPLC-MS-ELS con un instrumento de cromatografia
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liquida Waters Acquity clase H equipado con un espectrémetro de masas SQD2 con matriz de

fotodiodos (PDA) y detectores de dispersion evaporativa de la luz (ELS, por su sigla en inglés).
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SINTESIS DE LOS EJEMPLOS

Sintesis del ejemplo 1

Intermedio la: 3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
o

HO/\(\O —

OH
A una solucién de &cido linoleico (13,2 g, 47,1 mmol), DMAP (1,15 g, 9,42 mmol), DIPEA (12,3 mL,
70,6 mmol) y 2-(hidroximetil) propano-1,3-diol (5 g, 47,1 mmol) en DCM (100 mL) se afiadi6 EDC-HCI
(13,5 g, 70,6 mmol) a ta. La mezcla de reaccion se agité a ta durante 24 h, se concentré al vacio y

se purifico directamente usando cromatografia en gel de silice (120 g de HC Si, 0-50 % de EtOAc
en hexanos) para proporcionar 6,7 g (18,1 mmol, 39 % de rendimiento) del producto deseado como
aceite. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 5,44 — 5,25 (m, 4H), 4,25 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 3,76 (m, 4H), 2,77
(t, J=6,5Hz, 2H), 2,43 — 2,27 (m, 4H), 2,11 — 1,96 (m, 5H), 1,62 (m, 2H), 1,43 — 1,22 (m, 14H), 0,89
(t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 1b: 4,4-bis(octiloxi)butanonitrilo

NMK/\/\/\/
O~

A una mezcla de 4,4-dietoxibutanonitrilo (9,4 g, 60 mmol, 1 equiv) y octan-1-ol (3 equiv) se afiadié
p-toluensulfonato de piridinio (0,05 equiv) a ta. La mezcla de reaccion se calent6 hasta 105 °C y se
agitd durante al menos 18 h con el recipiente de reaccién abierto al aire y no equipado con un
condensador de reflujo. Después, la mezcla de reaccion se enfrié a ta y se purificé directamente
usando cromatografia en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos) para proporcionar 10,1 g
(31,0 mmol, rendimiento del 52 %) del producto deseado como un aceite transparente. *H RMN (400
MHz, CDCls) 6 4,55 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 3,60 (dt, J = 9,2, 6,6 Hz, 2H), 3,43 (dt, J = 9,2, 6,6 Hz, 2H),
2,42 (t,J = 7,4 Hz, 2H), 1,94 (td, J = 7,4, 5,3 Hz, 2H), 1,63 — 1,50 (m, 4H), 1,38 — 1,19 (m, 20H), 0,93
- 0,82 (m, 6H) ppm; MS: 348 m/z [M+Na].
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Intermedio 1c: Acido 4,4-bis(octiloxi)butanoico

Ho)J\/\ro\/\/\/\/

O~

A una solucién del Intermedio 1b (8,42 g, 31 mmol, 1 equiv.) en etanol (1 M) se afiadié hidréoxido de
potasio acuoso (2,5 M, 2,5 equiv.) a ta. Tras ajustar el recipiente de reaccién con un condensador
de reflujo, la mezcla de reaccion se calent6 a 110 °C y se agité durante 20-24 h. Después, la mezcla
de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se acidific6 con HCI acuoso 1N a pH 5 y se extrajo
en hexanos. Los extractos organicos combinados se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre
sulfato de sodio anhidro o sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio para
proporcionar 8,15 g (23,6 mmol, 76 % de rendimiento) del producto deseado como aceite
transparente, que se utilizé en bruto sin purificacion adicional. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,50 (t,
J =5,5Hz, 1H), 3,57 (dt, J = 9,4, 6,7 Hz, 2H), 3,41 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
1,92 (td, J = 7,4, 5,3 Hz, 2H), 1,56 (m, 4H), 1,37 — 1,21 (m, 20H), 0,92 — 0,83 (m, 6H) ppm; MS: 343
m/z [M-H].

Intermedio  1d:  3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil  (9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoato
OH o

A una solucién del Intermedio la (0,8-1,2 equiv.) y el Intermedio 1c (1,1 g, 3,2 mmol, 1 equiv. en
DCM (0,08-0,4 M) se agregé DMAP (0,1-0,2 equiv.), DIPEA (1,4-3 equiv.), y EDC-HCI (1,4-1,6 equiv)
a ta. La mezcla de reaccion se agit6 a ta durante al menos 5 h, se concentrg al vacio y se purifico
directamente usando cromatografia en gel de silice (un gradiente de EtOAc en hexanos) para
proporcionar 1,08 g (1,55 mmol, 48 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite
transparente. 'H RMN (400 MHz, CDClz) 8 5,36 (m, 4H), 4,49 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,17 (m, 4H), 3,66
— 3,53 (m, 4H), 3,40 (m, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,32 (t, J = 7,6 Hz, 2H),
2,19 (m, 2H), 2,05 (m, 4H), 1,93 (m, 2H), 1,58 (m, 7H), 1,31 (m, 32H), 0,88 (m, 9H) ppm.
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Ejemplo 1: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)-carbonil)oxi)metil)propil

(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

o
/\N/\/\OJ\O o
) K(\o - -
o
o)\/yo\/\/\/\/

A una solucion del intermedio 1d (1,08 g, 1,55 mmol, 1 equiv.) en acetonitrilo (0,04-0,1 M) se afiadi6
piridina (2 equiv.), DMAP (0,2 equiv.) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (1,5 equiv.) secuencialmente a
ta. Tras agitar durante al menos 2 h, se afiadié 3-(dietilamino)propan-1-ol (3 equiv.) y la mezcla de
reaccion resultante se agitd durante 2-24 h més a ta. La mezcla de reaccion se extrajo en hexanos
(20 mL) y se lavé con agua. La capa de agua resultante se volvio a extraer con hexanos. Las capas
de hexanos combinadas se secaron en Na.SO4 0 MgSO, anhidro, se filtraron y se concentraron al
vacio. El residuo bruto se purificd usando cromatografia en gel de silice (un gradiente de EtOAc en
hexanos o metanol en DCM) para proporcionar 711 mg (0,834 mmol, 54 % de rendimiento) del
producto deseado como un aceite transparente. *H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,35 (m, 4H), 4,48 {(t,
J = 5,6 Hz, 1H), 4,17 (m, 8H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,77 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,55 (q, J = 7,2
Hz, 6H), 2,40 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,84 (m, 2H),
1,57 (m, 6H), 1,30 (m, 34H), 1,03 (t, J = 7,2 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 853 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 2-24

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 1d y un reactivo aminoalcohol o

diamina usando el método empleado para el Ejemplo 1.

Ejemplo 2: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dimetilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

42 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 —
4,08 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
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2,47 — 2,34 (m, 5H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,24 (s, 6H), 2,05 (g, J = 6,9 Hz, 4H), 1,97 — 1,79 (m,

4H), 1,58 (m, 6H), 1,41 — 1,24 (m, 34H), 0,88 (M, 9H) ppm. MS: 825 m/z [M+H].

Ejemplo 3: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(pirrolidin-1-il)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
(¢}

@1/\/\0*0 o)

38 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,24 —
4,08 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,56 (M, 6H), 2,47 — 2,35 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (g, J = 6,8 Hz, 4H), 1,97 — 1,85 (m,
4H), 1,86 — 1,73 (m, 4H), 1,58 (m, 6H), 1,41 — 1,24 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 851 m/z [M+H].

Ejemplo 4. 13-(((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)metil)-2,5-dimetil-10-ox0-9,11-dioxa-2,5-
diazatetradecan-14-il (92Z,127)-octadeca-9,12-dienoato

|
/N\/\ /\/\o)l\o o

—Z

25 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 —
4,11 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,58 — 2,38 (m, 9H), 2,33-2,28 (m, 8H), 2,25 (s, 3H), 2,05 (g, J = 6,8 Hz, 4H), 1,97 — 1,79 (m, 4H),
1,58 (m, 6H), 1,41 — 1,23 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 882 m/z [M+H].
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Ejemplo 5: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilpiperidin-3-il)metoxi)carbonil)oxi)metil)propil

(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
o
/\O/\OJ\O o)
e —
o
OM/O\/\/\/\/

O~
19 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 - 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,13 -
3,95 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,96 (m, 2H), 2,77 (t, J =
6,5 Hz, 2H), 2,54 - 2,35 (m, 5H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,9 Hz, 5H), 2,02 - 1,54 (m,
15H), 1,42 - 1,24 (m, 31H), 1,16 - 1,00 (m, 5H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 865 m/z [M+H].

Ejemplo 6: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dimetilamino)propil)-carbamoil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

50 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 5,70 (br m, 1H), 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J=5,6
Hz, 1H), 4,13 (br m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,26 (9, J = 6,2
Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,55 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,40 (m, 7H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,21-
2,02 (m, 11H), 1,92 (m, 2H), 1,77 (m, 2H), 1,57 (m, 4H), 1,42 — 1,25 (m, 31H), 0,88 (m, 9H) ppm;
MS: 824 m/z [M+H].

Ejemplo 7:  3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propil)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

o
Y NN Jj\0

) " KCOJOI\/\/\/\/=\/=\/\/\
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37 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 6,14 (s, 1H), 5,44 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz,

1H), 4,18 — 4,06 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,27 (9, J = 5,8
Hz, 2H), 2,74 (m, 7H), 2,39 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,13 — 2,00 (m, 4H), 1,92 (td, J = 7,6,
5,5 Hz, 2H), 1,78 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 1,57 (m, 6H), 1,40 — 1,22 (m, 35H), 1,14 (t, J = 7,2 Hz, 6H), 0,88
(m, 9H) ppm; MS: 852 m/z [M+H].

Ejemplo 8: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanail)oxi)-2-((((3-(pirrolidin-1-il)propil)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
o

Gl/\/\NJ\o o}

44 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCl3) & 5,87 (br m, 1H), 5,43 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J=5,6
Hz, 1H), 4,11 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,29 (q, J = 6,1
Hz, 2H), 2,95 — 2,68 (m, 8H), 2,44 — 2,26 (m, 5H), 2,05 (m, 4H), 1,98 — 1,81 (m, 8H), 1,58 (m, 7H),
1,41 -1,18 (m, 33H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 850 m/z [M+H].

Ejemplo 9: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(dietilamino)etoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

N o)

84 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,28 —
4,06 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,79 — 2,60 (m, 8H), 2,46
— 2,35 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,58
(m, 9H), 1,42 — 1,17 (m, 31H), 1,05 (br m, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 839 m/z [M+H].
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Ejemplo 10: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(pirrolidin-1-il)etoxi)carbonil)oxi)metil)propil

(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

o

74 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,27 (t,
J=5,9 Hz, 2H), 4,23 — 4,08 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J =9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77
(m, 4H), 2,59 (br s, 4H), 2,47 — 2,35 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92
(td, J=7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,86 — 1,74 (br m, 4H), 1,58 (m, 7H), 1,41 — 1,16 (m, 33H), 0,88 (m, 9H)
ppm; MS: 837 m/z [M+H].

Ejemplo 11: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((4-(dietilamino)butoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

N o)

\/N\/\/\OJJ\O fo)

74 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,22 —
4,08 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,65 — 2,35 (m, 8H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H),
1,74 -1,52 (m, 12H), 1,42 — 1,18 (m, 33H), 1,03 (t, J = 7,2 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 867 m/z
[M+H].
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Ejemplo 12: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)metil) propil

(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

N o)

\/N\/\HJ\O o
KCOJKWW\/\
(o)
OMOWW
O~

72 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,12
(m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,25 (br m, 2H), 2,77 (t, J = 6,5
Hz, 2H), 2,57 (s, 5H), 2,44 — 2,26 (m, 5H), 2,05 (g, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H),
1,58 (m, 9H), 1,41 — 1,18 (m, 32H), 1,05 (br m, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 838 m/z [M+H].

Ejemplo 13: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((4-(pirrolidin-1-il)butoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

(o)
C'\\l \/\/\OJJ\O o

58 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 —
4,11 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,60 — 2,38 (m, 8H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H),
1,86 — 1,77 (br m, 4H), 1,77 — 1,52 (m, 13H), 1,41-1,24 (m, 32H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 865 m/z
[M+H].
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Ejemplo 14: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-metilpirrolidin-2-

illmetoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

60 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,21 —
4,05 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,11 (br m, 1H), 2,77 (t, J
= 6,5 Hz, 2H), 2,50 — 2,35 (m, 6H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 3H), 2,07-1,52 (m, 19H), 1,30 (m, 32H), 0,88
(m, 9H) ppm; MS: 837 m/z [M+H].

Ejemplo 15: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dipropilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

(o)
\/\N/\/\OJ\O o
SR G -
(o)
o)\/\(o\/\/\/\/

79 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) d 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 -
4,07 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,55 -2,28 (m, 11H), 2,10 — 2,00 (m, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,81 (br m, 2H), 1,62 — 1,24
(m, 44H), 0,88 (m, 15H) ppm; MS: 881 m/z [M+H].

Ejemplo 16: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-fenil-3-(pirrolidin-1-
il)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (92Z,127)-octadeca-9,12-dienoato

cg*Y L
SOV PPN

O~
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58 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 7,36 — 7,17 (m, 5H), 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,53 — 4,43

(m, 2H), 4,33 (dd, J = 10,7, 7,6 Hz, 1H), 4,11 (m, 6H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3,
6,7 Hz, 2H), 3,24 (br m, 1H), 2,92 (br m, 1H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,61 — 2,33 (m, 7H), 2,28 (t, J
= 7,6 Hz, 2H), 2,05 (g, J = 6,9 Hz, 4H), 1,91 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,74 (or m, 4H), 1,66 — 1,51 (m,
8H), 1,41 — 1,24 (m, 33H), 0,88 (M, 9H) ppm; MS: 927 m/z [M+H].

Ejemplo 17: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilpiperidin-4-il)oxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

LS
OJ\O (o)

40 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,66 (br s, 1H), 4,48 (t, J = 5,5
Hz, 1H), 4,22 — 4,11 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (m,
4H), 2,50 — 2,24 (m, 8H), 2,05 (m, 6H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,87 — 1,74 (m, 2H), 1,58 (m,
10H), 1,41 — 1,24 (m, 31H), 1,11 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 851m/z [M+H].

Ejemplo 18: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(dimetilamino)etoxi)carbonil)oxi)metil) propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

52 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) d 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,29 —
4,18 (m, 4H), 4,18 — 4,08 (m, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77
(t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,64 (br t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,40 (m, 3H), 2,31 (m, 7H), 2,04 (dd, J = 8,8, 5,0 Hz,
4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,56 (m, 10H), 1,30 (m, 31H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 811 m/z
[M+H].
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Ejemplo 19: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-(dimetilamino)propan-2-

iloxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z7)-octadeca-9,12-dienoato

| o
7 N \)\0)1\0 (o)

63 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,26 (m, 4H), 4,88 (m, 1H), 4,48 (t, J = 5,6
Hz, 1H), 4,16 (m, 7H), 3,56 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz,
2H), 2,57 (dd, J = 13,0, 7,7 Hz, 1H), 2,49 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (m, 8H), 2,09 — 1,99 (m, 4H), 1,92 (td,
J=17,6,5,5Hz, 2H), 1,69-1,53 (m, 10H), 1,30 (m, 33H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 825 m/z [M+H].

Ejemplo 20: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(etil(metil)amino) propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

o
N /\/\o)]\o 0

| Lrohm e

30 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,24 —
4,09 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,57 - 2,38 (m, 6H), 2,32 — 2,20 (m, 5H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,95 - 1,82 (m, 4H), 1,58 (m, 7H),
1,42 — 1,25 (m, 34H), 1,09 (br m, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 839 m/z [M+H].

Ejemplo 21: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanaoil)oxi)-2-((((3-

(diisopropilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato

)\N /\/\oj\o o
A YOJ\/\/\/\/R/R/\/\
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31 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 —

4,08 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,98 (m, J = 6,7 Hz, 2H),
2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,50 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,47 — 2,35 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q,
J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,74 (m, 2H), 1,63 — 1,51 (m, 10H), 1,42 — 1,24 (m,
36H), 0,98 (d, J = 6,6 Hz, 9H), 0,88 (m, 9H) ppm: MS: 881 m/z [M+H].

Ejemplo 22: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dimetilamino)butoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

35 % rendimiento; ‘H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,29 —
4,21 (m, 1H), 4,27 — 4,10 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77
(t, J = 6,4 Hz, 3H), 2,46 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (m, 7H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4
Hz, 3H), 1,60 (m, 8H), 1,42 — 1,25 (m, 33H), 1,02 (br s, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 839 m/z [M+H].

Ejemplo 23: 3-(((3-(azepan-1-il)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

59 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,35 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,24 — 4,09
(m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,4, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J= 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,64 (br
m, 6H), 2,47 — 2,35 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,04 (dd, J = 7,9, 5,9 Hz, 4H), 1,95 — 1,81 (m,
4H), 1,70 — 1,52 (m, 14H), 1,41 — 1,23 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 879 m/z [M+H].
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Ejemplo 24: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(1-metilpirrolidin-2-

il etoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

56 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,35 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,29 — 4,07
(m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,13 (br s, 1H), 2,77 (t, J = 6,5
Hz, 2H), 2,45 — 1,50 (m, 28H) 1,29 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 851 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 25
Ejemplo 25: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(1-metilpirrolidin-2-
iletoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

A una solucién de Intermedio 1d (300 mg, 0,43 mmol, 1 equiv), &cido 5-(dimetilamino)pentanoico (1-
3 equiv), DIPEA (1,4-3 equiv) y DMAP (0,1-0,2 equiv) en DCM (0,10-0,15 M) se afiadi6 EDC-HCI
(1,4-1,5 equiv.) a ta. Tras agitar durante al menos 2 h a ta, la mezcla de reaccion se diluy6 con agua
y la capa organica se separé y se concentr6 al vacio. El residuo bruto se purificé usando
cromatografia en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos o MeOH en DCM) para proporcionar
159 mg (0,19 mmol, 44 % de rendimiento) del producto deseado. *H RMN (400 MHz, CDCls) d 5,35
(m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,12 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,70 (br m, 2H), 2,56 (br s, 6H), 2,39 (m, 5H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H),
2,04 (m, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,81 — 1,52 (m, 10H), 1,41 — 1,24 (m, 34H), 0,88 (m, 9H)
ppm; MS: 823,42 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 26-32

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 1d y un reactivo de acido carboxilico

usando el método empleado para el Ejemplo 25.
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Ejemplo 26: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)metil)propil (92,127)-
octadeca-9,12-dienoato

39 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,13
(m, J = 6,0, 2,2 Hz, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,5
Hz, 2H), 2,44 — 2,28 (m, 9H), 2,21 (s, 6H), 2,10 — 2,00 (m, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,78
(m, J = 7,4 Hz, 2H), 1,58 (m, 6H), 1,42 — 1,22 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 809,47 m/z [M+H].

Ejemplo 27: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((3-(dietilamino)propanoil)oxi)metil)propil (9Z,122)-
octadeca-9,12-dienoato
o

/\N/\)J\O o

I — =

78 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,13
(m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (m, 4H), 2,56 — 2,34 (m,
9H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,10 — 2,00 (m, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,58 (m, 6H), 1,42 —
1,22 (m, 34H), 1,01 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (M, 9H) ppm; MS: 823,42 m/z [M+H].

Ejemplo 28: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((5-(dietilamino)pentanoil)oxi)metil)propil (92Z,127)-
octadeca-9,12-dienoato
o

A~ o
) Kfo)j\/\/\/\/=\/a/\/\
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77 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) d 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,13

(m, 6H), 3,56 (dt, J=9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q,
J =7,2 Hz, 4H), 2,45 — 2,27 (m, 9H), 2,04 (dd, J = 7,8, 6,2 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H),
1,64 — 1,44 (m, 11H), 1,31 (m, 33H), 1,01 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm. MS: 851,86 m/z
[M+H].

Ejemplo 29: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((4-(dietilamino)butanoil)oxi)metil)propil (9Z,122)-
octadeca-9,12-dienoato

53 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,13
(m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m,
5H), 2,45 — 2,29 (m, 10H), 2,05 (q, J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,75 (m, 2H), 1,66
— 1,52 (m, 7H), 1,40 — 1,23 (m, 30H), 1,00 (m, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 837,01 m/z [M+H].

Ejemplo 30: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-dienoil)oxi)metil)propil 1,3-
dimetilpirrolidina-3-carboxilato
o
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45 % rendimiento; 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H) 4,18 —
4,11 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,93 (d, J = 9,4 Hz, 1H),
2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,64 — 2,52 (m, 2H), 2,47 — 2,27 (m, 11H), 2,05 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,92 (td,

J=17,6,5,5Hz 2H), 1,71 — 1,52 (m, 9H), 1,40 — 1,24 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 821,30 m/z
[M+H].
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Ejemplo 31: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoil)oxi)metil)propil 1-

metilpiperidina-4-carboxilato

o
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87 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCl3) 8 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,16 —
4,09 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,78 (m, 4H), 2,43 — 2,34
(m, 3H), 2,34 — 2,22 (m, 6H), 2,05 (g, J = 6,9 Hz, 4H), 2,00 — 1,87 (m, 6H), 1,76 (m, 2H), 1,65 — 1,52
(m, 7H), 1,42 — 1,19 (m, 33H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 821,80 m/z [M+H].

Ejemplo 32: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-dienoil)oxi)metil)propil 1,4-

dimetilpiperidina-4-carboxilato
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39 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,17 —
4,09 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H),
2,58 (m, 2H), 2,41 (m, 3H), 2,31 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,24 (s, 3H), 2,15 — 2,01 (m, 8H), 1,92 (td, J =
7,6, 5,3 Hz, 2H), 1,63 — 1,48 (m, 9H), 1,42 — 1,24 (m, 33H), 1,19 (s, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS:
835,79 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 33-36

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 1d y un reactivo aminoalcohol o

diamina usando el método empleado para el Ejemplo 1.

Ejemplo 33: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(dietilamino)etil)(metil)-carbamoil)oxi)metil) propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
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62 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,13
(m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,30 (m, 2H), 2,94 (s, 1,5H),
2,91 (s, 1,5H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,54 (m, 6H), 2,39 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,04 (m,
4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,64 — 1,54 (m, 7H), 1,39 — 1,22 (m, 33H), 1,01 (m, 6H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 852,80 m/z [M+H].

Ejemplo 34: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(dimetilamino)etil)-carbamoil)oxi)metil) propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
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44 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 5,20 (brt, J = 5,1 Hz, 1H), 4,48
(t, J=5,5Hz, 1H), 4,13 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,24 (m,
2H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,43 — 2,34 (m, 5H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,22 (s, 6H), 2,05 (q, J =
6,9 Hz, 5H), 1,92 (id, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,63 — 1,52 (m, 7H), 1,40 — 1,24 (m, 32H), 0,88 (m, 9H)
ppm; MS: 810,73 m/z [M+H].

Ejemplo 35: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(etil(metil)amino)etil)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

\ o)

/N\/\NJI\O 0
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53 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m, 4H), 5,20 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 4,48 (t,

J =5,6 Hz, 1H), 4,12 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,24 (m,
2H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,48 — 2,33 (m, 7H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,20 (s, 3H), 2,05 (q, J =
6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,7, 5,5 Hz, 2H), 1,62 — 1,52 (m, 7H), 1,35 - 1,23 (m, 33H), 1,04 (t, J = 7,2
Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 824,77 m/z [M+H].

Ejemplo 36: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((1-etilpiperidin-3-il)carbamoil)oxi)metil) propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

o
N S

46 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,43 — 5,27 (m, 4H), 5,20 (br s, 1H), 4,48 (t, J=5,5
Hz, 1H), 4,12 (m, 6H), 3,78 (br s, 1H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,50 — 2,19 (m, 8H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H),
1,73 - 1,52 (m, 14H), 1,41 — 1,23 (m, 33H), 1,04 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 850,48
m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 37

Ejemplo 37: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((1-etilpiperidin-4-il)carbamoil)oxi)metil) propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

B9
NJJ\O (o)
H

A una solucién del intermedio 1d (400 mg, 0,57 mmol) en acetonitrilo (6 mL) se afiadi6 piridina (93
pL, 1,15 mmol), DMAP (14 mg, 0,08 equiv.) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (173 mg, 0,86 mmol)
secuencialmente a ta. Tras agitar durante 2 h, se afiadio diclorhidrato de 1-etilpiperidin-4-amina (344
mg, 1,72 mmol) y DIPEA (800 pl, 4,60 mmol) y la mezcla de reaccioén resultante se agité durante 4

h mas a ta. La mezcla de reaccién se extrajo en hexanos y se lavo con agua. De ser necesario, la



105
capa de agua resultante se volvidé a extraer con hexanos. Las capas de hexanos combinadas se

secaron en MgSO, anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purificé usando
cromatografia en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos o metanol en DCM) para proporcionar
157 mg (0,18 mmol, 32 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite transparente. *H
RMN (400 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,27 (m, 4H), 4,59 (br d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H),
4,12 (m, 6H), 3,59 — 3,49 (m, 3H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,85 (br d, J = 11,1 Hz, 2H), 2,77 (t,
J = 6,7 Hz, 2H), 2,45 — 2,35 (m, 5H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (g, J = 7,2 Hz, 6H), 1,99 — 1,87
(m, 4H), 1,65 - 1,21 (m, 43H), 1,07 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 850,34 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 38-49

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 1d y un reactivo de diamina usando

el método empleado para el Ejemplo 1.

Ejemplo 38: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilpiperidin-2-il)metil)carbamoil)oxi)metil) propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

HN N /lOJ\O (o]
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30 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCl3) § 5,41 — 5,27 (m, 4H), 5,14 (br s, 1H), 4,48 (t, J = 5,6
Hz, 1H), 4,16 — 4,09 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,45 — 3,23 (m, 4H), 2,89 (m, 1H), 2,77
(m, 3H), 2,49 — 2,26 (m, 7H), 2,19 (m, 1H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,5, 5,5 Hz, 2H),
1,73 — 1,25 (m, 46H), 1,02 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 0,93 — 0,84 (m, 9H) ppm; MS: 864,39 m/z [M+H].

Ejemplo 39: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-metilpirrolidin-2-
il metil)carbamoil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
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18 % rendimiento; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,27 (m, 4H), 5,13 (s, 1H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz,

1H), 4,13 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (m, 3H), 3,20 — 2,98 (m, 2H), 2,77 (t, J = 6,4
Hz, 2H), 2,41 — 2,17 (m, 10H), 2,05 (g, J = 6,8 Hz, 4H), 1,98 — 1,78 (m, 3H), 1,72 — 1,52 (m, 11H),
1,41 — 1,24 (m, 32H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 836,27 m/z [M+H].

Ejemplo 40: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilpirrolidin-2-il)metil)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
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13 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) § 5,42 — 5,27 (m, 4H), 5,15 (br d, J = 7,7 Hz, 1H), 4,48
(t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,13 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,43 — 3,31 (m, 3H), 3,19 — 3,05 (m,
2H), 2,78 (m, 3H), 2,50 (br m, 1H), 2,39 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,26 — 2,08 (m, 2H), 2,05
(9, J = 6,8 Hz, 4H), 1,97 — 1,79 (m, 3H), 1,76 — 1,51 (m, 11H), 1,40 — 1,22 (m, 32H), 1,09 (t, J = 7,2
Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 850,20 m/z [M+H].

Ejemplo  41: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((1-etilpirrolidin-3-il)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,122)-octadeca-9,12-dienoato

34 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 5,01 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,48
(t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,20 — 4,02 (m, 7H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
2,86 — 2,73 (m, 3H), 2,62 — 2,19 (m, 11H), 2,05 (g, J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H),
1,66 — 1,51 (m, 9H), 1,44 — 1,21 (m, 32H), 1,10 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 836,33
m/z [M+H].
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Ejemplo 42: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((1-metilpiperidin-3-il)carbamoil)oxi)metil)propil

(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

57 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDClz) 8 5,43 — 5,27 (m, 4H), 5,18 (br m, 1H), 4,48 (t, J=5,6
Hz, 1H), 4,13 (m, 6H), 3,78 (br m, 1H), 3,56 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H),
2,77 (t, J=6,4 Hz, 2H), 2,47 — 2,13 (m, 11H), 2,05 (q, J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 3H),
1,71 -1,52 (m, 11H), 1,41 — 1,24 (m, 33H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 836,51 m/z [M+H].

Ejemplo 43: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-metilpirrolidin-3-
il metil)carbamoil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
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30 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,44 — 5,30 (m, 4H), 5,19 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 4,51 (t,
J=5,5Hz, 1H), 4,18 — 4,11 (m, 6H), 3,58 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,42 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,19
(t, J=5,9 Hz, 2H), 2,84 — 2,79 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,64 (m, 1H), 2,56 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 2,44 — 2,31

(m, 11H), 2,10 — 1,92 (m, 7H), 1,71 — 1,46 (m, 9H), 1,44 — 1,19 (m, 33H), 0,91 (m, 9H) ppm; MS:
836,31 m/z [M+H].
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Ejemplo 44: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((1-(dietilamino)propan-2-

il)carbamoil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

(0]
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78 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 6 5,42 — 5,27 (m, 4H), 5,07 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 4,48
(t, J=5,6 Hz, 1H), 4,12 (m, 6H), 3,67 — 3,51 (m, 3H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4
Hz, 2H), 2,61 — 2,26 (m, 10H), 2,04 (dd, J = 7,8, 5,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,68 —
1,50 (m, 7H), 1,41 — 1,24 (m, 34H), 1,17 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 0,99 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H)
ppm; MS: 852,59 m/z [M+H].

Ejemplo 45: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((1-(dimetilamino)propan-2-
il)carbamoil)oxi)metil)propil (9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato

AL
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68 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 5,42 — 5,27 (m, 4H), 5,02 (br m, 1H), 4,48 (t, J=5,6
Hz, 1H), 4,18 — 4,07 (m, 6H), 3,66 (m, 1H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,42 — 2,27 (m, 6H), 2,22 (s, 6H), 2,14 (dd, J = 12,4, 5,5 Hz, 1H), 2,05
(q,J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,65 — 1,50 (m, 8H), 1,41 — 1,25 (m, 32H), 1,18 (d,
J = 6,4 Hz, 3H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 824,28 m/z [M+H].
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Ejemplo 46: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(4-hidroxipiperidin-1-il)propil)-

carbamoil)oxi)metil)propil (92,127)-octadeca-9,12-dienoato

26 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 6 6,72 (br s, 1H), 5,42 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J=5,5
Hz, 1H), 4,23 — 4,05 (m, 6H), 3,62 (br s, 1H) 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 3,27 (g, J = 5,7 Hz, 2H), 2,83 (d, J = 11,2 Hz, 2H), 2,77 (m, 2H), 2,49 — 2,26 (m, 7H), 2,09 —
2,02 (m, 6H), 1,93 (m, 4H), 1,68 — 1,52 (m, 11H), 1,41 — 1,24 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 880,46
m/z [M+H].

Ejemplo 47: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-dienail)oxi)metil)propil 4-

metilpiperazina-1-carboxilato

61 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,42 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,18 —
4,09 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,47 (br s, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,81 — 2,73
(m, 2H), 2,45 — 2,26 (m, 11H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,65 — 1,49 (m,
7H), 1,41 - 1,21 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 822,25 m/z [M+H].

Ejemplo 48: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-dienoil)oxi)metil)propil 4-

etilpiperazina-1-carboxilato

N KCOJ\/\/\/\/W



110
66 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,19 —

4,09 (m, 6H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,48 (br s, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,81 — 2,73
(m, 2H), 2,47 — 2,35 (m, 8H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5
Hz, 2H), 1,65 — 1,52 (m, 7H), 1,41 — 1,24 (m, 34H), 1,09 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,88 (M, 9H) ppm; MS:
836,30 m/z [M+H].

Ejemplo 49: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(4-hidroxipiperidin-1-il)etil)-

carbamoil)oxi)metil)propil (9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato

O
N
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58 % rendimiento; ‘H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,27 (m, 3H), 5,18 (s, 1H), 4,48 (t, 1H), 4,17
— 4,09 (m, 6H), 3,76 — 3,65 (M, 1H), 3,56 (d, 2H), 3,40 (dt, 2H), 3,30 — 3,21 (m, 2H), 2,81 — 2,66 (m,
4H), 2,53 — 2,34 (m, 6H), 2,30 (t, 2H), 2,21 — 2,10 (m, 2H), 2,05 (q, 4H), 1,97 — 1,85 (m, 5H), 1,67 —
1,51 (m, 10H), 1,40 — 1,25 (m, 35H), 0,94 — 0,84 (M, 9H); MS: 866,41m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 50

Ejemplo 50: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilazetidin-3-il)metoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

0
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A una solucién del intermedio 1d (300 mg, 0,43 mmol) en acetonitrilo (6 mL) se afiadié piridina (69
uL, 86 mmol), DMAP (11 mg, 0,086 mmol) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (134 mg, 0,65 mmol)
secuencialmente a ta. Tras agitar durante 2 h, se afiadié clorhidrato de (1-etilazetidin-3-il) (194 mg,
1,29 mmol) y EtsN (359 pL, 2,58 mmol) y la mezcla de reaccion resultante se agité durante 4 h mas
a ta. La mezcla de reaccion se extrajo en hexanos y se lavé con agua. De ser necesario, la capa de
agua resultante se volvio a extraer con hexanos. Las capas de hexanos combinadas se secaron en

MgSOs anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purific6 usando
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cromatografia en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos) para proporcionar 181 mg (0,22

mmol, 50 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite transparente. *H RMN (400 MHz,
CDCls) & 5,35 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,27 — 4,14 (m, 8H), 3,66 — 3,36 (m, 4H), 2,94 (br s,
1H), 2,78 (m, 3H), 2,42 (m, 5H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,62
— 1,52 (m, 8H), 1,31 (m, 35H), 0,95 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,89 (m, 9H) ppm; MS: 837,30 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 51-53

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 1d y un reactivo aminoalcohol usando

el método empleado para el Ejemplo 1.

Ejemplo 51: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilpirrolidin-3-il)metoxi)carbonil)oxi)metil) propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

(0]
M
FNG/\O (L(\OJWW
(o)

O)\/\ro\/\/\/\/

O~
57 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) 8 5,42 — 5,29 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 —
4,09 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H), 2,96 — 2,49 (m, 7H), 2,45
- 2,36 (m, 4H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,20 — 2,29 (m, 5H), 1,91 (td, J = 7,6, 5,3 Hz, 2H), 1,75 —
1,52 (m, 8H), 1,40 — 1,16 (m, 37H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 851,48 m/z [M+H].

Ejemplo 52: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etil-3-metilpiperadin-3-

illmetoxi)carbonil)oxi)metil)propil (92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

(0]
/\Ndﬂo)l\o o)
e "
oj\/\(ovv\/\/

O~
66 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 —
4,12 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H),
2,46 — 2,37 (m, 3H), 2,31 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,21 (br s, 6H), 2,05 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,92 (td, J =
7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,57 (m, 10H), 1,45 — 1,17 (m, 40H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 865,58 m/z [M+H].
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Ejemplo 53: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-metilpiperidin-3-
illmetoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

o
~ A
Saa U SUUUIE
0£\/\/°\/\/\/\/

O~
42 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,45 — 5,24 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,24 —
3,93 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,09 (br m, 2H), 2,77 (t, J
= 6,5 Hz, 1H), 2,70 — 2,16 (m, 7H), 2,05 (q, J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,87 — 1,71
(m, 3H), 1,57 (m, 10H), 1,42 — 1,00 (m, 36H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 850,77 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 54

Intermedio 54a: acido (Z)-9-(non-2-en-1-iloxi)-9-oxononanoico

HOJI\/\/\/\/U\O/E/\/\/\

A una solucién de acido nonanodioico (25 g, 132 mmol, 1 equiv.) en THF (0,4-0,5 M) se le afiadi
cloruro de oxalilo (1,1-1,5 equiv.) a 15-25 °C. Tras agitar durante al menos 10 min, se afiadi6 DMF
(0,01-0,1 equiv.), seguido de al menos 10 min de agitacion adicional. Luego, se afiadidé por goteo
(2)-non-2-en-1-ol (24,3 g, 171 mmol, 1,3 equiv.) y la mezcla resultante se agité al menos 30 min a
15-25 °C. La mezcla de reaccion se concentrd y se purificéd directamente usando cromatografia en
gel de silice para proporcionar 17,3 g (55,4 mmol, 42 % de rendimiento) del producto deseado en
forma de aceite. *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,65 (m, 1H), 5,53 (m, 1H), 4,62 (d, J = 6,8 Hz, 2H),
2,33 (m, 4H), 2,10 (m, 2H), 1,63 (m, 4H), 1,28 (m, 14H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm; MS: 335,27
m/z [M+Na].

Intermedio 54b: 3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil 4,4-bis(octiloxi)butanoato
OH
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A una solucion de Intermedio 1c (16,0 g, 46,4 mmol), DMAP (1,1 g, 9,28 mmol), DIPEA (24,1 mL,

139 mmol) y 2-(hidroximetil) propano-1,3-diol (6,39 g, 60,3 mmol) en DCM (231 mL) se afiadio
EDC-HCI (10,6 g, 55,6 mmol) a ta. Se agit6 la mezcla de reaccién a ta durante 18 h, se diluyé con
agua, y la capa organica se concentré al vacio. El residuo bruto se purificé usando cromatografia en
gel de silice (0-100 % de EtOAc en hexanos) para proporcionar 6,7 g (15,4 mmol, 33 % de
rendimiento) del producto deseado. *H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,24 (d, J
= 6,3 Hz, 2H), 3,75 (m, 4H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,54 (br s,
2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,02 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,59 — 1,48 (m, 4H), 1,37 —
1,20 (m, 20H), 0,87 (t, J = 7,0 Hz, 6H) ppm.

Intermedio  54c: (2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil)  9-(non-2-en-1-il)
nonanodioato
OH o

A una solucion de Intermedio 54a (1-1,2 equiv.), DMAP (0,15 equiv.), DIPEA (1,6-3,0 equiv.) e
Intermedio 54b (900 mg, 2,08 mmol, 1 equiv.) en DCM (0,2 M) se agregé EDCI'HCI (1,6 equiv.) a ta.
La mezcla de reaccion se agitd a ta durante al menos 2 h, se concentré al vacio y se purificd
directamente usando cromatografia en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos) para
proporcionar 503 mg (0,69 mmol, 33 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite
transparente. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,64 (m, 1H), 5,51 (m, 1H), 4,61 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 4,48
(t, J=5,5Hz, 1H), 4,17 (m, 4H), 3,65 — 3,51 (m, 4H), 3,39 (dt, J = 9,4, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J=7,5
Hz, 2H), 2,29 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 2,09 (g, J = 7,2 Hz, 2H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,67 —
1,50 (m, 8H), 1,40 — 1,19 (m, 32H), 0,87 (t, J = 6,7 Hz, 9H) ppm; MS: 749,69 m/z [M+Nal].

Ejemplo 54: (2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 9-(non-2-en-1-il) nonanodioato

(0]
/\N/\/\o/u\

) (L(\ofj\/\/\/\/?]\ow

0)\/\/ O~

o\/\/\/\/
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El ejemplo 54 se sintetizO con 48 % de rendimiento a partir del Intermedio 54c y 3-

(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 5,68 — 5,58 (m, 1H), 5,55 — 5,46 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,8, 1,2 Hz, 2H), 4,47 (t, J = 5,5 Hz,
1H), 4,21 — 4,06 (m, 8H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H),
2,45 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 2,09 (m, 2H), 1,91 (m, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,67 — 1,49
(m, 8H), 1,40 — 1,21 (m, 34H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 885,65 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 55

Intermedio 55a: acido (2)-7-(non-2-en-1-iloxi)-7-oxoheptanoico

HOJJ\/\/\/U\O/E/\/\/\

Se sintetiz6 el intermedio 54a a partir de acido heptanodioico y (Z)-non-2-en-1-ol con el método
empleado para el intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,58 (m, 1H), 5,44 (m, 1H), 4,55 (d,
J=6,8 Hz, 2H), 2,26 (m, 4H), 2,03 (m, 2H), 1,59 (m, 4H), 1,30 (m, 10H), 0,81 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio  55b: (Z2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) ~ 7-(non-2-en-1-il)
heptanodioato
OH o

Se sintetiz6 el intermedio 55b en 30 % de rendimiento a partir del Intermedio 55ay el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,64 (m, 1H),
5,51 (m, 1H), 4,62 (dd, J = 6,8, 1,2 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,07 (m, 4H), 3,67 — 3,51
(m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,32 (td, J = 7,5, 5,9 Hz, 4H), 2,19 (m,
1H), 2,09 (m, 2H), 1,93 (id, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,68 — 1,50 (m, 8H), 1,39 — 1,23 (m, 30H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 721,67 m/z [M+Na].

Ejemplo 55: (2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 7-(non-2-en-1-il) heptanodioato
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/\N/\/\O)j\
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El ejemplo 55 se sintetiz6 con 46 % de rendimiento a partir del Intermedio 55b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl;) & *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,69 — 5,59 (m, 1H), 5,55 — 5,47 (m, 1H), 4,62 (dd, J = 6,9,
1,3 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,20 (m, 4H), 4,13 (m, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40
(dt, J=9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,94 — 2,57 (br m, 6H), 2,47 — 2,36 (m, 3H), 2,31 (td, J = 7,5, 2,0 Hz, 4H),
2,19-1,89 (m, 6H) 1,70 - 1,49 (m, 9H), 1,41 -1,08 (m, 35H), 0,88 (m, 9H); MS: 857,57 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 56

Intermedio 56a: acido (Z)-5-(non-2-en-1-iloxi)-5-oxopentanoico

Ho)l\/\/u\o/\:/\/\/\

Se sintetiz6 el Intermedio 56a a partir de acido pentanodioico y (Z)-non-2-en-1-ol con el método
empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,66 (m, 1H), 5,52 (m, 1H), 4,64 (d,
J =6,8 Hz, 2H), 2,43 (m, 4H), 2,15 (m, 2H), 1,97 (m, 2H), 1,28 (m, 8H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 56b: (Z)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil non-2-en-1-il glutarato
OH o o

OMOWW
O~
Se sintetizo el Intermedio 56b 32 % de rendimiento a partir del Intermedio 56a y el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,65 (m, 1H),
5,51 (m, 1H), 4,63 (dd, J = 6,9, 1,3 Hz, 2H), 4,49 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,18 (m, 4H), 3,64 (m, 2H), 3,56
(dt, J=9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (m, 6H), 2,19 (m, 1H), 2,20 (m, 2H), 1,94
(m, 4H), 1,56 (m, 4H), 1,39 — 1,19 (m, 28H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 693,64 [M+Na].
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Ejemplo 56: (Z)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil

non-2-en-1-il glutarato
o
/\N/\/\OJ\O o) o)
) OJJ\/\)LOW
o
OMOVVW
O~

El ejemplo 56 se sintetiz6 con 66 % de rendimiento a partir del Intermedio 56b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 5,74 — 5,58 (m, 1H), 5,58 — 5,45 (m, 1H), 4,63 (dd, J = 6,8, 1,3 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz,
1H), 4,25 — 4,17 (m, 4H), 4,14 (dd, J = 6,2, 3,1 Hz, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J =

9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,71 (br m, 6H), 2,48 — 2,35 (m, 7H), 2,09 (qd, J = 7,3, 1,5 Hz, 3H), 2,04 — 1,87 (m,
5H), 1,66 — 1,52 (m, 5H), 1,42 — 1,30 (m, 30H), 1,15 (br m, 3H), 0,88 (M, 9H); MS: 829,67 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 57

Intermedio 57a: Acido 9-(hexiloxi)-9-oxononanoico

HOJJ\/\/\/\/U\O/\/\/\

Se sintetiz6 el intermedio 57a a partir de acido nonanodioico y hexan-1-ol con el método empleado
para el Intermedio 54a. 'H RMN (400 MHz, CDCls) d 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,36 — 2,26 (m, 4H),
1,60 (m, 6H), 1,32 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 57b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-hexil nonanodioato
OH o

Se sintetiz6 el intermedio 57b en 30 % de rendimiento a partir del Intermedio 57ay el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t, J =
5,5 Hz, 1H), 4,21 — 4,12 (m, 4H), 4,04 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,61 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,3,
6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,29 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,92
(td, J=7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,49 (m, 9H), 1,38 — 1,24 (m, 32H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 709,64
m/z [M+Na].
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Ejemplo 57: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
9-hexil nonanodioato

(0]
/\N/\/\OJ\

) OKCOJOI\/\/\/\/[?\O/\/\/\
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El ejemplo 57 se sintetiz6 con 65 % de rendimiento a partir del Intermedio 57b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 4,47 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,08 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,40 (m, 3H), 2,29 (td, J = 7,5, 5,9 Hz, 4H), 1,91
(m, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,66 — 1,49 (m, 10H), 1,39 — 1,21 (m, 32H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 845,63 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 58

Intermedio 58a: Acido 9-(octiloxi)-9-oxononanoico

HOJ]\/\/\/\/U\O/\/\/\/\

Se sintetiz6 el intermedio 58a a partir de acido nonanodioico y octan-1-ol con el método empleado
para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, MeOD) & 4,05 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,28 (m, 4H), 1,61 (m,
6H), 1,32 (m, 16H), 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 58b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-octil nonanodioato
OH o o

Se sintetizé el Intermedio 58b en 26 % de rendimiento a partir del Intermedio 58a y el Intermedio
54b usando el método que se emple6 para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t,
J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,13 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,62 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,56 (dt, J =
9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,4, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,24 (m, 5H), 2,19 (m,
1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,49 (m, 10H), 1,39 — 1,19 (m, 36H), 0,87 (m, 9H) ppm.
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Ejemplo 58: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
9-octil nonanodioato

/\N/\/\ )J\

J ’ OKCOJ.W.J\O/\/\/\/\

O)\/\/O\/\/\/\/
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El ejemplo 58 se sintetizd a partir del Intermedio 58b y 3-(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso
del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,47 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22
— 4,08 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
2,50 (m, 6H), 2,40 (m, 3H), 2,29 (td, J=7,6, 6,2 Hz, 4H), 1,91 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,80 (m, 2H),
1,66 — 1,51 (m, 10H), 1,38 — 1,21 (m, 36H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 873,67
m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 59

Intermedio 59a: Acido 9-(deciloxi)-9-oxononanoico

HOJI\/\/\/\/U\Q/\/\/\/\/\

Se sintetiz6 el Intermedio 59a en rendimiento de 39 % a partir de acido nonanoico y decan-1-ol con
el método empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, MeOD) & 4,08 (t, J = 6,6 Hz, 2H),
2,31 (m, 4H), 1,63 (m, 6H), 1,33 (m, 20H), 0,92 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 59b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-decil nonanodioato
OH o] o

Se sintetizé el Intermedio 59b en 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 59a y el Intermedio
54b usando el método que se emple6 para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) 5 4,48 (t,
J =5,5Hz, 1H), 4,22 — 4,12 (m, 4H), 4,04 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,61 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,56 (dt, J =
9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,24 (m, 5H), 2,19 (m,



119
1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,50 (m, 10H), 1,37 — 1,21 (m, 40H), 0,87 (m, 9H) ppm;

MS: 765,68 m/z [M+Na].

Ejemplo 59: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
9-decil nonanodioato

o
/\N/\/\OJJ\

) OKCOJ)\/\/\/\/?I\O/\/\/\/\/\

O)\/YOV\/\/\/
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El ejemplo 59 se sintetiz6 con 65 % de rendimiento a partir del Intermedio 59b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 4,47 (t, J =5,5 Hz, 1H), 4,21 — 4,09 (m, 8H), 4,04 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,39 (m, 3H), 2,28 (m, 4H), 1,91 (td, J=7,6,5,5
Hz, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,66 — 1,49 (m, 10H), 1,37 — 1,21 (m, 40H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 901,76 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 60

Intermedio 60a: Acido 12-oxo-12-(pentiloxi)dodecanoico
o)

HOJMOM

o
Se sintetizé el Intermedio 60a a partir de acido dodecanodioico y pentan-1-ol con el método
empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, CDCls) 5 4,07 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,30 (m, 4H),
1,63 (m, 6H), 1,33 (m, 16H), 0,93 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 60b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 12-pentil dodecanodioato
OH o

Se sintetizé el Intermedio 60b en 21 % de rendimiento a partir del Intermedio 60a y el Intermedio
54b usando el método que se emple6 para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t,
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J =55 Hz, 1H), 4,22 — 4,11 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,61 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,56 (dt, J =

9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,24 (m, 5H), 2,19 (m,
1H), 1,93 (td, J=7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,65 — 1,50 (m, 10H), 1,29 (m, 36H), 0,89 (m, 9H) ppm; MS: 737,68
m/z [M+Na)].

Ejemplo 60: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
12-pentil dodecanodioato

o
SN0

J\o o
) KE\OJK/\/\/\/\/\I)(O\/\/\
oj\/\/o\/\/\/\/

O~
El ejemplo 60 se sintetiz6 con 65 % de rendimiento a partir del Intermedio 60b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 4,47 (t, J =5,5 Hz, 1H), 4,24 — 4,09 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,2, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,40 (m, 3H), 2,29 (td, J = 7,6, 5,8 Hz, 4H), 1,91
(td, J=7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,80 (dq, J = 8,7, 6,7 Hz, 2H), 1,68 — 1,49 (m, 10H), 1,38 — 1,24 (m, 36H),
1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,89 (m, 9H) ppm; MS: 873,67 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 61

Intermedio 61a: Acido 12-(heptiloxi)-12-oxododecanoico

HOJM(OW

o
Se sintetizé el Intermedio 6la a partir de acido dodecanodioico y heptan-1-ol con el método
empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,31 (m, 4H),
1,61 (m, 6H), 1,30 (m, 20H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 61b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 12-heptil dodecanodioato
OH (0]
K(\OJK/\/\/\/\/\WO\/\/\/\
o o
0%\/\(0\/\/\/\/

O~



121
Se sintetizé el Intermedio 61b en 33 % de rendimiento a partir del Intermedio 61a y el Intermedio

54b usando el método que se emple6 para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t,
J =55 Hz, 1H), 4,22 — 4,12 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,64 — 3,59 (m, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3,
6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,35 — 2,23 (m, 5H), 2,19 (m, 1H),
1,93 (td, J = 7,5, 5,5 Hz, 2H), 1,66 — 1,50 (m, 10H), 1,37 — 1,23 (m, 40H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS:
765,68 m/z [M+Nal].

Ejemplo 61: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
12-heptil dodecanodioato

(o)
2 s

J\o o
) KCOJK/\/\/\/\/TO\/\/\/\
oj\/\/o\/\/\/\/

O~
El ejemplo 61 se sintetiz6 con 69 % de rendimiento a partir del Intermedio 61b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl;) 6 4,47 (t, J =5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,09 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,40 (m, 3H), 2,29 (td, J = 7,6, 6,3 Hz, 4H), 1,91
(td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,66 — 1,49 (m, 10H), 1,37 — 1,24 (m, 40H), 1,00 (t, J = 7,1
Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 901,72 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 62

Intermedio 62a: 6-hidroxihexanoato de metilo
0

Meo)j\/\/\/OH

Se agit6 una mezcla de oxepan-2-ona (100 g, 876 mmol) en HCl en MeOH (1000 mL) a 70 °C durante
12 h. La mezcla de reaccion se ajusté hasta pH = 8 mediante adicion de NaHCOs; ac. y luego se
extrajo con EtOAc (3 x 1000 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50
mL), se secaron sobre Na,SO, anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio para proporcionar 100
g (685 mmol, 78 % de rendimiento) del producto bruto como un aceite incoloro, que no requirié
purificacion adicional. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 3,65 (m, 5H), 2,33 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,69 — 1,57
(m, 4H), 1,41 (m, 3H) ppm.
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Intermedio 62b: 6-oxohexanoato de metilo

(o]

(0]
MeOJ\/\/\f

H

A una solucion del Intermedio 62a (93 g, 636 mmol) en DCM (1200 mL) se afiadio EtsN (266 mL,
1,91 mol) a 0 °C. Luego, se afiadié por goteo trioxido de piridina-azufre (203 g, 1,27 mol) en DMSO
(497 mL) a 0 °C. La mezcla de reaccion resultante se agité a 15 °C durante 2 h, se diluy6é con agua
(1000 mL) y se extrajo en DCM (2 X 1000 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (1000 mL), se secaron en Na SO, anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El
residuo bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice (0-5 % de EtOAc en éter de petrdleo)
para proporcionar 63 g (437 mmol, 69 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite
incoloro. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 9,77 (m, 1H), 3,67 (s, 3H), 2,47 (m, 2H), 2,33 (m, 2H), 1,67
(m, 4H) ppm.

Intermedio 62c: 6,6-dimetoxihexanoato de metilo
o)

Meo)K/\/\rome

OMe

A una solucion de Intermedio 62b (60 g, 416 mmol) en MeOH (300 mL) se agreg6 H,SO, (2,22 mL,
4,08 g, 41,6 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 a 80 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se
concentrd a presion reducida para proporcionar un residuo, diluido con NaHCOs; sat. a pH 7, y se
extrajo en EtOAc (3 X 500 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (500
mL), se secaron en Na,SO, anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se
purificd usando cromatografia en gel de silice (0-5 % de EtOAc en éter de petrbleo) para proporcionar
30 g (158 mmol, 38 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite incoloro. *H RMN (400
MHz, CDCls) & 4,36 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,32 (s, 6H), 2,32 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,67 — 1,60
(m, 4H), 1,35 (m, 2H) ppm.

Intermedio 62d: 6,6-bis(octiloxi)hexanoato de metilo
0]
Meo)K/\/\(O\/\/\/\/
O~
A una solucién de Intermedio 62c (30 g, 158 mmol) en octan-1-ol (80 mL) se agregé KHSO4 (10,7 g,
78,9 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 a 80 °C durante 12 h, se diluy6 con éter de petréleo (150
mL y se purificé directamente usando cromatografia en gel de silice (éter de petroleo) para

proporcionar 35 g (90,5 mmol, 57 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite incoloro.
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IH RMN (400 MHz, CDCls) & 4,46 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,57 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,32

(t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,67 — 1,55 (m, 8H), 1,36 — 1,28 (m, 22H), 0,80 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 62e: Acido 6,6-bis(octiloxi)hexanoico

Ho)k/\/\(oV\/\/\/

O

A una solucién del Intermedio 62d (35 g, 90,5 mmol) en MeOH (150 mL) se agreg6 una solucién de
NaOH (10,9 g, 272 mmol) en H>O (50 mL). Tras agitar a 15 °C durante 5 h, la mezcla de reaccién
se concentrd a presion reducida, se diluyé con agua (150 mL) y se extrajo en éter de petroleo (200
mL). La capa organica se lavo con salmuera (200 mL), se secé en Na,SO.anhidro, se filtr6 y se
concentrd al vacio. El residuo bruto se purific6 usando cromatografia en gel de silice (0-5 % de
EtOAcC en éter de petroleo) para proporcionar 9,5 g (25,5 mmol, 28 % de rendimiento) del producto
deseado como un aceite amarillo. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,47 (t, J =5,6 Hz, 1H), 3,56 (m, 2H),
3,40 (m, 2H), 2,37 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,69 — 1,55 (m, 8H), 1,33 (m, 22H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 6H)
ppm; MS: 371,3 [M-H].

Intermedio  62f.  3-((6,6-bis(octiloxi)hexanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil  (9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoato
OH o

Se sintetiz6 el Intermedio 62f en 34 % de rendimiento a partir del Intermedio 1ay el Intermedio 62e
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,45 — 5,29
(m, 4H), 4,47 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,26 — 4,11 (m, 4H), 3,63 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,57 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,41 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,78 (m, 2H), 2,35 (td, J = 7,6, 6,4 Hz, 4H), 2,28 (t, J = 6,3 Hz,
1H), 2,21 (m, 1H), 2,07 (9, J = 6,8 Hz, 4H), 1,72 — 1,53 (m, 9H), 1,45 — 1,23 (m, 38H), 0,90 (m, 9H)
ppm; MS: 745,74 [M+Na].

Ejemplo 62: 3-((6,6-bis(octiloxi)hexanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
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El ejemplo 62 se sintetizO con 47 % de rendimiento a partir del Intermedio 62f y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 5,43 — 5,27 (m, 4H), 4,44 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,22 — 4,07 (m, 8H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,51 (q, J = 6,9 Hz, 6H), 2,41 (m, 1H),
2,31 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 4H), 2,04 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,81 (m, 2H), 1,60 (m, 10H), 1,44 — 1,20 (m,
36H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 881,76 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 63

Intermedio 63a: heptadecan-9-ol

NOSO®

A una solucién de nonanal (40 g, 281,22 mmol) en THF (400 mL) se afiadié bromo (octil) magnesio
(1 M, 309,34 ml) a-40 °C. La mezcla se agitd a 16 °C durante 2 h. El residuo se vertié en NH4Cl (500
mL) sat. y se extrajo en acetato de etilo (3 X 700 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera (800 mL), se secaron en Na,SO, anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El
residuo bruto se purific6 usando cromatografia en gel de silice (0-1,5 % de EtOAc en éter de
petréleo) para proporcionar 32 g (124,8 mmol, 44 % de rendimiento) del producto deseado como un
s6lido blanco. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 3,52 (m, 1H), 1,42 — 1,21 (m, 28H), 0,81 (t, J = 6,6 Hz,
6H) ppm.

Intermedio 63b: Acido 5-(heptadecan-9-iloxi)-5-oxopentanoico

Se sintetizd el Intermedio 63b a partir de acido pentanodioico e Intermedio 63a con el método
empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, MeOD) & 4,90 (m, 1H), 2,36 (m, 4H), 1,91 (m,
2H), 1,54 (m, 4H), 1,29 (m, 24H) 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 6H) ppm.
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Intermedio  63c: heptadecan-9-il (3-hidroxi-2-((((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoil)oxi)metil)propil)

glutarato
OH o

T T

Se sintetizo el Intermedio 63c en 41 % de rendimiento a partir del Intermedio 1a y el Intermedio 63b
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) 6 5,43 — 5,26
(m, 4H), 4,86 (m, 1H), 4,22 — 4,08 (m, 4H), 3,61 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,77 (m, 2H), 2,43 — 2,28 (m,
6H), 2,26 — 2,16 (m, 2H), 2,04 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,95 (m, 2H), 1,65 — 1,58 (m, 2H), 1,50 (m, 4H),
1,40 - 1,18 (m, 37H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 721,84 m/z [M+H].

Ejemplo 63: 3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-
dienoil)oxi)metil)propil heptadecan-9-il glutarato

0]
/\N/\/\OJ\O o

) K(\o)j\/\/\/\/ww

El ejemplo 63 se sintetizO con 59 % de rendimiento a partir del Intermedio 63c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (500 MHz,
CDCls) & 5,42 — 5,28 (m, 4H), 4,86 (m, 1H), 4,21 — 4,08 (m, 8H), 2,76 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q, J =
7,0 Hz, 6H), 2,46 — 2,27 (m, 7H), 2,04 (d, J = 6,2 Hz, 4H), 1,94 (m, J = 7,5 Hz, 2H), 1,80 (m, J = 6,8
Hz, 2H), 1,60 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,50 (g, J = 6,2 Hz, 4H), 1,35 (t, J = 7,1 Hz, 4H), 1,33 — 1,22 (m,
34H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 879,78 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 64

Intermedio 64a: Acido 7-(heptadecan-9-iloxi)-7-oxoheptanoico

Se sintetiz6 el Intermedio 64 a partir de acido heptanodioico e Intermedio 63a con el método
empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, MeOD) & 4,90 (m, 1H), 2,30 (m, 4H), 1,62 (m,
4H), 1,53 (m, 4H), 1,29 (m, 26H) 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.
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Intermedio 64b: 1-(heptadecan-9-il) 7-(3-hidroxi-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-dienoil)oxi)metil)propil)

heptanodioato
OH o

N N N U U U

Se sintetiz6 el intermedio 64b en 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 1a y el Intermedio 64a
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,42 — 5,27
(m, 4H), 4,85 (m, 1H), 4,22 — 4,12 (m, 4H), 3,61 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,76 (dd, J = 7,2, 5,9 Hz, 2H),
2,36 — 2,24 (m, 6H), 2,19 (m, 1H), 2,04 (t, J = 3,5 Hz, 4H), 1,69 — 1,58 (m, 6H), 1,49 (t, J = 6,2 Hz,
4H), 1,41 — 1,19 (m, 40H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 749,83 m/z [M+H].

Ejemplo 64: 1-(3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-((((9Z,122)-octadeca-9,12-
dienoil)oxi)metil)propil) 7-(heptadecan-9-il) heptanedioato

0]
/\N/\/\OJ\O o

) K(\o)j\/\/\/\/a/a/\/\

SN Seoed
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El ejemplo 64 se sintetiz6 con 63 % de rendimiento a partir del Intermedio 64b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) & 5,42 — 5,26 (m, 4H), 4,85 (m, 1H), 4,22 — 4,07 (m, 8H), 2,76 (m, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,41 (m,
1H), 2,35 — 2,24 (m, 7H), 2,04 (g, J = 6,2 Hz, 4H), 1,80 (m, 2H), 1,63 (m, 7H), 1,49 (g, J = 6,1 Hz,
4H), 1,38 — 1,24 (m, 38H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 907,61 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 65

Intermedio 65a: 3-((2-hexildecanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato
OH o

N N T U U

T

Se sintetizé el Intermedio 65a en 40 % de rendimiento a partir del Intermedio la y acido 2-
hexildecanoico usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls)
6 5,45 — 5,25 (m, 4H), 4,25 — 4,10 (m, 4H), 3,61 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,39 —
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2,29 (m, 3H), 2,27 — 2,16 (m, 2H), 2,04 (g, J = 6,8 Hz, 4H), 1,60 (m, 4H), 1,50 — 1,16 (m, 36H), 0,88

(m, 9H) ppm; MS: 607,77 m/z [M+H].

Ejemplo 65: 3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((2-hexildecanoil)oxi)metil)propil (9Z,12Z7)-
octadeca-9,12-dienoato

o
/\N/\/\OJ\O
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20000

El ejemplo 65 se sintetizO con 63 % de rendimiento a partir del Intermedio 65a y 3-

(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 8 5,43 — 5,27 (m, 4H), 4,22 — 4,07 (m, 8H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,50 (q, J = 7,1 Hz, 6H),
2,42 (m, 1H), 2,36 — 2,26 (m, 3H), 2,09 — 2,00 (m, 4H), 1,80 (m, 2H), 1,63 — 1,51 (m, 4H), 1,43 (m,
2H), 1,39 — 1,19 (m, 34H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 765,68 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 66

Intermedio 66a: heptadecan-9-ona

AL

A una solucién de Intermedio 63a (32,8 g, 127 mmol) en DCM (300 mL) se agreg6 periodinano Dess
Martin (81,4 g, 192 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 15 °C durante 5 h, se concentré al vacio
y se purificé directamente usando cromatografia en gel de silice (éter de petrdleo) para proporcionar
20 g (70,5 mmol, 56 % de rendimiento) del producto deseado como un sélido blanco. *H RMN (400
MHz, CDCl3) 6 2,39 (t, J = 7,4 Hz, 4H), 1,56 (m, 4H), 1,30 (m, 20H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 66b: 3-octilundec-2-enoato de metilo

i)i:/\/\\/\/\//
MeO Z

A una solucion de 2-dimetoxifosforilacetato de metilo (2 equiv.) en DMF (75 mL) se afiadié NaH (2
equiv.) a 15 °C. Tras agitar durante 1 h, se afiadio el Intermedio 66a (7,5 g, 29,48 mmol, 1 equiv.) y
la mezcla de reaccion se agité durante 1 h mas. Luego, la mezcla de reaccion se calenté a 90-110

°C y se agit6 durante 10-48 h. La mezcla de reaccién se vertid en agua y se extrajo en acetato de
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etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron en Na,SO4 anhidro, se

filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice
para proporcionar 12 g (38,65 mmol, 66 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite

amarillo.

Intermedio 66¢: 3-octilundecanoato de metilo

T
MeO

A una solucién de Intermedio 66b (7,5 g, 24 mmol) en EtOH (75 mL) se afiadié Pd/C (1 g) bajo N..
La suspension se desgasifico al vacio y se purg6 con H; tres veces. La mezcla se agité en H, (15
psi) a 15 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtr6 y se lavé con MeOH (1 L). El filtrado se
concentroé al vacio y se purifico directamente usando cromatografia en gel de silice (éter de petroleo)
para proporcionar 10 g (32,00 mmol, rendimiento del 66 %) del producto deseado como un aceite
incoloro. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 3,59 (s, 3H), 2,16 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 1,77 (br m, 1H), 1,19
(m, 28H), 0,81 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 66d: acido 3-octilundecanoico

R0
HO

A una solucién del Intermedio 66¢ (10 g, 32,0 mmol) en EtOH (50 mL) y H,O (50 mL) se le afiadié
LiOH-H20 (2,69 g, 64,0) y NaOH (2,56 g, 64,0 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a 60 °C y
se agité durante 12 h. La mezcla de reaccion se concentré para eliminar EtOH y luego se vertio en
agua (30 mL). La mezcla resultante se acidificé con HCI 1M (ac.) a pH 6 y luego se extrajo en acetato
de etilo (3 x 60 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 40 mL), se
secaron en Na,SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purifico
usando cromatografia en gel de silice (0-50 % de EtOAc en éter de petréleo) para proporcionar 3,6
g (12,4 mmol, 38 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite incoloro. *H RMN
(400 MHz, CDCls) 6 2,20 (br m, 2H), 1,82 (br m, 1H), 1,31 (m, 28H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 66e: 3-hidroxi-2-(((3-octilundecanoil)oxi)metil)propil (9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato
OH o
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Se sintetiz6 el Intermedio 66e en 39 % de rendimiento a partir del Intermedio 1ay el Intermedio 66d

usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,45 - 5,26
(m, 4H), 4,24 — 4,10 (m, 4H), 3,61 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,32 (t, J = 7,6 Hz, 2H),
2,28 — 2,14 (m, 4H), 2,05 (g, J = 6,8 Hz, 4H), 1,83 (m, 1H), 1,61 (m, 2H), 1,28 (m, 42H), 0,88 (m, 9H)
ppm; MS: 649,67 m/z [M+H].

Ejemplo 66: 3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((3-octildecanoil)oxi)metil)propil (92,12Z)-
octadeca-9,12-dienoato

0]
/\N/\/\OJ\O o

) K(\OJ\/\/\/\/W

El ejemplo 66 se sintetiz6 con 53 % de rendimiento a partir del Intermedio 66e y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (500 MHz,
CDCls) 6 5,43 — 5,28 (m, 4H), 4,19 — 4,13 (m, 8H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,50 (g, J = 7,0 Hz, 6H),
2,42 (m, 1H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,24 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 2,05 (m, 4H), 1,80 (m, 3H), 1,61 (m,
2H), 1,42 — 1,15 (m, 42H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 807,58 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 67

Intermedio 67a: 3-heptildec-2-enoato de metilo

)oj\/(zz\/\
MeO =

A una solucién de NaH (14,13 g, 353,36 mmol, 2 equiv.) en THF (0,4 M) se afadi6 lentamente 2-
dimetoxifosforilacetato de metilo (64,35 g, 353,36 mmol, 2 equiv.) a 0 °C. Después de agitar durante
1 h, se afadi6 lentamente pentadecan-8-ona (40 g, 176,68 mmol) y la mezcla de reaccién se calentd
a 15 °C. Después de agitar adicionalmente durante 1 h, la mezcla de reaccion se calenté a 70 °C y
se agité durante 48 h. La mezcla de reaccién se enfrid a 0 °C, se diluyé con agua y se extrajo en
éter de petréleo. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato
de magnesio o sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se
purific6 usando cromatografia en gel de silice para proporcionar 20 g (56,65 mmol, 32 % de

rendimiento) del producto deseado como un aceite incoloro.

Intermedio 67b: 3-heptildec-2-en-1-ol
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Ho/\)i\/C\//\\

A una solucién del Intermedio 67a (21,5 g, 76,1 mmol) en THF (200 mL) se afiadié DIBAL (1 M,
228,4 mL) a 0 °C. La mezcla se agité a 0 °C durante 30 min y luego a 15 °C durante 12 h. La mezcla
de reaccidn se diluyé con agua (20 mL) a 0 °C, seguido de 200 mL adicionales antes de extraerse
en EtOAc (2 X 200 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (200 mL), se
secaron en Na>SO, anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purifico
usando cromatografia en gel de silice (0-2 % de EtOAc en éter de petrdleo) para proporcionar 17 g
(40,1 mmol, 53 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite incoloro. *H RMN (400 MHz,
CDClI3) 6 5,39 (t, J =7,0 Hz, 1H), 4,16 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 3,65 (t, J = 6,6 Hz, 1H), 2,03 (m, 4H), 1,35
- 1,28 (m, 20H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 67c: 3-heptildec-2-enal

VOGO

Ho NP

A una suspension agitada de IBX (1,5-3,5 M) en DMSO (1,5-3,5 M) se afiadi6 el Intermedio 67b (17
g, 66,8 mmol, 1 equiv.) en THF (0,5-1 M) a 30 °C. Tras agitar durante al menos 2 h a 30 °C, la mezcla
de reaccion se diluyd con éter de petréleo, se lavé con agua y salmuera, se secO sobre Na;SO4
anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El residuo bruto se purificd usando cromatografia en gel de
silice para proporcionar 12 g (47,5 mmol, 71 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite
incoloro. *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 9,99 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,86 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 2,55 (m, 2H),
2,21 (m, 2H) 1,52 (m, 4H), 1,30 (m, 16H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 67d: (E)-5-heptildodeca-2,4-dienoato de metilo

)LVCV/\C\
MeO”~ NANF

Se sintetizd el intermedio 67d en 44 % de rendimiento a partir del Intermedio 67c y 2-
dimetoxifosforilacetato de metilo usando el método que se empled para 67a. *H RMN (400 MHz,
CDCls) & 7,60 (dd, J = 15,0 Hz, 11,8 Hz, 1H), 5,97 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 5,79 (d, J = 15,2 Hz, 1H),
3,75 (s, 3H), 2,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,13 (t, J = 7,6 Hz, 2H) 1,48 — 1,29 (m, 20H), 0,89 (t, J = 6,8
Hz, 6H) ppm.

Intermedio 67e: 5-heptildodecanoato de metilo
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W
MeO

A una solucion de Intermedio 67d (8 g, 20,75 mmol) en MeOH (100 mL) se afiadié Pd/C (10 g, 339,59
umol, 33,96 uL, 10 % pureza). La suspension se desgasificd al vacio y se purgo varias veces con
H.. La mezcla se agité en H; (15 psi) a 15 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtr6 y se
concentrd al vacio para proporcionar 6 g (15,36 mmol, rendimiento 74 %) del producto deseado
como un aceite incoloro, que no requirié purificaciéon adicional. *H RMN (400 MHz, CDCI3) & 3,68 (s,
3 H), 2,29 (t, J =7,6 Hz, 2H), 1,59 (m, 2H), 1,28 (m, 27H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 67f: &cido 5-heptildodecanoico

W
HO

A una solucion del Intermedio 67e (6 g, 15,36 mmol) en THF (120 mL) se agregd una solucion de
NaOH (3,07 g, 76,79 mmol) en agua (60 mL). La mezcla de reaccion se agité a 60 °C durante 5 h,
se diluyé con agua (20 mL), se neutralizé a pH 4 con HCI 1 M y se extrajo en EtOAc (3 x 20 mL).
Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (20 mL), se secaron sobre Na;SO., se
filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice
(0-2 % de EtOAc en éter de petrdleo) para proporcionar 3,51 g (11,68 mmol, 76,03 % de rendimiento)
del producto deseado como un aceite incoloro. *H RMN (400 MHz, MeOD) & 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
1,59 (m, 2H), 1,29 (m, 27H), 0,91 (t, J = 6,8 Hz, 6H) ppm; MS: 297,2 m/z [M-H].

Intermedio 67¢: 3-((5-heptildodecanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
OH o

Se sintetizo el intermedio 679 en 42 % de rendimiento a partir del Intermedio 1a y el Intermedio 67f
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,26
(m, 4H), 4,17 (m, 4H), 3,61 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,76 (m, 2H), 2,31 (q, J = 7,3 Hz, 4H), 2,26 — 2,13 (m,
2H), 2,04 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,59 (m, 5H), 1,41 — 1,16 (m, 39H), 0,88 (m, 9H) ppm. MS: 649,67 m/z
[M+H].

Ejemplo 67: 3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((5-heptildodecanoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
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El ejemplo 67 se sintetiz6 con 51 % de rendimiento a partir del Intermedio 67g y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (500 MHz,
CDCl3) 6 5,42 — 5,28 (m, 4H), 4,22 — 4,08 (m, 8H), 2,77 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q, J = 7,0 Hz, 6H),
2,42 (m, 1H), 2,29 (m, 4H), 2,04 (m, 4H), 1,80 (m, 2H), 1,59 (m, 4H), 1,40 — 1,20 (m, 42H), 1,00 (t, J
=7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 807,53 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 68

Intermedio 68a: 3-hexilnon-2-enoato de metilo

m
MeO” 7

Se sintetizé el intermedio 68a en 55 % de rendimiento a partir de tridecan-7-ona y 2-
dimetoxifosforilacetato de metilo usando el método que se empled para 66b. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 5,63 (s, 1H), 3,68 (s, 3H), 2,60 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 2,14 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,45 - 1,27 (m,
16H), 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 68b: 3-heptildec-2-en-1-ol

Ho/\VCCi/

Se sintetiz6 el intermedio 68b en 49 % de rendimiento a partir del Intermedio 68a usando el método
que se empled para el Intermedio 67b. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,38 (t, J = 7,0 Hz, 1H), 4,14 (d,
J=7,2Hz, 2H), 2,01 (m, 4H), 1,39 - 1,27 (m, 16H), 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 68c: 3-heptildec-2-enal

R

Ho NP

Se sintetizo el intermedio 68c en 73 % de rendimiento a partir del Intermedio 68b usando el método
gue se emple6 para el Intermedio 67c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 9,99 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,85

(d,J=7,6Hz, 1H), 2,55 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 2,21 (t, J = 7,2 Hz, 2H) 1,49 (m, 4H), 1,31 (m, 12H), 0,89
(t, J =6,8 Hz, 6H) ppm.
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Intermedio 68d: Acido (E)-7-hexiltrideca-4,6-dienoico

I
HO NG

A una solucién del Intermedio 68c (9 g, 40,1 mmol) en HMPA (8 mL) y THF (104 mL) se afadio
NaHMDS (1 M, 160,4 ml) a 0 °C. Se afiadié 3-carboxipropil(trifenil)fosfonio (22,42 g, 64,18 mmaol) en
THF (28 mL) a la mezcla de reaccién, que se agité adicionalmente a 15 °C durante 12 h. La mezcla
de reaccion se vertié en agua (200 mL), se acidificé con HCI 2N (ac.) y se extrajo en EtOAc (4 x 150
mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (200 mL), se secaron en NaxSO,
anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purific6 usando cromatografia en
gel de silice (1-100 % de EtOAc en éter de petr6leo) para proporcionar 8 g (19,0 mmol, 24 % de
rendimiento) del producto deseado como un aceite amarillo. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 6,25 (m,
1H), 6,05 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 5,30 (m, 1H), 2,59 — 2,45 (m, 4H), 2,13-2,07 (m, 4H), 1,40 — 1,29 (m,
16H), 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 6H) ppm; MS: 295,2 [M+H].

Intermedio 68e: Acido 7-hexiltridecanoico

IS OOS
HO

A una solucién de Intermedio 68d (4 g, 13,6 mmol) en MeOH (50 mL) se afiadi6 Pd/C (0,4 g, 13,58
mmol) bajo N.. La suspension se desgasificé al vacio y se purg6 varias veces con H,. La mezcla de
reaccion se agité en Hz (15 psi) a 35 °C durante 12 h, se filtr6 y se lavé con MeOH (300 mL) y se
concentré al vacio. El residuo bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice (éter de
petréleo) para proporcionar 5,3 g (16,0 mmol, 59 % de rendimiento) del producto deseado como un
aceite amarillo. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 2,35 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,65 (m, 2H), 1,25 (m, 27H),
0,89 (t, J = 6,6 Hz, 6H) ppm; MS: 297,2 m/z [M-H].

Intermedio 68f: 3-((7-hexiltridecanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
OH o

Se sintetiz6 el Intermedio 68f en 60 % de rendimiento a partir del Intermedio lay el Intermedio 68e
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,45 - 5,27
(m, 4H), 4,17 (m, 4H), 3,61 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,32 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 2,25
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— 2,14 (m, 2H), 2,04 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,68 — 1,55 (m, 5H), 1,40 — 1,15 (m, 39H), 0,88 (m, 9H) ppm;

MS: 649,72 m/z [M+H].

Ejemplo 68: 3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((7-hexiltridecanoil)oxi)metil)propil (92,127)-
octadeca-9,12-dienoato

o
/\N/\/\OJ\O

) KE\OJ?\/\/W:v:\/\/\

El ejemplo 68 se sintetizO con 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 68f y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 5,43 — 5,27 (m, 4H), 4,22 — 4,07 (m, 8H), 2,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,55 — 2,46 (m, 6H), 2,46
- 2,37 (m, 1H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 2,04 (m, 4H), 1,86 — 1,75 (m, 2H), 1,61 (t, J = 7,3 Hz, 4H),
1,42 -1,11 (m, 41H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 807,72 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 69

Intermedio 69a: 4cido (Z)-11-(non-2-en-1-iloxi)-11-oxoundecanoico

o o
HOJ\/\/\/\/\/U\O/\:/\/\/\
Se sintetiz6 el intermedio 69a en rendimiento de 36 % a partir de acido undecanoico y (Z)-non-2-en-
1-ol con el método empleado para el intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,65 (m, 1H), 5,52
(m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,9, 1,2 Hz, 2H), 2,32 (m, 4H), 2,09 (m, 2H), 1,61 (m, 4H), 1,41 — 1,20 (m,
18H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio  69b: (2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 11-(non-2-en-1-il)
undecanodioato
OH o

Se sintetizé el Intermedio 69b en 35 % de rendimiento a partir del Intermedio 69a y el Intermedio
54b usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,64 (m,
1H), 5,52 (m, 1H), 4,62 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 4,49 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,24 — 4,10 (m, 4H), 3,67 — 3,52
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(m, 4H), 3,40 (dt, J=9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,41 (t, = 7,5 Hz, 2H), 2,30 (9, J = 7,1 Hz, 4H), 2,21 (m, 2H),

2,14 — 2,05 (m, 2H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,57 (m, 9H), 1,40 — 1,21 (m, 36H), 0,88 (m, 9H)
ppm; MS: 777,78 m/z [M+Na].

Ejemplo 69: (Z)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 11-(non-2-en-1-il) undecanodioato

o
/\N/\/\OJ\O

J KC

El ejemplo 69 se sintetizO con 19 % de rendimiento a partir del Intermedio 69b y 3-

(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 8 5,62 (m, 1H), 5,53 (m, 1H), 4,61 (d, J = 7,0, 1,3 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 —
4,09 (m, 8H), 3,55 (m, 2H), 3,39 (m, 2H), 2,56 (g, J = 7,2 Hz, 6H), 2,47 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (t, J =
7,6 Hz, 4H), 2,09 (m, 2H), 1,97 — 1,78 (m, 4H), 1,65 — 1,49 (m, 8H), 1,40 — 1,24 (m, 35H), 1,03 (t, J
= 7,2 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 913,37 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 70

Intermedio 70a: acido ((Z)-13-(non-2-en-1-iloxi)-13-oxotridecanoico

o o
HOJ\/\/\/\/\/\/U\O/\=/\/\/\
Se sintetiz6 el Intermedio 70a en rendimiento de 40 % a partir de 4cido tridecanoico y (Z)-non-2-en-
1-ol con el método empleado para el Intermedio 54a. *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 5,62 (m, 1H), 5,50
(m, 1H), 4,59 (dd, J = 6,8, 1,2 Hz, 2H), 2,29 (m, 4H), 2,07 (m, 2H), 1,59 (m, 4H), 1,39 — 1,18 (m,
22H), 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio  70b:  (2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil)  13-(non-2-en-1-il)
tridecanodioato
OH (0]
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Se sintetizé el Intermedio 70b en 34 % de rendimiento a partir del Intermedio 70a y el Intermedio

54b usando el método que se emple6 para el Intermedio 54c. *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,64 (m,
1H), 5,52 (m, 1H), 4,62 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 4,49 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,17 (m, 4H), 3,62 (t, J = 5,7 Hz,
2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J =9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,41 (t, I =7,5Hz, 2H), 2,31 (g, I =
7,9 Hz, 4H), 2,25 — 2,15 (m, 2H), 2,09 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,58 (m, 8H),
1,39 — 1,21 (m, 41H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 805,63 m/z [M+Na].

Ejemplo 70: (2)-1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 13-(non-2-en-1-il) tridecanodioato

o
/\N/\/\OJ\

) OK(\ojj)\/\/\/\/\/\/ﬁ\o/\=/\/\/\

0)\/\/0\/\/\/\/

O~
El ejemplo 70 se sintetiz6 con 15 % de rendimiento a partir del Intermedio 70b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 8 5,64 (m, 1H), 5,51 (m, 1H), 4,61 (d, J = 6,9, 1,2 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,22 —
4,09 (m, 8H), 3,55 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,51 (q, J = 7,0 Hz, 6H), 2,46 — 2,35 (m, 3H), 2,34 — 2,26
(m, 4H), 2,15 — 2,04 (m, 2H), 1,97 — 1,87 (m, 2H), 1,86 — 1,75 (m, 4H), 1,67 — 1,49 (m, 8H), 1,40 —
1,23 (m, 40H), 1,01 (t, J = 7,2 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 942,04 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 71-74

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 59b y un reactivo aminoalcohol o

diamina usando el método empleado para el Ejemplo 1.

Ejemplo 71: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-metilpiperidin-3-

illmetioxi)carbonil)oxi)metil)propil) 9-decil nonanedioato
o
\O/\o)]\o o) o
K(\oj\/\/\/\/u\o/\/\/\/\/\
o

OMOM/\/

O~
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19 % rendimiento; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,19 (d, J = 6,0 Hz, 2H),

4,14 (dt, J = 6,0, 1,4 Hz, 4H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 3H), 3,96 (dd, J = 10,6, 7,3 Hz, 1H), 3,56 (dt, J =
9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,78 (m, 2H), 2,47 — 2,36 (m, 3H), 2,33 — 2,23 (m,
7H), 2,07 — 1,86 (m, 4H), 1,79 — 1,50 (m, 16H), 1,29 (m, 38H), 1,00 (m, 1H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS:
899,87 m/z [M+H].

Ejemplo 72: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((1-etilpiperidin-3-

illmetioxi)carbonil)oxiymetil)propil) 9-decil nonanedioato
o
/\r\OﬂoJ\o o o
KE\OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\
o
OM/OVVW

O~
19 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 6 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,19 (d, J = 6,0 Hz, 2H),
4,14 (dt, J = 6,0, 1,4 Hz, 4H), 4,05 (td, J = 6,9, 6,4, 3,7 Hz, 3H), 3,96 (dd, J = 10,7, 7,2 Hz, 1H), 3,56
(dt, J=9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,87 m, 2H), 2,48 — 2,36 (m, 5H), 2,34 — 2,24
(m, 4H), 2,05 - 1,85 (m, 3H), 1,79 — 1,50 (m, 16H), 1,39 — 1,20 (m, 40H), 1,12 — 0,97 (m, 3H), 0,87
(m, 9H) ppm; MS: 913,46 m/z [M+H].

Ejemplo 73: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)metil)propil) 9-
decil nonanedioato

N o)
\/N\/\NJ\O o) o)

" KCOJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

OMO\/\/\/\/
O~
14 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,22 (br s, 1H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,20 — 4,08
(m, 6H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,21 (br
m, 2H), 2,52 (q, J = 7,1, 6,2 Hz, 6H), 2,40 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,29 (td, J = 7,6, 5,9 Hz, 4H), 1,92 (td,
J=17,6,55 Hz, 2H), 1,76 — 1,49 (m, 13H), 1,39 — 1,20 (m, 40H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 886,69 m/z [M+H].
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Ejemplo 74: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(1-metilpirrolidin-2-

il etoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 9-decil nonanodioato

o)
<r’q\)\ﬂoJ\o o o
L~~~ o~
o o)
T

OMOW

O
26 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,28 — 4,09 (m, 8H), 4,05 (t,
J=6,8 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,05 (m, 1H), 2,46 — 2,36
(m, 3H), 2,34 — 2,24 (m, 7H), 2,21 — 1,87 (m, 4H), 1,84 — 1,43 (m, 12H), 1,40 — 1,18 (m, 40H), 0,88
(m, 9H) ppm; MS: 899,38 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 75
Ejemplo 75: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((4-(dietilamino)butanoil)oxi)metil)propil) 9-decil
nonanodioato

S

(0] (o) (o)
KE\OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\
(0]
OM/OWW

O~
El Ejemplo 75 se sintetiz6 con 61 % de rendimiento a partir del Intermedio 59b y acido 4-
(dietilamino)butanoico mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 25. *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 64,48 (t, J =5,5Hz, 1H), 4,12 (dd, J = 6,1, 1,6 Hz, 6H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,56 (dt, J =
9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 2,45 — 2,24 (m, 10H), 1,92
(m, 2H), 1,75 (m, 2H), 1,65 — 1,50 (m, 12H), 1,38 — 1,20 (m, 40H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m,
8H) ppm; MS: 885,43 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 76

Intermedio 76a: 1-decil 9-(3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil) nonanodioato
o o

HO OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\
T

OH
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A una solucion del Intermedio 59a (15 g, 45,6 mmol, 1 equiv.), (2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il)ymetanol

(1-1,2 equiv.), DMAP (0,2 equiv.) y DIPEA (1,5-3 equiv.) en DCM (0,2 M) se afiadi6 EDC-HCI (1,5
equiv.) a ta. La mezcla de reaccién se agité durante al menos 16 h, se diluy6é con agua, se lavo
secuencialmente con HCI 1M y bicarbonato de sodio al 5 %, se sec6 sobre sulfato de magnesio, se
filtré y se concentré al vacio. El intermedio protegido con acetonido bruto se resuspendié en MeOH
y se afadio resina Dowex® 50W X8. Se agit6 la mezcla de reaccién resultante a ta durante al menos
12 h, se filtré y se lavd con MeOH, y se concentrd al vacio. El residuo bruto se purific6 usando
cromatografia en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos) para proporcionar 12,2 g (29,3 mmol,
65 % de rendimiento) del producto deseado como un sélido blanco. *H RMN (400 MHz, CDCls)
04,24 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 4,04 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,76 (m, 4H), 2,52 (br s, 2H), 2,30 (dt, J = 16,1,
7,5 Hz, 4H), 2,03 (m, 1H), 1,61 (m, 6H), 1,38 — 1,20 (m, 20H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm; MS:
439,56 m/z [M+Na].

Intermedio 76b: 1-decil 9-(3-((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-oxoheptanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil)
nonanodioato
OH o

(o]
o)l\/\/\/\/”\o/\/\/\/\/\

Se sintetizé el Intermedio 76b en 37 % de rendimiento a partir del Intermedio 76a y el Intermedio
64a usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) d 4,85 (m,
1H), 4,21 — 4,12 (m, 4H), 4,04 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,61 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 2,37 — 2,24 (m, 8H), 2,18
(m, 1H), 1,63 (m, 11H), 1,49 (m, 7H), 1,39 — 1,19 (m, 42H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 797,96 m/z [M+H].

Ejemplo 76: 1-decil 9-(3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-
oxoheptanoil)oxi)metil)propil) nonanodioato

o
/\N/\/\OJ\O

) oj\/\/\/\/ﬁ\o/\/\/\/\/\

El ejemplo 76 se sintetiz6 con 22 % de rendimiento a partir del Intermedio 76b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 4,85 (m, 1H), 4,22 — 4,10 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,55 — 2,50 (m, 6H), 2,41 (m,
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1H), 2,35 - 2,24 (m, 8H), 1,81 (m, 2H), 1,70 — 1,55 (m, 12H), 1,50 (m, 4H), 1,41 — 1,23 (m, 44H),

1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 956,17 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 77

Intermedio  77a: 1-decil 9-(3-((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-oxopentanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil)
nonanodioato
OH o

o)

OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\
o) o)

o)\/\/u\o

Se sintetizé el Intermedio 77a en 26 % de rendimiento a partir del Intermedio 76a y el Intermedio
63b usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) 5 4,86 (m,
1H), 4,23 — 4,13 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,62 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 2,33 (m, 8H), 2,19 (m, 1H),
1,95 (m, 2H), 1,61 (m, 8H), 1,50 (m, 4H), 1,38 — 1,19 (m, 42H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 769,91 m/z
[M+H].

Ejemplo 77: 1-decil 9-(3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-
oxopentanoil)oxi)metil)propil) nonanodioato

o
/\N/\/\OJ\

(0] (o) (o)
J OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

El ejemplo 77 se sintetizé a partir del Intermedio 77a y 3-(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso
del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,87 (m, 1H), 4,16 (m, 8H),
4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,51 (m, 6H), 2,46 — 2,24 (m, 9H), 1,94 (m, 2H), 1,87 — 1,76 (m, 2H), 1,69 —
1,57 (m, 6H), 1,49 (m, 4H), 1,40 — 1,17 (m, 44H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,89 (m, 9H) ppm; MS:
928,07 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 78

Intermedio 78a: 4,4-bis(heptiloxi)butanonitrilo

N\\\/YO\/\/\/\

NP NP
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Se sintetiz0 el intermedio 78a en 99 % de rendimiento a partir de 4,4-dietoxibutanonitrilo y heptan-

1-ol usando el método que se empled para el Intermedio 1b. *H RMN (400 MHz, CDCl3) d 4,55 (t, J
= 5,3 Hz, 1H), 3,60 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H), 3,43 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H), 2,42 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
1,94 (td, J=7,4, 5,3 Hz, 2H), 1,57 (m, 4H), 1,40 — 1,23 (m, 16H), 0,88 (m, 6H) ppm.

Intermedio 78b: Acido 4,4-bis(heptiloxi)butanoico

Ho)k/\/o\/\/\/\

O~
Se sintetiz6 el intermedio 78b en 92 % de rendimiento a partir del Intermedio 78a usando el método
que se empled para el Intermedio 1c. *H RMN (400 MHz, CDCls) 5 8,85 (br s, 1H), 4,46 (t, J = 5,6
Hz, 1H), 3,52 (dt, J = 9,4, 6,8 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,8 Hz, 2H), 2,26 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,85 (q,
J=7,0Hz, 2H), 1,53 (m, 4H), 1,29 (m, 16H), 0,94 — 0,80 (m, 6H) ppm; MS: 315 m/z [M-H].

Intermedio 78c: 1-(3-((4,4-bis(heptiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-decil nonanodioato
OH o

Se sintetiz6 el Intermedio 78c en 46 % de rendimiento a partir del Intermedio 76ay el Intermedio 78b
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCl3) & 4,48 (t, J=5,5
Hz, 1H), 4,23 — 4,11 (m, 4H), 4,04 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,65 — 3,50 (m, 4H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,29 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,68 — 1,49
(m, 11H), 1,38 — 1,19 (m, 34H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 737,82 m/z [M+Na].

Ejemplo 78: 1-(3-((4,4-bis(heptiloxi)butanail)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 9-decil nonanodioato

o
/\N/\/\OJJ\

) OKCOJ)\/\/\/\/?I\O/\/\/\/\/\

O)\/YOV\/\/\

O~
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El ejemplo 78 se sintetizO con 35 % de rendimiento a partir del Intermedio 78c y 3-

(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 5 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,22 — 4,09 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m,
2H), 2,51 (m, 6H), 2,46 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (m, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,66 — 1,49 (m,
12H), 1,39 — 1,23 (m, 34H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 873,52 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 79

Intermedio 79a: 4,4-bis(noniloxi)butanonitrilo

N\\\/\(O\/\/\/\/\

O~
Se sintetiz6 el intermedio 79a en 16 % de rendimiento a partir de 4,4-dietoxibutanonitrilo y nonan-1-
ol usando el método que se empleé para el intermedio 1b. *H RMN (400 MHz, CDClz) 8 4,55 (t, J =
5,3 Hz, 1H), 3,60 (dt, J =9,2, 6,6 Hz, 2H), 3,43 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H), 2,42 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,94
(td, J=7,4, 5,3 Hz, 2H), 1,57 (m, 4H), 1,38 — 1,24 (m, 24H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 6H) ppm.

Intermedio 79b: Acido 4,4-bis(noniloxi)butanoico

HOJ\/\KOV\/\/\/\

O~
Se sintetiz6 el Intermedio 79b en 100 % de rendimiento a partir del Intermedio 79a usando el método
que se empled para el Intermedio 1c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,32 (br s, 1H), 4,44 (t, J = 5,6
Hz, 1H), 3,49 (dt, J = 9,3, 6,9 Hz, 2H), 3,38 (dt, J = 9,4, 6,9 Hz, 2H), 2,10 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,78 (q,
J =7,0 Hz, 2H), 1,53 (m, 4H), 1,27 (m, 24H), 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 6H) ppm; MS: 371 m/z [M-H].

Intermedio 79c: 1-(3-((4,4-bis(noniloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-decil nonanodioato
OH o

Se sintetiz6 el Intermedio 79c en 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 76ay el Intermedio 79b
usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCl3) & 4,48 (t, J=5,5
Hz, 1H), 4,23 — 4,12 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,67 — 3,51 (m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
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2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,30 (dt, J = 11,9, 7,6 Hz, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,6, 5,4 Hz,

2H), 1,66 — 1,48 (m, 11H), 1,37 — 1,20 (m, 42H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 793,91 m/z [M+Na].

Ejemplo 79: 1-(3-((4,4-bis(noniloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil)
9-decil nonanodioato

o
/\N/\/\OJJ\

) OKCOJ)\/\/\/\/?I\O/\/\/\/\/\

O)\/YOV\/\/\/\

O
El ejemplo 79 se sintetiz6 con 35 % de rendimiento a partir del Intermedio 79c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 64,48 (t, J =5,5Hz, 1H), 4,22 - 4,10 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,55 (m, 2H), 3,39 (M,
2H), 2,50 (m, 6H), 2,45 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (m, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,86 — 1,74 (m, 3H), 1,66 — 1,49
(m, 10H), 1,35 -1,23 (m, 43H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 929,60 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 80-81

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 76b y reactivo aminoalcohol o diamina

usando el método empleado para el Ejemplo 1.

Ejemplo 80: 1-decil 9-(3-((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-oxoheptanoil)oxi)-2-((((2-(1-metilpirrolidin-2-
il etoxi)carbonil)oxi)metil)propil) nonanodioato

SO
l"l 0)]\0 (o} o
OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

48 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,85 (m, 1H), 4,26 — 4,09 (m, 8H), 4,04 (t, J = 6,7
Hz, 2H), 3,05 (m, 1H), 2,41 (m, 1H), 2,34 — 2,26 (m, 11H), 2,19 — 1,89 (m, 4H), 1,83 — 1,43 (m, 18H),
1,40 -1,17 (m, 46H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 954,23 m/z [M+H].

Ejemplo 81: 1-decil 9-(3-(((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)-2-(((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-

oxoheptanoil)oxi)metil)propil) nonanodioato
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\/N\/\ J\

N (o) (0] (o]
: J\/\/\/\/U\
(o) 0/\/\/\/\/\

43 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDClz) 8 5,21 (br t, J = 5,2 Hz, 1H), 4,85 (m, 1H), 4,12 (d, J =
6,0 Hz, 6H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,21 (br q, J = 5,8 Hz, 2H), 2,51 (9, J = 7,1, 6,3 Hz, 6H), 2,43 —
2,23 (m, 8H), 1,62 (m, 11H), 1,50 (q, J = 6,1 Hz, 4H), 1,40 — 1,20 (m, 46H), 0,99 (t, J = 7,1 Hz, 6H),
0,87 (m, 9H) ppm; MS: 940,46 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 82
Ejemplo 82: 1-decil 9-(3-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)-2-(((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-
oxoheptanoil)oxi)metil)propil) nonanodioato

| o

N~

(0] (0] (0]
OJI\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

El Ejemplo 82 se sintetiz6 con 55 % de rendimiento a partir del Intermedio 76b y &cido 4-
(dimetilamino)butanoico mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 25. 'H RMN
(400 MHz, CDCl3) & 4,85 (m, 1H), 4,12 (dd, J = 6,0, 2,3 Hz, 6H), 4,04 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,42 — 2,23
(m, 13H), 2,20 (s, 6H), 1,77 (m, 2H), 1,62 (m, 11H), 1,49 (g, J = 6,0 Hz, 4H), 1,40 — 1,19 (m, 45H),
0,87 (m, 9H) ppm; MS: 911,44 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 83

Intermedio 83a: (Z)-1-(3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil) 9-(non-2-en-1-il) nonanodioato
OH o o
OJ\/\/\/\/U\O/\=/\/\/\

OH
Se sintetizd el Intermedio 83a en 84 % de rendimiento a partir del Intermedio 54a y 2-
(hidroximetil)propano-1,3-diol usando el método que se empled para 76a. *H RMN (400 MHz, CDCls)
0 5,65 (m, 1H), 5,51 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,9, 1,2 Hz, 2H), 4,24 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 3,76 (m, 4H),
2,52 (brs, 2H), 2,31 (m, 4H), 2,12 — 1,98 (m, 3H), 1,61 (m, 4H), 1,40 — 1,21 (m, 14H), 0,87 (t, J = 6,8
Hz, 3H) ppm.
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Intermedio  83b:  (Z)-1-(3-((4,4-bis(noniloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil)  9-(non-2-en-1-il)
nonanodioato
OH o

Se sintetizé el Intermedio 83b en 33 % de rendimiento a partir del Intermedio 83a y el Intermedio
79b usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDClz) & 5,64 (m,
1H), 5,51 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,9, 1,2 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,17 (m, 4H), 3,62 (br m,
2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,30 (m,
5H), 2,19 (m, 1H), 2,09 (m, 2H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,50 (m, 10H), 1,39 — 1,21 (m,
36H), 0,0,87 (m, 9H) ppm; MS: 777,87 m/z [M+Na].

Ejemplo 83: (2)-1-(3-((4,4-bis(noniloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 9-(non-2-en-1-il) nonanodioato

o
/\N/\/\OJ\

) OKCOJOJ\/\/\/\/?]\O/\Z/\/\/\

OM/O\/V\/\/\
O
El ejemplo 83 se sintetiz6 con 60 % de rendimiento a partir del Intermedio 83b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 8 5,62 (m, 1H), 5,51 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,8, 1,2 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,21 —
4,09 (m, 8H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,51 (m, 6H), 2,45 - 2,35
(m, 3H), 2,29 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 2,09 (m, 2H), 1,92 (id, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,67 —
1,48 (m, 8H), 1,42 — 1,20 (m, 38H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 913,71 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 84
Intermedio  84a: (Z)-1-(3-((4,4-bis(heptiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil)  9-(non-2-en-1-il)

nonanodioato
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Se sintetizé el Intermedio 84a en 38 % de rendimiento a partir del Intermedio 83a y el Intermedio
78b usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDClz) & 5,64 (m,
1H), 5,51 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,9, 1,2 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,12 (m, 4H), 3,62
(brt, J=5,2 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 2,30 (td, J = 7,5, 5,8 Hz, 5H), 2,19 (m, 1H), 2,09 (m, 2H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,66 —
1,50 (m, 8H), 1,39 — 1,25 (m, 30H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 721,65 [M+Na].

Ejemplo 84: (2)-1-(3-((4,4-bis(heptiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil) 9-(non-2-en-1-il) nonanodioato

o
/\N/\/\OJ\
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El ejemplo 84 se sintetizd a partir del Intermedio 84a y 3-(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso
del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,64 (m, 1H), 5,51 (m, 1H),
4,61 (dd, J =6,8, 1,2 Hz, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,10 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,46 — 2,35 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,5 Hz, 4H), 2,09
(m, 2H), 1,92 (m, 2H), 1,80 (dq, J = 8,2, 6,6 Hz, 2H), 1,58 (m, 8H), 1,40 — 1,21 (m, 30H), 1,00 (t, J =
7,1 Hz, 6H), 0,89 (m, 9H) ppm; MS: 857,54 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 85

Intermedio 85a: (Z)-1-(3-((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-oxoheptanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-(non-
2-en-1-il) nonanodioato
OH (0]

(¢]
OJ\/\/\/\/U\O/\z/\/\/\
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Se sintetiz6 el intermedio 85a en 37 % de rendimiento a partir del Intermedio 83a y el Intermedio 64a

usando el método que se emple6 para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,64 (m, 1H),
5,51 (m, 1H), 4,85 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,9, 1,2 Hz, 2H), 4,22 — 4,12 (m, 4H), 3,61 (m, 2H), 2,30 (m,
9H), 2,19 (m, 1H), 2,09 (m, 2H), 1,64 (m, 8H), 1,49 (m, 4H), 1,41 — 1,18 (m, 40H), 0,87 (m, 9H) ppm;
MS: 781,73 m/z [M+H].

Ejemplo 85: (2)-1-(3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((7-(heptadecan-9-iloxi)-7-
oxoheptanoil)oxi)metil)propil) 9-(non-2-en-1-il) nonanodioato

o]
/\N/\/\OJ\

o (o) o
) OJ\/\/\/\/U\O/E/\/\/\

El ejemplo 85 se sintetiz6 con 48 % de rendimiento a partir del Intermedio 85a y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 5,64 (m, 1H), 5,51 (m, 1H), 4,85 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 6,8, 1,2 Hz, 2H), 4,24 — 4,09 (m,
8H), 2,51 (m, 6H), 2,41 (m, 1H), 2,35 — 2,21 (m, 8H), 2,09 (m, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,69 — 1,55 (m,
10H), 1,50 (q, J = 6,2 Hz, 4H), 1,40 — 1,18 (m, 38H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS:
939,19 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 86-88

Intermedio 86a: (Z)-1-(3-((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-oxopentanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-(non-
2-en-1-il) nonanodioato
OH o

o)

OJ\/\/\/\/U\O/E/\/\/\
o) o)

o)\/\/u\o

Se sintetizé el Intermedio 86a en 39 % de rendimiento a partir del Intermedio 83a y el Intermedio
63b usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) 5 5,64 (m,
1H), 5,51 (m, 1H), 4,86 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 7,0, 1,2 Hz, 2H), 4,23 — 4,12 (m, 4H), 3,62 (t, J = 4,4
Hz, 2H), 2,44 — 2,24 (m, 9H), 2,19 (m, 1H), 2,09 (m, 2H), 1,95 (m, 2H), 1,61 (m, 5H), 1,50 (m, 4H),
1,38 — 1,20 (m, 37H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 753,74 m/z [M+H].

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 86a y un reactivo aminoalcohol o

diamina usando el método empleado para el Ejemplo 1.
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Ejemplo 86: (2)-1-(3-(((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)-2-(((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-
oxopentanoil)oxi)metil)propil) 9-(non-2-en-1-il) nonanodioato

(0]
/\N/\/\OJ\O

) j\/\/\/\/[(j)\/\z/\/\/\

POV OO

48 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,65 (m, 1H), 5,51 (m, 1H), 4,86 (m, 1H), 4,61 (dd,
J=6,9, 1,3 Hz, 2H), 4,22 — 4,09 (m, 8H), 2,50 (q, J = 7,1 Hz, 6H), 2,46 — 2,25 (m, 9H), 2,09 (m, 2H),
1,94 (m, 2H), 1,86 — 1,74 (m, 3H), 1,61 (m, 4H), 1,50 (m, 4H), 1,40 — 1,23 (m, 37H), 1,00 (t, J=7,1
Hz, 6H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 912,23 m/z [M+H].

Ejemplo 87: 1-decil 9-(3-((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-oxopentanoil)oxi)-2-((((2-(1-metilpirrolidin-2-

iletoxi)carbonil)oxi)metil)propil) nonanodioato

SO
ll‘l O)J\O (0] (o}
OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

50 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,86 (m, 1H), 4,27 — 4,08 (m, 8H), 4,04 (t, J = 6,7
Hz, 2H), 3,05 (m, 1H), 2,48 — 2,24 (m, 12H), 2,20 - 1,88 (m, 6H), 1,82 — 1,41 (m, 15H), 1,37 — 1,21
(m, 43H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 925,43 m/z [M+H].

Ejemplo 88: 1-decil 9-(3-(((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)-2-(((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-
oxopentanoil)oxi)metil)propil) nonanodioato

\ o

(o] (o]
H J]\/\/\/\/U\
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49 % rendimiento; *H RMN (500 MHz, CDCls) & 5,23 (br t, J = 5,3 Hz, 1H), 4,86 (m, 1H), 4,12 (m,
6H), 4,04 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,20 (br g, J = 5,9 Hz, 2H), 2,51 (q, J = 7,0 Hz, 6H), 2,41 — 2,25 (m, 9H),
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1,93 (m, 2H), 1,61 (m, 6H), 1,50 (m, 4H), 1,33 — 1,23 (m, 44H), 0,99 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,87 (M, 9H)

ppm; MS: 912,43 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 89
Ejemplo 89: 1-decil 9-(3-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)-2-(((5-(heptadecan-9-iloxi)-5-
oxopentanoil)oxi)metil)propil) nonanodioato

| (0}

N A~ N

(0) 0] (o)
OJ\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

El Ejemplo 89 se sintetiz6 con 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 86a y acido 4-
(dimetilamino)butanoico mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 25. 'H RMN
(500 MHz, CDCls) 6 4,91 — 4,82 (m, 1H), 4,12 (m, 6H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,42 — 2,23 (m, 13H),
2,20 (s, 6H), 1,94 (m, 2H), 1,75 (m, 2H), 1,61 (m, 6H), 1,49 (m, 4H), 1,37 — 1,16 (m, 44H), 0,87 (m,
9H) ppm; MS: 883,85 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 90

Intermedio 90a: Acido 11-cloro-11-oxoundecanoico

o] o]
HOJ\/\/\/\/\/U\Q
A una solucién de &cido undecanodioico (15 g, 69,36 mmol, 1 equiv.) en THF (0,6 M) se afiadi
cloruro de oxalilo (1,1-1,3 equiv.). Después de la adicién, la mezcla se agité y se afiadié por goteo
DMF (0,01-0,05 equiv.). La mezcla resultante se agitd a 25 °C durante 2 h y luego se concentrd para
dar 16 g (47,0 mmol, rendimiento 99 %) del producto bruto deseado en forma de aceite amarillo, que

no requirid purificacion adicional.

Intermedio 90b: Acido 11-(deciloxi)-11-oxoundecanoico

HOJI\/\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\

A una solucion del Intermedio 90a (16,28 g, 69,36 mmol, 1 equiv.) en THF (0,45 M) se afiadié decan-
1-ol (1,1 equiv.). La mezcla se agité a 25 °C durante 2 h y luego se concentrd al vacio. El residuo
bruto se purificO mediante cromatografia en columna (gradiente de EtOAc en éter de petroleo) v,
segun fuera necesario, se recristalizd6 en éter de petréleo para proporcionar 5,5 g (15,5 mmol,
rendimiento del 22 %) del producto deseado como un sélido blanco. *H RMN (400 MHz, CDCls) &
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4,06 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,37 — 2,28 (m, 4H), 1,62 (m, 6H), 1,28 (m, 24H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H)

ppm; MS: 355,2 m/z [M-H].

Intermedio 90c: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 11-decil undecanodioato
OH o

Se sintetizé el intermedio 90c en 39 % de rendimiento a partir del Intermedio 90b y el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 4,48 (t, J =
5,5 Hz, 1H), 4,18 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,64 — 3,51 (m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,23 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,65 — 1,50
(m, 10H), 1,37 — 1,21 (m, 44H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 793,73 m/z [M+Na].

Ejemplo 90: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
11-decil undecanodioato

o
/\N/\/\OJ\
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El ejemplo 90 se sintetiz6 con 59 % de rendimiento a partir del Intermedio 90c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (500 MHz,
CDCls) 8 4,47 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,21 — 4,08 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,55 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (g, J = 7,0 Hz, 6H), 2,46 — 2,36 (m, 3H), 2,29 (q, J = 7,7
Hz, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,65 — 1,51 (m, 10H), 1,36 — 1,24 (m, 44H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz,
6H), 0,87 (m, 9H) ppm. MS: 929,93 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 91

Intermedio 91a: Acido 13-cloro-13-oxotridecanoico

Ho/u\/\/\/\/\/\)]\(n



151
El intermedio 91a se sintetizd con rendimiento cuantitativo a partir de acido tridecanodioico usando

el método empleado para 90a.

Intermedio 91b: Acido 13-(deciloxi)-13-oxotridecanoico

HO A eSS g e

Se sintetizo el Intermedio 91b en 17 % de rendimiento a partir del Intermedio 91a y decan-1-ol con
el método empleado para el Intermedio 90b. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,06 (t, J = 6,8 Hz, 2H),
2,37 — 2,27 (m, 4H), 1,64 (m, 6H), 1,27 (m, 28H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm; MS: 383,3 m/z [M+H].

Intermedio 91c: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 13-decil tridecanodioato
OH o

Se sintetizé el intermedio 91c en 40 % de rendimiento a partir del Intermedio 91b y el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 4,48 (t, J =
5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,12 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,65 — 3,51 (m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,22 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H),
1,58 (m, 10H), 1,38 — 1,20 (m, 48H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 821,77 m/z [M+Na].

Ejemplo 91: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
13-decil tridecanodioato

o
/\N/\/\OJ\
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El ejemplo 91 se sintetiz6 con 56 % de rendimiento a partir del Intermedio 91c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (500 MHz,
CDCl3) 6 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,21 — 4,08 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q, J = 7,1 Hz, 6H), 2,46 — 2,36 (m, 3H), 2,29 (q, J =7,8
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Hz, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,65 — 1,52 (m, 10H), 1,36 — 1,22 (m, 48H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz,

6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 958,01 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 92

Intermedio 92a: Acido 9-cloro-9-oxononanoico

Ho)J\/\/\/\/U\(”

El intermedio 92a se sintetiz6 con rendimiento cuantitativo a partir de &cido nonanodioico usando el

método empleado para 90a.

Intermedio 92b: Acido 9-(dodeciloxi)-9-oxononanoico
o o

HOJI\/\/\/\/U\O/\/\/\/\/\/\

Se sintetiz6 el intermedio 92b en 31 % de rendimiento a partir del Intermedio 92a y dodecan-1-ol con
el método empleado para el Intermedio 90b. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,06 (t, J = 6,8 Hz, 2H),
2,37 — 2,28 (m, 4H), 1,63 (m, 6H), 1,37 — 1,27 (m, 24H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm; MS: 355,2 m/z
[M-H].

Intermedio 92c¢: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-dodecil nonanodioato
OH o

Se sintetizé el intermedio 92c en 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 92b y el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t, J =
5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,12 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,65 — 3,51 (m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,30 (dt, J = 12,0, 7,6 Hz, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J=7,5, 5,5
Hz, 2H), 1,66 — 1,48 (m, 11H), 1,37 — 1,22 (m, 43H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 793,77 m/z [M+Na].
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Ejemplo 92: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)

9-dodecil nonanodioato
0
/\N/\/\OJJ\

) OKCOJOI\/\/\/\/?LO/\/\/\/\/\/\

o)\/\(o\/\/\/\/
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El ejemplo 92 se sintetiz6 con 53 % de rendimiento a partir del Intermedio 92c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,09 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (m, 6H), 2,45 — 2,35 (m, 3H), 2,34 — 2,24 (m, 4H), 1,92
(m, 2H), 1,80 (m, 2H), 1,71 — 1,51 (m, 10H), 1,37 — 1,21 (m, 44H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,87 (m,
9H) ppm; MS: 929,53 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 93

Intermedio 93a: Acido 9-ox0-9-(tetradeciloxi)nonanoico

HoP e~~~ A g e

Se sintetizo el intermedio 93a en 11 % de rendimiento a partir del Intermedio 92a y tetradecan-1-ol
con el método empleado para el Intermedio 90b. *H RMN (400 MHz, CDCls) d 4,06 (t, J = 6,8 Hz,
2H), 2,37 — 2,28 (m, 4H), 1,62 (m, 6H), 1,33 — 1,26 (m, 30H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm; MS: 383,3
m/z [M-H].

Intermedio 93b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-tetradecil nonanodioato
OH o

Se sintetizé el Intermedio 93b en 45 % de rendimiento a partir del Intermedio 93a y el Intermedio
54b usando el método que se emple6 para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,48 (t,
J =5,5Hz, 1H), 4,23 — 4,12 (m, 4H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,65 — 3,50 (m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3,
6,7 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,35 — 2,24 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,5 Hz, 2H),
1,66 — 1,49 (m, 11H), 1,38 — 1,21 (m, 46H), 0,87 (m, 9H) ppm; MS: 822,00 m/z [M+Na].
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Ejemplo 93: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
9-tetradecil nonanodioato

0}
/\N/\/\OJ\

J OKCOJO]\/\/\/\)?\O/\/\/\/\/\/\/\

o)\/\/o\/\/\/\/
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El ejemplo 93 se sintetiz6 con 47 % de rendimiento a partir del Intermedio 93b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCl;) 5 4,48 (t, J =5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,08 (m, 8H), 4,05 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7
Hz, 2H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q, J = 7,1 Hz, 6H), 2,45 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (m, 4H),
1,92 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,67 — 1,49 (m, 12H), 1,37 — 1,21 (m, 47H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 5H), 0,88
(m, 9H) ppm; MS: 943,03 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 94

Intermedio 94a: Acido 9-0x0-9-(undecan-2-iloxi)nonanoico

Hoj\/\/\/\/cl)l\oj\/\/\/\/\

Se sintetiz6 el intermedio 94a en 30 % de rendimiento a partir del Intermedio 92a y undecan-2-ol con
el método empleado para el Intermedio 90b. *H RMN (400 MHz, CDCls3) 8 4,90 (m, 1H), 2,35 (t, J =
7,6 Hz, 2H), 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,30 (m, 26H), 1,20 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 0,89 (t, J = 7,0
Hz, 3H) ppm; MS: 341,2 m/z [M-H].

Intermedio 94b: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil) 9-(undecan-2-il)

nonanodioato

OKHCOJ?\/\/\/\/?LOJ\/\/\/\/\

Se sintetizé el Intermedio 94b en 39 % de rendimiento a partir del Intermedio 94a y el Intermedio
54b usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,88 (m,
1H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,11 (m, 4H), 3,66 — 3,52 (m, 4H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
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2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,35 — 2,23 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,66 — 1,22

(m, 50H), 1,19 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 0,87(m, 9H) ppm; MS: 779,78 m/z [M+Nal].

Ejemplo 94: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
9-(undecan-2-il) nonanodioato

(0]
/\N/\/\O/U\

) OKCOJOJ\/\/\/\/?LOJ\/\/\/\/\
oj\/\(o\/\/\/\/

O~
El ejemplo 94 se sintetiz6 con 63 % de rendimiento a partir del Intermedio 94b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 8 4,89 (m, 1H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,07 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,55 — 2,45 (m, 6H), 2,45 — 2,35 (m, 3H), 2,34 — 2,22 (m, 4H), 1,92 (m,
2H), 1,81 (m, 2H), 1,64 — 1,26 (m, 50H), 1,19 (d, J = 6,3 Hz, 3H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 915,44 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 95

Intermedio 95a: dodecan-3-ol

BOSPUN

A una solucién de decanal (12,8 mL, 64 mmol) en THF (100 mL) se afadié bromo(etil)magnesio (3
M, 19,20 mL) por goteo a -78 °C. La mezcla de reaccién se agité a 25 °C durante 2 h, se diluyé con
agua (200 mL) y se extrajo en EtOAc (2 X 200 mL). Las capas organicas combinadas se secaron en
Na.SO. anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo bruto se purific6 usando
cromatografia en gel de silice (2-2,5 % de EtOAc en éter de petréleo) para proporcionar 6,9 g (37
mmol, 64 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite incoloro. *H RMN (400 MHz,
CDCl3) & 3,53 (m, 1H), 1,49 — 1,27 (m, 18H), 0,95 (t, J = 7,4 Hz, 3H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm.

Intermedio 95b: Acido 9-(dodecan-3-iloxi)-9-oxononanoico

Hoj\/\/\/\/l?\o/i/\/\/\/\
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Se sintetiz6 el Intermedio 95b en 38 % de rendimiento a partir del Intermedio 92a y dodecan-3-ol

con el método empleado para el Intermedio 90b. *H RMN (400 MHz, CDCls) d 4,82 (m, 1H), 2,37 —
2,27 (m, 4H), 1,63 (m, 8H), 1,34 — 1,26 (m, 20H), 0,88 (m, 6H) ppm; MS: 355,2 m/z [M-H].

Intermedio 95c: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil) propil) 9-(dodecan-3-il)

nonanodioato

OKHCOJOJ\/\/\/\/[?\O/K/\/\/\/\

Se sintetiz6 el Intermedio 95¢ en 42 % de rendimiento a partir del Intermedio 95b y el Intermedio 54b
usando el método que se empled para el Intermedio 54c. *H RMN (400 MHz, CDClz) d 4,80 (m, 1H),
4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,10 (m, 4H), 3,66 — 3,50 (m, 4H), 3,39 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,40
(t, J=7,5Hz, 2H), 2,36 — 2,24 (m, 5H), 2,19 (m, 1H), 1,93 (td, J = 7,6, 5,4 Hz, 2H), 1,67 — 1,46 (m,
11H), 1,38 — 1,18 (m, 40H), 0,87 (m, 12H) ppm; MS: 793,77 m/z [M+Na].

Ejemplo 95: 1-(3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil) propil)
9-(dodecan-3-il) nonanodioato

/j/\/\oj\o 0 o
PPN /(/\/\/\/\
KCOO o
OMOW

O~
El ejemplo 95 se sintetiz6 con 63 % de rendimiento a partir del Intermedio 95¢c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 4,82 (m, 1H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,22 — 4,07 (m, 8H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H),
3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,50 (q, J = 6,9 Hz, 6H), 2,45 — 2,35 (m, 3H), 2,29 (q, J = 7,5 Hz, 4H),
1,92 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,68 — 1,47 (m, 11H), 1,37 — 1,23 (m, 41H), 1,00 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,87
(m, 12H) ppm; MS: 929,03 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 96
Intermedio 96a: (2,2,5-trimetil-1,3-dioxan-5-il)metil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato




A una solucién de (2,2,5-trimetil-1,3-dioxan-5-il) metanol (2 g, 12,4 mmaol), &cido linoleico (4,23 mL,
13,6 mmol), DMAP (302 mg, 2,48 mmol), y DIPEA (4,32 ml, 24,8 mmol) en DCM (50 mL) se agreg6
EDC-HCI (3,56 g, 18,6 mmol) a ta. La mezcla de reaccion se agitd a ta durante 48 horas y luego se
diluyé con agua (25 mL). Se recolect6 la capa organica, se lavé con agua (25 mL), se secé sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentro al vacio. El residuo bruto se purific6 usando cromatografia
en gel de silice (0-100 % de EtOAc en hexanos) para proporcionar 2,16 g (5,11 mmol, 41 % de
rendimiento) del producto deseado como un aceite transparente. MS: 867,22 m/z [M+Na].

Intermedio 96b: 3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metilpropil (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato
OH o
OJI\/\/\/\/=\/W

OH
Se disolvié el Intermedio 96a (2,16 g, 5,11 mmol) en metanol (50 mL) y se afiadié resina Dowex
50x8. La mezcla de reaccion resultante se agité durante 16 h a ta, se filtr6 y se concentré al vacio.
El residuo bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice (0-60 % de EtOAc en hexanos)
para proporcionar 1,43 g (3,73 mmol, 73 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite
transparente. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,20 (s, 2H), 3,58 (dd, J = 11,3, 4,2
Hz, 2H), 3,51 (dd, J = 11,3, 4,9 Hz, 2H), 2,81 — 2,74 (m, 2H), 2,71 (m, 2H), 2,36 (t, J = 7,5 Hz, 2H),
2,05 (dt, J = 8,5, 6,7 Hz, 4H), 1,69 — 1,56 (m, 2H), 1,40 — 1,25 (m, 14H), 0,89 (m, 3H), 0,84 (s, 3H)
ppm.

Intermedio 96c: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)-2-metilpropil (9Z,127)-octadeca-
9,12-dienoato
OH o

Se sintetizo el Intermedio 96¢ en 67 % de rendimiento a partir del Intermedio 96b y el Intermedio 1c
usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,44 — 5,27
(m, 4H), 4,49 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,02 (d, J = 2,7 Hz, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,44 — 3,36
(m, 4H), 2,80 — 2,74 (m, 2H), 2,42 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 2,33 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (g, J = 6,8 Hz,
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4H), 1,94 (td, J = 7,5, 5,4 Hz, 2H), 1,69 — 1,50 (m, 7H), 1,40 — 1,20 (m, 34H), 0,95 (s, 3H), 0,88 (m,

9H) ppm.

Ejemplo 96: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)-2-
metilpropil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

/\)N/\/\o)o]\o o)
)l\/\/\/\/=\/w
G
o)\/\(O\/\/\/\/

El ejemplo 96 se sintetiz6 con 32 % de rendimiento a partir del Intermedio 96¢c y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,18 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 4,06 (s, 2H), 4,01 (m,
4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,51 (q, J =
7,1 Hz, 6H), 2,40 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,31 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 5H), 1,92 (td, J =
7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,67 — 1,49 (m, 12H), 1,42 — 1,19 (m, 38H), 1,05 — 0,96 (m, 9H), 0,88
(m, 9H) ppm; MS: 867,22 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 97

Intermedio 97a: 2,3-dihidroxipropil (9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato
o

Ho_~ A~
\(\

OH

A una solucién de glicerol (1,59 g, 17,3 mmol) en DCM (172 mL) se afadié &cido linoleico (35,6
mmol), DMAP (423 mg, 3,47 mmol) y DIPEA (7,23 ml, 41,6 mmol) a ta. Se afiadi6 EDC-HCI (8,05 g,
41,6 mmol) en tres porciones durante 15 min, seguido de la adicién de DMF (1 mL). La mezcla de
reaccion resultante se agito durante 16 h, se lavé con agua, HCI 1M y NaHCOs al 5 %, se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio. El residuo bruto se purificé usando cromatografia
en gel de silice (gradiente de EtOAc en hexanos) para proporcionar 2,10 g (5,9 mmol, 34 % de
rendimiento) del producto deseado. *H RMN (400 MHz, CDCl3) d 5,44 — 5,27 (m, 4H), 4,24 — 4,06
(m, 2H), 3,92 (m, 1H), 3,69 (m, 1H), 3,59 (dt, J = 11,0, 5,1 Hz, 1H), 2,76 (m, 2H), 2,67 (d, J = 4,9 Hz,
1H), 2,34 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,25 (m, 1H), 2,04 (m, 4H), 1,63 (m, 2H), 1,41 — 1,22 (m, 14H), 0,89 (t,
J = 6,8 Hz, 3H) ppm.
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Intermedio 97b: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-hidroxipropil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
(o)

HO OJJ\/\/\/\/=\/W
T,

(o}
071'\/\/0\/\/\/\/
O~

Se sintetiz6 el Intermedio 97b en 11 % de rendimiento a partir del Intermedio 97a y el Intermedio 1c
usando el método que se emple6 para el Intermedio 1d. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,35 (m, 4H),
4,50 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,23 — 4,05 (m, 5H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz,
2H), 2,77 (m, 2H), 2,55 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 2,44 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,35 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,05 (q,
J =6,8 Hz, 4H), 1,95 (td, J = 7,4, 5,5 Hz, 2H), 1,70 — 1,51 (m, 8H), 1,39 — 1,21 (m, 34H), 0,88 (m,
9H) ppm.

Ejemplo 97: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((3-(dietilamino)propoxi)-carbonil)oxi)propil (92,127)-
octadeca-9,12-dienoato

\ o
OMO\MA/
0\/\/\/\/

A una solucién del Intermedio 96b (170 mg, 0,25 mmol) en acetonitrilo (5 mL) se afiadi6 piridina (40
uL, 0,5 mmol) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (70 mg, 0,35 mmol) secuencialmente a ta. Después de
agitar durante 4 h, se afiadié 3-dietilamino-1-propanol (111 pl, 0,75 mmol) y la mezcla de reaccion
resultante se agité durante 2 h mas. La mezcla de reaccién se extrajo en hexanos (10 mL), se lavé
con agua, se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se concentr6 al vacio. El residuo bruto se purifico
usando cromatografia en gel de silice (0-100 % de EtOAc en hexanos) para proporcionar 52 mg
(0,062 mmol, 25 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite transparente. *H RMN
(400 MHz, CDCls) & 5,36 (m, 4H), 5,08 (m, 1H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,34 (m, 2H), 4,25 — 4,13
(m, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,56 —
2,46 (m, 6H), 2,41 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,36 — 2,28 (m, 2H), 2,05 (g, J = 6,9 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6,
5,5 Hz, 2H), 1,82 (m, 2H), 1,67 - 1,52 (10H), 1,40 — 1,23 (m, 34H), 1,01 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m,
9H) ppm; MS: 840,03 m/z [M+H].
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Sintesis del ejemplo 98

Intermedio 98a: 2-((2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il)metoxi)-N,N-dietiletan-1-amina
\)"V\o/\(\o

o
A una mezcla de hidruro de sodio al 95 % (2,5 equiv.) en DCM anhidro (1,7-4,3 M) a 0 °C se afiadi6
una solucion de (2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il) metanol (1 equiv) en DCM anhidro (0,45-1,1 M). La
mezcla de reaccion se agitd a 0 °C durante 15 min, seguido de la adicién de bromhidrato de (2-
bromoetil)dietilamina (1,23 g, 4,78 mmol, 1,4 equiv.). La reaccién se calent6 a ta y se agité durante
2 h, antes de volver a enfriarse a 0 °C, se diluyé con agua y se extrajo en EtOAc. La capa organica
se recogio, se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentré al vacio para proporcionar
370 mg (1,50 mmol, 44 % de rendimiento) del producto deseado como un aceite transparente, que
no se purificé mas. *H RMN (500 MHz, CDClz) d 3,95 (m, 2H), 3,75 (m, 2H), 3,51 (t, J = 6,2 Hz, 2H),
3,47 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 2,64 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,57 (9, J = 7,1 Hz, 4H), 1,98 (m, 1H), 1,42 (s, 3H),
1,40 (s, 3H) 1,02 (t, J = 7,1 Hz, 6H) ppm; MS: 246,40 [M+H].

Intermedio 98b: 3-(2-(dietilamino)etoxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

N

o "

OH

Se afiadié HCI 4N en 1,4-dioxano (10 mL, 40 equiv.) puro al Intermedio 98a (1 equiv.). La mezcla de
reaccion resultante se agité a ta durante 2 h y luego se concentré al vacio para proporcionar el
intermedio desprotegido con aceténido. El residuo bruto, acido linoleico (0,9-1,5 equiv.), DIPEA (2-
3,2 equiv.) y DMAP (0,15-0,26 equiv.) se disolvieron en DCM (0,2-0,3 M). Se afiadi6 EDC-HCI (1,2-
1,9 equiv.) a la solucién y la mezcla de reaccidn se agité durante 16 h a ta. La mezcla de reaccién
se concentro al vacio y luego se purific6 usando cromatografia en gel de silice (0-100 % de EtOAc
en hexanos, seguido de 0-10 % de MeOH en DCM) para proporcionar 550 mg (78 % de rendimiento

en dos etapas) del producto deseado como una goma blanca. MS: 469,08 [M+H].

Ejemplo 98: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanaoil)oxi)-2-((2-(dietilamino)etioxi)metil)propil (9Z,12Z7)-octadeca-
9,12-dienoato
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A una solucion de Intermedio 98b (1 equiv.), DIPEA (1,5 equiv.), DMAP (0,2 equiv.) e Intermedio 1c
(1 equiv.) en DCM (0,1-0,5 M) se afadi6 EDC-HCI (1,5 equiv.) a ta. La mezcla de reaccion se agitd
durante 16 h a ta, se concentro al vacio y se purificé6 usando cromatografia en gel de silice (MeOH
al 0-10 % en DCM con hidréxido de amonio al 0,1 %). Las fracciones de producto se reunieron, se
concentraron al vacio y se destilaron azeotropicamente con 50 mL de tolueno (tres veces) para
eliminar el hidréxido de amonio residual y proporcionar 174 mg (0,22 mmol, 19 % de rendimiento)
del producto deseado como un aceite amarillo palido. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,43 — 5,28 (m,
4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,18 — 4,07 (m, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,52 — 3,32 (m, 6H),
2,77 (t, J= 6,4 Hz, 2H), 2,63 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,55 (q, J = 7,2 Hz, 4H), 2,39 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,29
(m, 3H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,57 (m, 7H), 1,31 (m, 33H), 1,02 (t,
J=7,1Hz, 6H), 0,93 - 0,84 (m, 9H) ppm; MS: 795,56 M+H (ESI+).

Sintesis del ejemplo 99

Intermedio 99a: 3-((2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il)metoxi)-N,N-dietilpropan-1-amina
/\N/\/\O/\(\O
/ o

El intermedio 99a se sintetizé con un rendimiento del 77 % a partir de bromhidrato de (3-
bromopropil)dietilamina y (2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-i)metanol usando el método empleado para el
Intermedio 98a. MS: 260,58 [M+H].

Intermedio 99b: 3-(3-(dietilamino)propoxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
/\N/\/\o fo)

5 ———

OH

Se sintetiz6 el Intermedio 99b en 50 % de rendimiento (dos etapas) a partir del Intermedio 99a y

acido linoleico usando el método que se empled para el Intermedio 98b. MS: 483,12 [M+H].
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Ejemplo 99:  3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((3-(dietilamino)propoxi)metil)propil  (9Z,127)-

octadeca-9,12-dienoato

e o
) K(\OJ\/\/\/\/=\/W
(o)
OM/OW\N
O~

El Ejemplo 99 se sintetizd con 20 % de rendimiento a partir del Intermedio 99b y el Intermedio 1c
mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 98. *H RMN (400 MHz, CDCls) 6 5,42 — 5,27
(m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,13 (m, 4H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,46 — 3,34 (m, 6H),
2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,56 — 2,43 (m, 6H), 2,39 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,29 (m, 3H), 2,05 (q, J = 6,8
Hz, 4H), 1,93 (m, 2H), 1,64 (m, 9H), 1,36 — 1,26 (m, 33H), 1,01 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm;
MS: 809,74 [M+H].

Sintesis del ejemplo 100

Intermedio 100a: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

OZN\©\ o o
OJ\OYOJ\/\/\/\/W\/\
(0]
o)\/\(o\/\/\/\/
O~
A una solucién del Intermedio 1d (3 g, 1,0 equiv.) y carbonocloridato de (4-nitrofenilo) (1,74 g, 2,0
equiv.) en DCM (30 mL) se le agreg6 piridina (1,05 mL, 3,0 equiv.) a 0 °C. La mezcla se agit6é a 20
°C durante 2 h en atmdsfera de N2. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida para
eliminar el DCM. El residuo se diluyé con H,O y se extrajo 2x con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se concentraron a presion reducida para proporcionar un residuo. El residuo se purifico

mediante cromatografia en columna para obtener el producto como un aceite incoloro (2,5 g, 67%).

Ejemplo 100: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(pirrolidin-1-il)etil)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato
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A una solucién del Intermedio 100a (500 mg, 1,0 equiv.) en MeCN (9 mL) se le agreg6 2-pirrolidin-
1-iletanamina (133 mg, 2,0 equiv.), piridina (94 uL, 2,0 equiv.) y DMAP (71 mg, 1,0 equiv.). La mezcla
se agitd a 20 °C durante 5 h en atmosfera de N.. La mezcla se concentrd a presion reducida para
eliminar el solvente. El residuo se diluy6é con EtOAc y se lavé 5x con NaHCO3; 1 Ny 3x con H20. La
capa organica se secO en NaxSQ,, se filtrg, y el filtrado se concentrdé a presion reducida para
proporcionar un residuo. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna para obtener el
producto como un aceite incoloro (150 mg, 31 %). *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,36 — 5,22 (m, 4H),
5,20 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 4,42 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,05 (t, J = 5,4 Hz, 6H), 3,49 (dt, J = 9,4, 6,7 Hz,
2H), 3,38 — 3,30 (m, 2H), 3,21 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 2,70 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,51 (t, J = 6,1 Hz, 2H),
2,43 (d, J = 6,2 Hz, 4H), 2,33 (dd, J = 9,7, 5,5 Hz, 3H), 2,23 (t, J = 7,6 Hz, 3H), 1,98 (q, J = 6,9 Hz,
4H), 1,85 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,70 (q, J = 3,3 Hz, 4H), 1,57 — 1,44 (m, 12H), 1,23 (ddt, J = 18,4,
10,5, 6,3 Hz, 37H), 0,84 — 0,78 (m, 9H). MS: 836,3 m/z [M+H].

Sintesis de los ejemplos 101-103

Los siguientes ejemplos se sintetizaron a partir del Intermedio 100a y un reactivo aminoalcohol o

diamina usando el método empleado para el Ejemplo 100.

Ejemplo 101
Ejemplo 101: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((2-(piperidin-1-il)etil)carbamoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

o)
Q\/\NJI\O o
H
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32 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,36 — 5,17 (m, 4H), 4,41 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,18 —

4,02 (m, 8H), 3,49 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,33 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H), 2,68 (dt, J = 19,3, 6,5 Hz,
4H), 2,50 (g, J = 7,2 Hz, 4H), 2,40 — 2,28 (m, 3H), 2,23 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,98 (g, J = 6,9 Hz, 4H),
1,85 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,61 — 1,44 (m, 12H), 1,32 — 1,14 (m, 35H), 0,96 (t, J = 7,1 Hz, 6H),
0,82 (td, J = 6,9, 4,0 Hz, 9H). MS: 850,3 m/z [M+H].

Ejemplo 102

Ejemplo 102: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(piperidin-1-il)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

o
O /\/\o)l\o o)

91 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,36 — 5,21 (m, 4H), 4,41 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,16 —
4,00 (m, 8H), 3,49 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,33 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,70 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,40 — 2,19 (m, 11H), 1,98 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,89 — 1,74 (m, 4H), 1,60 — 1,43 (m, 14H), 1,41 — 1,08
(m, 36H), 0,82 (td, J = 6,9, 4,0 Hz, 9H). MS: 865,3 m/z [M+H].

Ejemplo 103
Ejemplo 103: 3-(((2-(azepan-1-il)etil)carbamoil)oxi)-2-(((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)metil)propil
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato

o
H

47 % rendimiento; *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,67 (s, 1H), 5,42 — 5,29 (m, 4H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz,
1H), 4,12 (qt, J = 6,2, 4,1, 3,7 Hz, 7H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 3,44 — 3,38 (m, 2H), 3,27 (q, J
= 5,6 Hz, 2H), 2,71 (ddt, J = 30,8, 24,9, 12,7 Hz, 8H), 2,35 (dt, J = 37,4, 7,7 Hz, 6H), 2,27 — 1,99 (m,
13H), 1,92 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,60 (ddt, J = 24,3, 21,1, 6,7 Hz, 14H), 1,40 — 1,19 (m, 35H),
0,88 (td, J = 6,8, 4,0 Hz, 9H). MS: 864,3 m/z [M+H].
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Sintesis del ejemplo 107

Intermedio 107a: 3-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-il)acetoxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dienoato

HO OJ\/\/\/\/;/;/\/\
s

o
(o)

A una solucién del Intermedio 1a (4 g, 1,0 equiv.) en DCM (40 mL) se afiadié EDCI (2,5 g, 1,2 equiv.),
DMAP (132 mg, 0,1 equiv.) y DIPEA (3,78 mL, 2,0 equiv. acido-(1-adamantil)acético (2,11 g, 1,0
equiv.) se afadio a la mezcla anterior a 0 °C. La mezcla se agit6 a 20 °C durante 2 h en atmdsfera
de N.. La mezcla de reaccién se concentrd a presion reducida para eliminar el DCM. El residuo se
diluy6é con H,O y se extrajo 2x con EtOAc. Las capas organicas combinadas se concentraron a
presion reducida para proporcionar un residuo. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna para obtener el producto como un aceite incoloro (4 g, 68 %). *H RMN (400 MHz, CDCl;) &
5,37 — 5,20 (m, 4H), 4,19 — 4,01 (m, 4H), 3,56 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 2,70 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,25 (t, J
= 7,5 Hz, 2H), 2,13 (dt, J = 11,6, 5,8 Hz, 2H), 2,04 — 1,95 (m, 6H), 1,90 (g, J = 3,2 Hz, 3H), 1,64 (dt,
J=12,3, 3,0 Hz, 3H), 1,55 (dd, J = 15,4, 2,5 Hz, 11H), 1,33 — 1,15 (m, 15H), 0,87 — 0,77 (m, 3H).

Intermedio 107b: 3-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-il)acetoxi)-2-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil) propil
(92,122)-octadeca-9,12-dienoato

O,N
@\oio/\CoW

A una solucion del Intermedio 107a (3 g, 1,0 equiv.), (4-nitrofenil) carbonocloridato (3,3 g, 3,0 equiv.)
en DCM (30 mL) se afiadi6 piridina (1,3 mL, 3,0 equiv.) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 20 °C durante
2-5 h en atmésfera de N,. La mezcla de reaccién se concentré a presion reducida para eliminar el

disolvente. El residuo se diluyé con hexanos, se filtré y el filtrado se concentr6 a presion reducida
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para brindar el producto deseado. El residuo se purific6 mediante cromatografia de gel de silice para

obtener el producto como un aceite incoloro (3 g, 76 % rendimiento). *H RMN (400 MHz, CDCl3) &
8,31 (dd, J = 9,3, 3,1 Hz, 2H), 7,41 (dd, J = 9,3, 3,0 Hz, 2H), 5,37 (dtp, J = 11,1, 7,1, 3,9 Hz, 4H),
4,39 (dd, J = 6,0, 3,0 Hz, 2H), 4,23 (dt, J = 9,5, 4,1 Hz, 4H), 2,80 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 2,54 (ddt, J =
11,6, 8,5, 4,3 Hz, 1H), 2,35 (td, J = 7,6, 3,0 Hz, 2H), 2,17 — 1,95 (m, 9H), 1,78 — 1,58 (m, 15H), 1,42
—1,26 (m, 15H), 0,91 (td, J = 6,8, 3,0 Hz, 3H).

Ejemplo 107: 3-(2-((3r,5r,7r)-adamantan-1-il)acetoxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
(o)
/\N/\/\O)J\O o
J o —
(o)
o)

A una solucién del Intermedio 107b (1 g, 1,0 equiv.) en MeCN (10 mL) se le agreg6é 3-
(dietilamino)propan-1-ol (555 mg, 3,0 equiv.), piridina (342 uL, 2,0 equiv.) y DMAP (17 mg, 0,1
equiv.). La mezcla se agit6 a 20 °C durante 12 h en atmdsfera de N.. La mezcla de reaccion se
concentrd a presion reducida para eliminar el disolvente. El residuo se diluyé con H.O y se extrajo
3x con EtOAc. La capa organica se secd en NaySOs, se filtré, y el filtrado se concentré a presion
reducida para proporcionar un residuo. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna
para obtener el producto como un aceite amarillo palido (432 mg, 44 %). *H RMN (400 MHz, CDCls)
05,28 (tt, J = 11,2, 5,5 Hz, 4H), 4,21 — 3,97 (m, 8H), 2,70 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,40 (dq, J = 29,5, 6,5,
6,0 Hz, 7H), 2,24 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,98 (dd, J = 14,6, 7,7 Hz, 6H), 1,94 — 1,85 (m, 3H), 1,74 (p, J
= 6,8 Hz, 2H), 1,68 — 1,46 (m, 16H), 1,24 (d, J = 6,6 Hz, 14H), 0,94 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,82 (t, J =
6,7 Hz, 3H). MS: 703,3 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 113

Intermedio 113a: 1-((terc-butildimetilsilil)oxi)-3-hidroxipropan-2-ona
O\I\\AOH
OTBS

A una mezcla de 1,3-dihidroxipropan-2-ona (20 g, 1,0 equiv.) en THF (150 mL) se afadi6é imidazol

(15,12 g, 1,0 equiv.). A continuacion, se afiadié por goteo una mezcla de TBSCI (1,0 equiv.) en THF
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(150 mL) a la mezcla anterior a 0 °C. La mezcla se agité a 15 °C durante 2 h bajo N,. Después de

completarse, la mezcla de reaccién se vertidé en agua y se extrajo 3x con EtOAc. La fase organica
combinada se lavé 2x con salmuera, se seco con Na:SO4 anhidro, se filtro y se concentro al vacio.
La mezcla de reaccion se purificO mediante cromatografia en columna para obtener el producto
como un aceite incoloro (5,5 g, 12 %). *H RMN (400 MHz, CDCls) d 4,47 (s, 2H), 4,28 (s, 2H), 0,91
- 0,87 (m, 12H), 0,14 — 0,01 (m, 9H).

Intermedio 113b: 3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-2-oxopropilo (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

OYOJW\NW\/\
OTBS

A una mezcla de Intermedio 113a (5,5 g, 1,0 equiv.), EDCI (6,19 g, 1,2 equiv.), DMAP (658 mg, 0,2
equiv.) y DIPEA (14,06 mL, 3,0 equiv.) en DCM (55 mL) se afiadi6 acido (9Z, 12Z)-octadeca-9,12-
dienoico (7,6 mL, 1,0 equiv.). La reaccién se agit6 a 15 °C durante 12 h en N,. Después de
completarse, la mezcla de reaccion se vertié en agua y se extrajo 3x con DCM. La fase orgéanica
combinada se sec6 con Na,SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna para obtener el producto como un aceite incoloro (7 g, 56 %).
'H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,33 — 5,18 (m, 4H), 4,85 (s, 2H), 4,16 (s, 2H), 2,67 (t, J = 6,5 Hz, 2H),
2,32 (t, J=7,5Hz, 2H), 1,94 (q, J = 6,9 Hz, 4H), 1,57 (g, J = 7,3 Hz, 2H), 1,32 — 1,13 (m, 14H), 0,87
— 0,74 (m, 12H).

Intermedio 113c: 3-hidroxi-2-oxopropil (9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato

o o)J\AM/W\/\
T,

OH

A una solucion del Intermedio 113b (7,0 g, 1,0 equiv.) en THF (70 mL) se afiadi6 por goteo HF-
piridina (6,76 ml, 5,0 equiv.) a 0-15 °C. La mezcla de reaccion se agito durante 1 h a 15 °C. Después,
la mezcla se vertid en agua y se extrajo 3x con EtOAc. La fase organica combinada se lavé con
salmuera, se sec6 con Na,SO, anhidro, se filtr6 y se concentré al vacio. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna para obtener el producto como un aceite incoloro (3 g, 57 %).
1H RMN (400 MHz, CDCP) & 5,35 (tp, J = 11,2, 3,6, 3,2 Hz, 4H), 4,76 (s, 1H), 4,37 (s, 1H), 2,93 (s,
1H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,43 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,39 — 2,31 (m, 1H), 2,05 (p, J = 7,1, 6,4 Hz,
4H), 1,65 (dp, J = 11,8, 6,4, 5,4 Hz, 2H), 1,41 — 1,22 (m, 15H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H).
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Intermedio 113d: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-oxopropil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato

A una solucién de Intermedio 113c (3 g, 1,0 equiv.), EDCI (1,96 g, 1,2 equiv.), DMAP (208 mg, 0,2
equiv.) y DIPEA (4,45 mL, 3,0 equiv.) en DCM (30 mL) se afiadi6 el Intermedio 1c (2,93 g, 1,0 equiv.).
Luego, la mezcla de reaccion se agité a 15 °C durante 12 h bajo N.. El residuo se vertioé en agua y
se extrajo 3x con DCM. La fase organica combinada se secé con Na,SO, anhidro, se filtré y se
concentré al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna para obtener el
producto como un aceite incoloro (4 g, 69 %). *H RMN (400 MHz, CDCls) 8 5,43 — 5,26 (m, 4H), 4,74
(d, J=1,9 Hz, 4H), 4,50 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,11 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,56 (dt, J = 9,3, 6,6 Hz, 2H),
3,40 (dt, J = 9,3, 6,7 Hz, 2H), 2,76 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,50 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 2,04 (d, J = 5,9 Hz, 6H), 1,96 (dd, J = 7,5, 5,5 Hz, 2H), 1,65 (p, J = 7,2 Hz, 2H), 1,55 (q, J = 6,9
Hz, 4H), 1,40 — 1,19 (m, 33H), 0,87 (td, J = 6,8, 3,9 Hz, 8H).

Intermedio 113e: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-hidroxipropil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
o

Horo)K/\/\/\/;/;/\/\
(0]
o)\/\(O\/\/\/\/
O~

A una solucion del Intermedio 113d (4 g, 1,0 equiv.) en THF (80 mL), H.O (40 mL y tolueno (20 mL)
se afiadié NaBH, (1,11 g, 5,0 equiv.) a 5 °C. La mezcla se agit6 a 5 °C durante 5 h. Luego se vertié
la mezcla de reaccion en NH.Cl saturado y se extrajo 2x con acetato de etilo. La fase organica
combinada se lavé con salmuera, se secé con Na SO, anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna para obtener el producto como un aceite
incoloro (2,5 g, 62 %).

Intermedio 113f:  3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)propil  (92,127)-

octadeca-9,12-dienoato
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A una solucion del Intermedio 113e (2,5 g, 1,0 equiv.) y carbonocloridato de (4-nitrofenilo) (1,48 g,
2,0 equiv.) en DCM (25 mL) se agregé DMAP (4 mg, 0,01 equiv.) y piridina (5,93 mL, 20 equiv.). La
mezcla de reaccion se agité durante 5 h a 15 °C. La mezcla de reaccién se concentré a presion
reducida para eliminar el disolvente. El producto bruto (aceite incoloro) se utilizé directamente en el

siguiente paso con purificacion adicional (2,4 g, 79 %).

Ejemplo 113: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)propil (9Z,122)-

octadeca-9,12-dienoato

N Hiooe— =
TG

A una solucién del Intermedio 113f (800 mg, 1,0 equiv.) y N',N'-dietiletano-1,2-diamina (664 uL, 5,0
equiv.) en MeCN (10 mL) se afiadio piridina (1,53 mL, 20 equiv.) y DMAP (12 mg, 0,1 equiv.). La
mezcla de reaccién se agitdé a 15 °C durante 12 h. La mezcla se vertié en agua y se extrajo 3x con
EtOAc. La fase organica combinada se sec6 con Na:SO., anhidro, se filtr6 y se concentro al vacio.
El residuo se purificd6 mediante cromatografia en columna para obtener el producto como un aceite
incoloro (320 mg, 41 %). 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,33 (ddt, J = 19,7, 13,2, 7,4 Hz, 4H), 5,19 —
5,09 (m, 1H), 4,47 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,25 (dt, J = 11,5, 3,8 Hz, 2H), 4,17 (dd, J = 11,9, 5,7 Hz, 2H),
3,55 (dt, J = 9,4, 6,7 Hz, 2H), 3,38 (dt, J = 9,2, 6,7 Hz, 2H), 3,21 (q, J = 5,7 Hz, 2H), 2,76 (t, J= 6,5
Hz, 2H), 2,51 (q, J = 7,3 Hz, 5H), 2,39 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,03 (q, J = 6,9 Hz,
3H), 1,91 (td, J = 7,6, 5,5 Hz, 2H), 1,57 (dt, J = 21,9, 7,1 Hz, 5H), 1,29 (g, J = 10,3, 5,5 Hz, 25H),
0,99 (t, J = 7,1 Hz, 4H), 0,87 (td, J = 6,7, 3,9 Hz, 6H). MS: 825,4 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 114

Intermedio 114a: Estearato de 3-Hidroxi-2-(hidroximetil)propil
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A una solucion (2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il) metanol (1,53 g, 10,5 mmol), acido estearico (3 g, 10,5
mmol), DMAP (256 mg, 2,1 mmol) y DIPEA (4,39 ml, 25,2 mmol) en DCM (25 mL) se afiadi6 EDC-
HCI (2,41 g, 12,6 mmol) a ta. La mezcla de reaccién se agit6é a ta durante 24 h luego se diluy6 con
agua (25 mL). La capa organica se recogio, se lavo con 1 HCI (10 mL), una solucién saturada de
NaHCO; (10 mL) y luego con agua (10 mL). La capa organica se recogio, se sec6 sobre sulfato de
sodio anhidro y luego se concentr6 al vacio. El residuo bruto se disolvié en metanol, seguido de
hexanos hasta que la muestra se solubiliz6 por completo y se afiadié resina Dowex® 50x8. La
mezcla de reaccion resultante se agité durante 24 h a ta, se filtré6 y se concentré al vacio para
proporcionar 2,74 g (7,35 mmol, rendimiento del 70 %) del producto deseado en forma de un sélido
blanco. 'H RMN (CDCls, 400 MHz) & 4,27 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 3,77 (m, 4H), 2,33 (m, 2H), 2,10 (s,
2H), 2,03 (m, 1H), 1,62 (m, 2H), 1,25 (m, 29H), 0,87 (t, J = 6,7 Hz, 3H); MS: 373,32 m/z [M+H].

Intermedio 114b: Estearato de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil

Se sintetizo el intermedio 114b en 43 % de rendimiento a partir del Intermedio 114ay el Intermedio
1c usando el método que se empleé para el Intermedio 1d. *H RMN (CDCls, 400 MHz) 5 4,49 (t, J =
5,5 Hz, 1H), 4,17 (m, 4H), 3,62 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 2,32 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,20 (m, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,55 (m, 6H), 1,27 (m, 49H), 0,88 (t, J = 6,8
Hz, 9H); MS: 721,78 m/z [M+Na].

Ejemplo 114: Estearato de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil

O 0]
/)\l/\/\o)J\o/\Co)K/\/\/\/\/\/\/\/\

O

OMOWW

O\/\/\/\/
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El ejemplo 114 se sintetizO con 30 % de rendimiento a partir del Intermedio 114b y 3-

(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (CDCls,
400 MHz) 6 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,17 (m, 8H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,52 (s, 5H), 2,40 (m,
3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,92 (m, 2H), 1,82 (s, 2H), 1,57 (m, 7H), 1,26 (m, 48H), 1,02 (t, J = 6,8
Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 857,14 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 115

Intermedio 115a: Oleato de 3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil

HO OJ\/\/\/\/;/\/\/\/
T,

OH

A una solucion (2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il) metanol (1,53 g, 10,5 mmaol), acido oleico (3,37 mL, 10,5
mmol), DMAP (256 mg, 2,1 mmol) y DIPEA (4,39 ml, 25,2 mmol) en DCM (25 mL) se afiadié EDC-
HCI (2,41 g, 12,6 mmol) a ta. La mezcla de reaccion se agitd a ta durante 24 h luego se diluy6 con
agua (25 mL). La capa organica se recogiod, se lavé con 1 HCI (10 mL), una solucion saturada de
NaHCO; (10 mL) y luego con agua (10 mL). La capa organica se recogio, se sec6 sobre sulfato de
sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo bruto se disolvi6 en metanol y se afiadié
resina Dowex® 50x8. La mezcla de reaccién resultante se agité durante 24 h a ta, se filtr6 y se
concentro al vacio para proporcionar 2,76 g (7,44 mmol, rendimiento del 70 %) del producto deseado
en forma de un aceite transparente. *H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,35 (m, 2H), 4,27 (d, J = 6,3 Hz,
2H), 3,77 (m, 4H), 2,33 (t, 7,5 Hz, 2H), 2,02 (m, 6H), 1,62 (m, 2H), 1,29 (m, 20H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz,
3H); MS: 371,29 m/z [M+H].

Intermedio 115b: Oleato de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil

Se sintetizo el Intermedio 115b en 45 % de rendimiento a partir del Intermedio 115a y el Intermedio
1c usando el método que se empled para el Intermedio 1d.*H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,34 (m,
2H), 4,49 (t, J = 5,5 Hz, 1H) 4,18 (m, 4H), 3,62 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,41
(t, J=7,5Hz, 2H), 2,32 (m, 2H), 2,20 (m, 2H), 2,01 (g, J = 6,2 Hz, 4H), 1,94 (m, 2H), 1,61 (q, J=7,3
Hz, 2H), 1,56 (m, 6H), 1,29 (m, 42H), 0,87 (m, 9H); MS: 720,52 m/z [M+Na].
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Ejemplo 115: Oleato de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
O @]
/\N/\/\o)ko/\foj\/\/\/\/;/\/\/\/
/ 0
04]\/\(0\/\/\/\/
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El ejemplo 115 se sintetiz6 con 40 % de rendimiento a partir del Intermedio 115b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (CDCls,
400 MHz) & 5,34 (m, 2H), 4,48 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,17 (m, 8H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,52 (s,
5H), 2,40 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,00 (m, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,82 (m, 2H), 1,57 (m, 7H),
1,26 (m, 40H), 1,02 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,88 (m, 9H) ppm; MS: 855,37 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 116
Intermedio 116a: 3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoato
O

HO/\fO — — —

OH

A una solucion (2,2-dimetil-1,3-dioxan-5-il) metanol (1,53 g, 10,5 mmol), acido linoleico (3,28 mL,
10,5 mmol), DMAP (256 mg, 2,1 mmol) y DIPEA (4,39 ml, 25,2 mmol) en DCM (25 mL) se afiadi6
EDC-HCI (2,41 g, 12,6 mmol) a ta. La mezcla de reaccion se agit6 a ta durante 24 h luego se diluyo
con agua (25 mL). La capa organica se recogid, se lavo con 1 HCI (10 mL), una solucion saturada
de NaHCO3; (10 mL) y luego con agua (10 mL). La capa organica se recogiod, se seco sobre sulfato
de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo bruto se disolvié en metanol y se afiadio
resina Dowex® 50x8. La mezcla de reaccion resultante se agité durante 24 h a ta, se filtré y se
concentro al vacio para proporcionar 2,36 g (6,43 mmol, rendimiento del 60 %) del producto deseado
en forma de un aceite transparente. *H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,36 (m, 6H), 4,27 (d, J= 6,3 Hz,
2H), 3,77 (m, 4H), 2,81 (m, 4H), 2,33 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,06 (m, 6H), 1,62 (m, 2H), 1,31 (m, 9H),
0,98 (t, J = 7,5 Hz, 3H); MS: 367,29 m/z [M+H].

Intermedio 116b: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(hidroximetil)propil (9Z,12Z,157)-octadeca-
9,12,15-trienoato
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Se sintetizo el Intermedio 116b en 45 % de rendimiento a partir del Intermedio 116a y el Intermedio
1c usando el método que se empled para el Intermedio 1d. *H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5,36 (m,
6H), 4,49 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 4,18 (m, 4H), 3,62 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,81
(m, 4H), 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,32 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,20 (m, 2H), 2,07 (m, 4H), 1,93 (m, 2H),
1,62 (m, 2H), 1,56 (m, 6H), 1,31 (m, 30H), 0,98 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 6H); MS:
715,93 m/z [M+Na)].

Ejemplo 116: 3-((4,4-bis(octiloxi)butanail)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil
(92,122, 152)-octadeca-9,12,15-trienoato
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El ejemplo 116 se sintetizO con 31 % de rendimiento a partir del Intermedio 116b y 3-
(dietilamino)propan-1-ol mediante el uso del método empleado para el Ejemplo 1. *H RMN (CDCls,
400 MHz) & 5,34 (m, 6H), 4,48 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,17 (m, 8H), 3,56 (m, 2H), 3,40 (m, 2H), 2,81 (m,
4H) 2,52 (s, 5H), 2,40 (m, 3H), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,08 (m, 4H), 1,92 (m, 2H), 1,82 (m, 2H), 1,57
(m, 8H), 1,29 (m, 28H), 0,99 (m, 8H), 0,88 (m, 6H) ppm; MS: 851,32 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 117
Intermedio 117a: heptadecan-9-il (3-(((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)-2-((((9Z,12Z)-octadeca-9,12-

dienoil)oxi)metil)propil) glutarato
T
o)ko/\fo)k/\/\/m\/\
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A una mezcla del Intermedio 63a (1,0 equiv.) y carbonocloridato de (4-nitrofenilo) (2,0 equiv.) en

DCM (0,05-0,2 M) se le agrego6 piridina (2,0 equiv.). La mezcla se agité a 20 °C durante 5 h en
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atmaosfera inerte. Una vez completada, la mezcla se concentré al vacio y el residuo resultante se

diluyé con hexanos y se filtrd. El filtrado se concentrd para producir un residuo de color que se usé
directamente en el siguiente paso sin purificacion adicional (47 %).

Ejemplo 117: 3-(((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)-2-((((9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoil)oxi)metil)propil heptadecan-9-il glutarato

N o)
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A una mezcla del Intermedio 117a (1,0 equiv.) en MeCN (0,1 M) se afiadié N',N'-dietiletano-1,2-
diamina (2,0 equiv.), piridina (2,0 equiv.) y DMAP (1,0 equiv.) bajo atmosfera inerte. La mezcla se
agitoé a 20 °C durante 12 h en atmosfera inerte, después de lo cual la mezcla se concentré al vacio.
El residuo resultante se diluyé con EtOAc y se lavé 5x con NaHCOs; 1 N y 3x con H2O. La capa
organica se seco sobre Na,SO., se filtrd, se concentré al vacio y se purificé mediante cromatografia
en columna para proporcionar el producto como un aceite amarillo palido (36 %). *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 5,36 — 5,21 (m, 5H), 4,79 (p, J = 6,2 Hz, 1H), 4,06 (t, J = 5,9 Hz, 6H), 3,20 (s, 2H), 2,70 (t,
J = 6,4 Hz, 2H), 2,49 (d, J = 25,8 Hz, 6H), 2,36 — 2,20 (m, 8H), 1,97 (dd, J = 7,8, 5,9 Hz, 5H), 1,87
(p, J =7,5Hz, 3H), 1,54 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,43 (d, J = 6,5 Hz, 4H), 1,35 — 1,06 (m, 42H), 0,98 (s,
6H), 0,81 (td, J = 6,8, 4,9 Hz, 9H). MS: 863,7 m/z [M+H].

Sintesis del ejemplo 118
Intermedio 118a: 1-(heptadecan-9-il) 7-(3-(((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)-2-((((9Z,12Z)-octadeca-9,12-

dienoil)oxi)metil)propil) heptanodioato
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Se sintetiz6 el Intermedio 118a en 61 % de rendimiento a partir del Intermedio 64b usando el método

gue se empled para el Intermedio 117a.
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Ejemplo 118: 1-(3-(((2-(dietilamino)etil)carbamoil)oxi)-2-((((9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoil)oxi)metil)propil) 7-(heptadecan-9-il) heptanodioato
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El Ejemplo 118 se sintetizd con 96 % de rendimiento a partir del Intermedio 118a mediante el uso
del método empleado para el Ejemplo 117. *H RMN (400 MHz, CDCls) & 5,28 (dtt, J = 17,4, 10,8, 6,0
Hz, 4H), 5,15 (s, 1H), 4,79 (p, J = 6,2 Hz, 1H), 4,05 (d, J = 6,1 Hz, 6H), 3,14 (g, J = 5,9 Hz, 2H), 2,70
(t, J=6,5Hz, 2H), 2,45 (q, J = 6,8 Hz, 6H), 2,37 — 2,18 (m, 7H), 1,98 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,56 (q, J
=7,9 Hz, 6H), 1,43 (g, J = 6,3 Hz, 4H), 1,21 (d, J = 18,3 Hz, 40H), 0,93 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 0,81 (q, J
= 6,4 Hz, 9H). MS: 891,8 m/z [M+H].

Ejemplo 119: mediciones de pKa

Se determiné el pKa de cada lipido con amina de acuerdo con el método en Jayaraman, et
al. (Angewandte Chemie, 2012) con las siguientes adaptaciones. El pKa se determiné para lipidos
con amina no formulados en etanol a una concentracion de 2,94 mM. Se diluy6 el lipido a 100 uM
en amortiguador de fosfato 0,1 M (Boston Bioproducts) donde el pH varié de 2,0-12,0. Se midié la
intensidad de fluorescencia con longitud de ondas de excitacién y emision de 321 nmy 448 nm. En

la Tabla 1 se muestran las mediciones del pKa para los compuestos enumerados.

Tabla 1 — valores de pKa

Compuesto pKa Compuesto pKa Compuesto pKa
Compuestol |64 Compuesto 53 | 6,85 Compuesto 82 6,31
Compuesto 25 | 7,65 Compuesto 54 | 6,4 Compuesto 83 6,16
Compuesto 26 | 7,39 Compuesto 55 | 6,84 Compuesto 84 6,16
Compuesto 27 | 5,35 Compuesto 56 | 6,85 Compuesto 85 6,16
Compuesto 28 | 7,3 Compuesto 57 | 6,586 Compuesto 86 6,16
Compuesto 29 | 6,84 Compuesto 58 | 6,4 Compuesto 87 6,52
Compuesto 30 | 6,06 Compuesto 59 | 6,396 Compuesto 88 6,84
Compuesto 31 | 7,31 Compuesto 60 | 6,382 Compuesto 89 6,79
Compuesto 32 | 7,32 Compuesto 61 | 6,295 Compuesto 90 6,14
Compuesto 33 | 6,03 Compuesto 62 | 6,03 Compuesto 91 6,08
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Compuesto 34 | 7,84 Compuesto 63 | 6,09 Compuesto 92 6,16
Compuesto 35 | 7,39 Compuesto 64 | 6,08 Compuesto 93 6,15
Compuesto 36 | 6,58 Compuesto 65 | 5,88 Compuesto 94 6,14
Compuesto 37 | 7,84 Compuesto 66 | 6,06 Compuesto 95 6,14
Compuesto 38 | 7,17 Compuesto 67 | 6,19 Compuesto 96 5,76
Compuesto 39 | 7,34 Compuesto 68 | 6,1 Compuesto 97 6,09
Compuesto 40 | 7,33 Compuesto 69 | 6,18 Compuesto 98 6,4
Compuesto 41 | 7,82 Compuesto 70 | 6,02 Compuesto 99 7,1
Compuesto 42 | 6,9 Compuesto 71 | 6,44 Compuesto 100 7,2
Compuesto 43 | 8,6 Compuesto 72 | 6,07 Compuesto 101 6,4
Compuesto 44 | 6,1 Compuesto 73 | 6,64 Compuesto 102 57
Compuesto 45 | 7,3 Compuesto 74 | 6,39 Compuesto 103 7,0
Compuesto 46 | 8,9 Compuesto 75 | 6,45 Compuesto 107 6,43
Compuesto 47 | 5,9 Compuesto 76 | 6,17 Compuesto 113 NA
Compuesto 48 | 5,3 Compuesto 77 | 6,16 Compuesto 114 6,134
Compuesto 49 | 8,4 Compuesto 78 | 6,11 Compuesto 115 5,957
Compuesto 50 | 5,2 Compuesto 79 | 6,13 Compuesto 116 6,039
Compuesto 51 | 7,3 Compuesto 80 | 6,21 Compuesto 117 NA
Compuesto 52 | 7,8 Compuesto 81 | 6,65 Compuesto 118 NA

Ejemplo 120 — Materiales y métodos

Composiciones de LNP para edicion in vivo

Las LNP se prepararon usando varios lipidos de amina en un sistema de lipidos de 4
componentes que consta de un lipido ionizable (por ejemplo, un lipido de amina), DSPC, colesterol
y PEG-2k-DMG. Las concentraciones molares de lipidos en el componente lipidico de las LNP se
usan a % molar de lipido con amina/DSPC/colesterol/PEG-2k-DMG de 50/9/38/3. En ensayos para
determinar el porcentaje de edicién en higado de ratones, se formularon ARNm de Cas9 y ARNgs
modificado en forma quimica que se dirige a una secuencia de raton en las LNP, a un cociente de

1:1 p/p, cociente de 1:2 p/p o un cociente de 1:1,3 p/p.

Formulacion de LNP
Los componentes lipidicos se disolvieron en etanol al 100 % con los cocientes molares de
componentes lipidicos que se describen a continuacién. EI ARNm de Cas9 y el ARNgs modificado

qguimicamente se combinaron y se disolvieron en citrato 25 mM, NaCl 100 mM, pH 5,0, lo que produjo
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una concentracion de la carga de ARN total de aproximadamente 0,45 mg/mL. Las LNP se

formularon con un cociente de N/P de alrededor de 6, con la relacion de ARNgs quimicamente
modificado: ARNm de Cas9 en una reaccion de 1:1 p/p, 1:2 p/p o 1:1,3 p/p tal como se describe a
continuacion.

Las LNP se formaron mediante mezcla por chorro de impacto del lipido en etanol con dos
volumenes de solucién de ARN y un volumen de agua. El lipido en etanol se mezclé mediante una
cruz mezcladora con los dos volumenes de solucion de ARN. Se mezcla una cuarta corriente de
agua con la corriente de salida de la cruza a través de una te en linea. (Véase, por ejemplo,
W02016010840, Fig. 2.) Alternativamente, las LNP se formaron mediante mezclado microfluidico
de soluciones de ARN Yy lipidos mediante el uso del instrumento NanoAssemblr™ Benchtop de
Precision Nanosystems, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se mantuvo un cociente de 2:1
entre el disolvente acuoso y el organico durante el mezclado mediante el uso de velocidades de flujo
diferenciales. Las LNP se mantuvieron durante 1 hora a temperatura ambiente y se diluyeron
adicionalmente con agua (aproximadamente 1:1 v/v). Las LNP diluidas se concentraron mediante el
uso de filtracién de flujo tangencial en un cartucho de lamina plana (Sartorius, MWCO 100 kD) y
luego se les cambio el amortiguador mediante diafiltracion en Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarosa al
5 % (p/v), pH 7,5 (TSS). Alternativamente, el intercambio de amortiguador final en TSS se completo
con columnas de desalacion PD-10 (GE). Si se necesitd, se concentraron las composiciones con
centrifugacion con filtros para centrifuga Amicon de 100 kDa (Millipore). Luego, la mezcla resultante
se filtr6 mediante el uso de un filtro estéril de 0,2 ym. La LNP final se almacend de 4 °C o -80 °C
hasta su uso posterior.

Analitica de la composicion de LNP

Se utiliza dispersion dinamica de la luz («<DLS») para caracterizar el indice de polidispersion
(«PDI») y el tamafio de las LNP de la presente descripcién. La DLS mide la dispersion de luz que
resulta de someter una muestra a una fuente de luz. El PDI, tal como se determina mediante las
mediciones de DLS, representa la distribucién de tamafio de las particulas (alrededor del tamafio de
particulas promedio) en una poblacion, donde una poblacion perfectamente uniforme tiene un PDI
de cero.

Se usa la dispersion electroforética de la luz para caracterizar la carga en la superficie de la
LNP a un pH especifico. La carga en la superficie, o el potencial zeta, es una medida de la magnitud
de repulsion/atraccion electrostatica entre las particulas en la suspension de LNP.

Se usa fraccionamiento de flujo en campo de flujo asimétrico — dispersion de la luz de
multiples &ngulos (AF4-MALS) para separar las particulas en la composicibn mediante radio
hidrodindmico, y luego, se miden los pesos moleculares, los radios hidrodinamicos y los radios de la

media cuadratica de las particulas fraccionadas. Esto permite evaluar el peso molecular y las
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distribuciones de tamafo, asi como caracteristicas secundarias tales como el radio del gréafico de

Burchard-Stockmeyer (relacion del radio de media cuadrética («rms») respecto al radio
hidrodinamico en funcién del tiempo, lo que sugiere la densidad interna del ntcleo de una particula)
y el grafico de conformacién de rms (logaritmo del radio rms en funcién del logaritmo de peso
molecular cuando la pendiente del ajuste lineal resultante proporciona un grado de compactibilidad
en oposicion a la elongacion).

Se puede usar el analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA, Malvern Nanosight) para
determinar la distribucién del tamafio de las particulas, asi como la concentracion de particulas. Las
muestras de LNP se diluyen adecuadamente y se inyectan en un portaobjetos de microscopio. Una
camara registra la luz dispersada a medida que las particulas se infunden lentamente a través del
campo de visidn. Una vez capturada la pelicula, el andlisis de seguimiento de nanoparticulas
procesa la pelicula mediante el seguimiento de pixeles y el calculo de un coeficiente de difusion.
Este coeficiente de difusion puede traducirse en el radio hidrodindmico de la particula. El instrumento
también cuenta la cantidad de particulas individuales contadas en el andlisis para obtener la
concentracion de particulas.

Puede usarse microscopia crioelectrénica («cryo-EM») para determinar el tamafio de las
particulas, morfologia y caracteristicas estructurales de una LNP.

El andlisis composicional lipidico de las LNP se puede determinar a partir de cromografia
liquida seguida por la deteccion de aerosol cargados (LC-CAD). Este analisis puede proporcionar
una comparacion del contenido lipidico real con el contenido lipidico tedrico.

Las composiciones de LNP se analizan para determinar el tamafio promedio de particula, el
indice de polidispersion (PDI), el contenido total de ARN, la eficiencia de encapsulacion del ARN y
el potencial zeta. Las composiciones de LNP se pueden caracterizar ademas con analisis lipidicos,
AF4-MALS, NTA y/o cryo-EM. El tamafio promedio de las particulas y la polidispersion se miden
mediante dispersién dinamica de la luz (DLS) mediante el uso de un instrumento Zetasizer DLS de
Malvern o Wyatt NanoStar. Las muestras de LNP se diluyeron con amortiguador PBS antes de
medirse con DLS. El diametro promedio Z, que es una medicién basada en la intensidad del tamafio
promedio de las particulas, se informé junto con el diAmetro promedio en niumero y el PDI. También
se usa un instrumento Malvern Zetasizer o Wyatt NanoStar para medir el potencial zeta de la LNP.
Las muestras se diluyen 1:17 (50 puL en 800 pL) en PBS 0,1X, pH 7,4 antes de la medicion.

Se utiliza un ensayo basado en fluorescencia (Ribogreen®, ThermoFisher Scientific) para
determinar la concentracion de ARN total y ARN libre. Se calcula la eficiencia de encapsulacion
como (ARN total - ARN libre)/ARN total. Las muestras de LNP se diluyen adecuadamente con
amortiguador TE 1x que contiene Triton-X 100 al 0,2 % para determinar el ARN total o amortiguador

TE 1x para determinar el ARN libre. Se prepararon curvas de calibracién con el uso de la solucién
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de ARN de partida para hacer las composiciones y se diluyeron en amortiguador TE 1x +/- Triton-X

100 al 0,2 %. Luego se agrego el tinte diluido RiboGreen® (de acuerdo con las instrucciones del
fabricante) a cada una de las calibraciones y muestras y se permiti6 que incubara durante
aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente, sin luz. Se utiliza un lector de microplacas
SpectraMax M5 (Molecular Devices) para leer las muestras con longitudes de onda de excitacion,
corte automético y emision fijadas en 488 nm, 515 nm y 525 nm, respectivamente. El ARN total y el
ARN libre se determinan a partir de las curvas de calibracién adecuadas.

Se calcula la eficiencia de encapsulacion como (ARN total - ARN libre)/ARN total. Puede
utilizarse el mismo procedimiento para determinar la eficiencia de encapsulacion de un componente
de la carga a base de ADN. En un ensayo basado en fluorescencia, puede utilizarse tinte Oligogreen
para ADN monocatenario, y tinte Picogreen para ADN bicatenario. Alternativamente, la
concentracion de ARN total se puede determinar mediante un método de HPLC de emparejamiento
de iones en fase inversa (RP-IP). Triton X-100 se usa para interrumpir las LNP, liberando el ARN. A
continuacién, el ARN se separa de los componentes lipidicos cromatograficamente mediante HPLC
RP-IP y se cuantifica frente a una curva estandar usando absorbancia UV a 260 nm.

AF4-MALS se utiliza para observar las distribuciones de tamafio y peso molecular, asi como
las estadisticas secundarias de esos célculos. Las LNP se diluyen segun sea adecuado y se inyectan
en un canal de separacion AF4 mediante el uso de un inyector automatico de HPLC cuando se
enfocan, y luego, se eluyen con un gradiente exponencial en el flujo cruzado a través del canal. Todo
el fluido se impulsa mediante una bomba de HPLC y el instrumento Wyatt Eclipse. Las particulas
que eluyen del canal AF4 fluyen a través de un detector UV, un detector de dispersion de luz de
multiples angulos, un detector de dispersion de luz cuasi-elastico y un detector de indice de
refraccion diferencial. Se procesan los datos en bruto con un modelo Debeye para determinar el
peso molecular y el radio rms a partir de las sefiales del detector.

Los componentes lipidicos en las LNP se analizan en forma cuantitativa con HPLC acoplados
a un detector en aerosol con carga (CAD). La separacidn cromatografica de 4 componentes lipidicos
se logra mediante HPLC de fase inversa. El CAD es un detector basado en masa destructivo que
detecta todos los compuestos no volatiles y la sefial es coherente independientemente de la
estructura del analito.

Cargas de ARNg y ARNm de Cas9

Se preparé la carga de ARNm de Cas9 (por ejemplo, SEQ ID NO: 3) mediante transcripcion
in vitro. EI ARNm de Cas9 que comprende 1X NLS con casquetes y poliadenilado se generé
mediante transcripcion in vitro mediante el uso de plantilla de ADN de plasmido y polimerasa de ARN
de T7 con un método de la siguiente manera: El ADN de plasmido que contenia un promotor de T7

y una region poli(A/T) de 100 nt se linealizaron mediante incubacion a 37 °C durante 2 horas con
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Xbal con las siguientes condiciones: 200 ng/uL de plasmido, 2 U/uL de Xbal (NEB), y 1x de

amortiguador de reaccion. Se inactiva Xbal al calentar la reaccion a 65 °C durante 20 min. Se puede
purificar el plasmido linealizado a partir de la enzima y sales del amortiguador con una columna de
silice maxi spin (Epoch Life Sciences) y analizarse con gel de agarosa para confirmar la linealizacion.
La reaccion IVT para generar ARNm modificado de Cas9 se lleva a cabo con incubacion a 37 °C
durante 4 horas en las siguientes condiciones: 50 ng/pL de pladsmido linealizado; GTP, ATP, CTP y
N21-metil pseudo-UTP (Trilink) cada uno con una concentracion de 2 mM; ARCA 10 mM (Trilink); 5
U/uL de ARN polimerasa T7 (NEB); 1 U/uL de inhibidor de ARNasa murina (NEB); 0,004 U/uL de
pirofosfatasa inorganica de E. coli (NEB); y 1x de amortiguador de reacciéon. Luego de una
incubacion de 4 horas, se agrega ADNasa TURBO (ThermoFisher) hasta una concentracion final de
0,01 U/uL vy la reacciéon se incuba durante otros 30 minutos para eliminar la plantilla de ADN. Se
purificé el ARNm de Cas9 con TFF o un método que contenia precipitacion de LiCl.

Se generd un ARNm de Cas9 con casquetes y poliadenilado que comprende la SEQ ID NO:
6 y 1X NLS mediante transcripcién in vitro usando una plantilla de ADN plasmidico linealizada y ARN
polimerasa de T7. EI ADN plasmidico que contiene un promotor T7 y una regién poli(A/T) entre 90-
100 nt se linealiza incubando a 37 °C con Xbal hasta su finalizacion. El plasmido linealizado se
purifica a partir de enzima y sales de amortiguador. La reaccién IVT para generar ARNm modificado
de Cas9 se lleva a cabo con incubacion a 37 °C durante 1,5 o 2 horas en las siguientes condiciones:
50 ng/uL de plasmido linealizado; GTP, ATP, CTP y N1-metil pseudo-UTP (Trilink) cada uno con
una concentracion de 5 mM; ARCA 25 mM (Trilink); 5 U/uL de ARN polimerasa T7; 1 U/uL de
inhibidor de ARNasa murina; 0,004 U/uL de pirofosfatasa inorganica de E. coli; y 1x de amortiguador
de reaccion. Luego se agrega ADNasa TURBO (ThermoFisher) para eliminar la plantilla de ADN.

El ARNm se purificé a partir de la enzima y los nucleétidos usando un kit RNeasy Maxi
(Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Alternativamente, el ARNm se purificé usando
un kit MEGAclear (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Alternativamente, el ARNm
se purifica usando precipitacion con LiCl, precipitacion con acetato de amonio y precipitacién con
acetato de sodio. Alternativamente, el ARNm se purifica con un método de precipitacion con LiCl
seguido de una purificacién adicional mediante filtracién de flujo tangencial. Alternativamente, el
ARN se purificd mediante precipitacion con LiCl en combinacién con filtracion de flujo tangencial. La
concentracion del transcrito se determind midiendo la absorbancia de luz a 260 nm (Nanodrop) vy el
transcrito se analizé mediante electroforesis capilar mediante Fragment Analyzer (Agilent).

Los ARNgs de los siguientes ejemplos se sintetizaron quimicamente mediante métodos
conocidos con fosforamiditas.

Administracion de LNP in vivo
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Estudios en ratones

Se utilizaron ratones hembra CD-1 de entre 6-10 semanas de edad en cada estudio. Se
pesaron y agruparon los animales de acuerdo con el peso corporal para preparar las soluciones de
administracién basandose en el peso promedio grupal. Se dosificaron las LNP por medio de la vena
lateral de la cola en un volumen de 0,2 mL por animal (aproximadamente 10 mL por kilogramo de
peso corporal). Se observo periddicamente a los animales para determinar efectos adversos durante
al menos 24 horas después de la dosis.

Para los estudios que miden la edicién in vivo en el higado, se dosificd a ratones hembra CD-
1 a 0,1 mg/kg, a menos gue se indigue lo contrario. Se practicé eutanasia a los animales alos 6 0 7
dias mediante desangrado mediante puncién cardiaca con anestesia de isoflurano. Se recolect6
tejido hepatico de cada animal para la extraccién y analisis de ADN. Se recolect6 la sangre en tubos
separadores de suero y en tubos que contenian citrato de sodio amortiguado para plasma, tal como
se describe en la presente. Se midieron las cohortes de ratones para determinar la edicibn mediante
secuenciacién de ultima generacion (NGS).

Estudios en ratas

En cada estudio se utilizaron ratas hembra Sprague Dawley de entre 6 y 7 semanas de edad.
Se pes6 cada animal y se prepararon soluciones de dosificacion basadas en el peso corporal. Se
dosificaron las LNP por medio de la vena lateral de la cola en un volumen de 0,35 mL por animal
(aproximadamente 2 mL por kilogramo de peso corporal). Se observé periddicamente a los animales
para determinar efectos adversos durante al menos 24 horas después de la dosis.

Para los estudios que miden la edicién in vivo en el higado, los animales recibieron una dosis
de 0,1 mg/kg o 0,3 mg/kg. Los animales se sacrificaron mediante asfixia con CO, 6 dias después de
la dosis. En la necropsia, se recogio el higado para el andlisis de edicion mediante NGS y se recogio
sangre en tubos separadores de suero para medir la TTR en suero.

Secuenciacion NGS

Brevemente, para determinar de forma cuantitativa la eficiencia de edicion en la ubicacién
diana en el genoma, se aisl6 ADN gendmico y se utilizé secuenciacion profunda para identificar la
presencia de inserciones y eliminaciones introducidas mediante edicion génica.

Se disefiaron cebadores de PCR alrededor del sitio diana (por ejemplo, dentro de B2M) y se
amplifico el &rea gendmica de interés. Se realiz6 PCR adicional de acuerdo con los protocolos del
fabricante (lllumina) para agregar la quimica necesaria para la secuenciacion. Se secuenciaron los
amplicones en un instrumento MiSeq de lllumina. Se alinearon las lecturas con el genoma de
referencia de ratdn o rata (por ejemplo, GRCm38) después de eliminar las que tenian puntuaciones
de calidad bajas. Los archivos resultantes de las lecturas se mapearon respecto al genoma de

referencia (archivos BAM), donde se seleccionaron las lecturas que se superponian con la regién de
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interés y se calcul6 la cantidad de lecturas de tipo salvaje en relacion con la cantidad de lecturas

que contenian una insercion, sustitucion o eliminacion.

El porcentaje de edicion (por ejemplo, la «eficiencia de indel» o «indel porcentual») se definid
como la cantidad total de lecturas de secuencia con inserciones o eliminaciones respecto a la
cantidad total de lecturas de secuencia, incluidas las de tipo salvaje.

Andlisis ELISA con transtirretina (TTR)

Se recolect6 sangre y se aislé el suero tal como se indica. Los niveles totales de TTR en
suero de raton se determinaron mediante el uso del kit de ELISA de prealbimina de raton
(transtiretina) (Aviva Systems Biology, OKIA00111). En resumen, los sueros se diluyeron en serie
con diluyente de muestra del kit hasta una dilucién final de 10 000 veces para una dosis de 0,1 mg/kg
y diluciones finales de 10 000 veces y de 2500 veces para 0,3 mg/kg. Esta muestra diluida se agregé
luego a las placas de ELISA y se llevo a cabo el ensayo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Ejemplo 121 - Evaluacion de la eficacia de los lipidos mediante edicién in vivo

Se evalud la eficiencia de la edicion in vivo de los materiales administrados con las
formulaciones incluidos varios compuestos lipidicos con amina. La edicién se midié usando G282
(SEQ ID No: 1) que se dirige al gen TTR de ratén o G650 (SEQ ID No 2) que se dirige al gen B2M
de ratén. Se evalud la eficacia de los lipidos descritos anteriormente mediante experimentos de
edicién in vivo. Los LNP se formularon con un cociente de 1:1 o 1:1,3 p/p de ARNgs a ARNm de
Cas9, y en un cociente de N/P de alrededor de 6. Las concentraciones molares de lipidos en el
componente lipidico de las LNP se usan a % molar de lipido con amina/DSPC/colesterol/PEG-2k-
DMG de 50/9/38/3. Las LNP finales se caracterizaron para determinar la eficiencia de encapsulacion,
indice de polidispersion y tamafio promedio de las particulas, de acuerdo con los métodos analiticos
proporcionados anteriormente. Se muestran el andlisis del tamafio de particula promedio, la
polidispersiéon (PDI), el contenido total de ARN y la eficiencia de encapsulacion del ARN en la Tabla
2.

Tabla 2 — Analitica de la composicién

Promedio
Encapsulaciéon | Z prom numeérico
Compuesto gs:ARNm | (%) (nm) PDI (nm) Experimento
Compuesto 1 1:1,3 97 77,85 0,022 | 63,16 1
Compuesto 2 1:1,3 96 75,64 0,046 | 59,17 1
Compuesto 3 1:1,3 91 86,16 0,079 | 61,67 1
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Compuesto 4 1:1,3 100 72,11 0,129 | 44,92 1
Compuesto 5 1:1,3 98 66,28 | 0,059 | 50,89 1
Compuesto 6 1:1,3 100 56,86 0,066 | 41,82 1
Compuesto 1 1:1 96 77,23 0,008 | 63,61 2
Compuesto 1 1:1 97 75,7 0,026 | 62,04 2
Compuesto 7 1:1 99 67,61 0,126 | 43,91 2
Compuesto 8 1:1 100 53,88 | 0,093 | 37,17 2
Compuesto 10 | 1:1 90 57,21 | 0,086 | 39,12 2
Compuesto 11 | 1:1 97 85,35 | 0,022 | 68,35 2
Compuesto 12 1:1 83 88,53 0,007 | 73,4 2
Compuesto 13 1:1 97 91,12 0,013 | 74,6 2
Compuesto 1 1:1 97 75,7 0,026 | 62,04 3
Compuesto 1 1:1 97 75,55 0,043 | 60,41 3
Compuesto 9 1:1 89 62,99 | 0,058 | 45,11 3
Compuesto 23 | 1:1 95 74,78 | 0,068 | 56,62 3
Compuesto 24 | 1:1 98 76,82 | 0,027 |61,34 3
Compuesto 1 1:1 97 75,55 0,043 | 60,41 4
Compuesto 1 1:1 97 75,7 0,026 | 62,04 4
Compuesto 14 1:1 93 64,69 0,091 | 45,18 4
Compuesto 17 1:1 98 70,97 0,037 | 56,58 4
Compuesto 18 | 1:1 97 68,72 0,090 | 48,22 4
Compuesto 20 | 1:1 96 79,25 0,023 | 64,34 4
Compuesto 21 | 1.1 94 75,41 0,039 | 59,75 4
Compuesto 22 | 1:1 98 89,43 | 0,004 | 73,96 4
Compuesto 1 1:1 99 76 0,040 | 59 5
Compuesto 25 | 1:1 99 87 0,080 |61 5
Compuesto 26 | 1:1 98 88 0,000 |73 5
Compuesto 27 | 1:1 97 66 0,100 | 45 5
Compuesto 28 | 1:1 98 83 0,010 | 68 5
Compuesto 32 | 1.1 99 77 0,040 |61 5
Compuesto 1 1.1 97 79,18 0,047 | 63,19 6
Compuesto 36 | 1:1 98 73,71 0,024 | 59,48 6
Compuesto 37 | 1:1 100 65,01 0,091 | 44,73 6
Compuesto 38 | 1:1 96 91,5 0,019 | 74,58 6
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Compuesto 39 | 1:1 97 79,81 | 0,024 | 64,79 6
Compuesto 41 | 1:1 98 74,83 0,074 | 54,1 6
Compuesto 1 1:1 97 79,18 0,047 | 63,19 7
Compuesto 42 1:1 99 74,03 0,027 | 58,66 7
Compuesto 44 1:1 91 81,19 0,025 | 64,78 7
Compuesto 45 1:1 98 82,93 0,007 | 69,23 7
Compuesto 47 | 1:1 97 58,93 | 0,086 | 40,95 7
Compuesto 48 | 1:1 97 64,68 | 0,085 | 45,32 7
Compuesto 51 | 1:1 98 86,15 0,018 | 72,23 7
Compuesto 52 1:1 99 86,72 0,032 | 69,4 7
Compuesto 1 1:1 97 79,18 0,047 | 63,19 8
Compuesto 1 1:1 98 78,08 0,007 | 63,4 8
Compuesto 53 1:1 99 76,24 0,040 | 60,35 8
Compuesto 54 | 1:1 98 95,76 | 0,019 | 76,95 8
Compuesto 55 | 1:1 96 101 0,048 | 79,46 8
Compuesto 56 | 1:1 96 105,2 | 0,067 | 81,44 8
Compuesto 1 1:1 99 86,06 0,033 | 71,23 9
Compuesto 40 1:1 98 74,12 0,056 | 56,73 9
Compuesto 1 1:1 99 86,06 0,033 | 71,23 10
Compuesto 24 | 1:1 98 83,92 0,033 | 66,88 10
Compuesto 29 | 1:1 98 82,41 | 0,009 | 66,92 10
Compuesto 31 | 1:1 98 75,11 0,059 | 58,67 10
Compuesto 1 1.1 98 74,98 0,042 | 60,38 11
Compuesto 24 | 1.1 97 77,24 0,025 | 63,16 11
Compuesto 29 | 1:1 98 78,63 0,002 | 64,63 11
Compuesto 31 | 1:1 99 73,65 0,015 | 59,35 11
Compuesto 1 1:1 98 75,34 0,052 | 59,17 12
Compuesto 57 | 1.1 89 102 0,011 |83/41 12
Compuesto 58 | 1.1 95 89,07 0,029 | 72,42 12
Compuesto 59 | 1.1 97 87,86 0,028 | 73,04 12
Compuesto 97 | 1.1 98 68,66 0,037 | 55,14 12
Compuesto 1 1:1 97 78,85 0,036 | 64,05 13
Compuesto 60 | 1:1 97 104,2 0,022 | 84,46 13
Compuesto 61 | 1:1 97 87,26 0,018 |72 13
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Compuesto 1 1:1 98 82,71 0,056 | 64,97 14
Compuesto 62 | 1:1 98 73,46 | 0,044 | 59,35 14
Compuesto 63 1:1 98 79,37 0,019 | 64,05 14
Compuesto 64 1:1 98 85,16 0,032 | 69,25 14
Compuesto 65 1:1 98 70,19 0,034 | 55,76 14
Compuesto 66 1:1 98 58,54 0,071 | 44,03 14
Compuesto 67 | 1:1 99 69,85 | 0,025 | 56,56 14
Compuesto 68 | 1:1 98 72,71 0,008 | 60,04 14
Compuesto 54 | 1:1 98 89,8 0,037 | 71,8 15
Compuesto 55 | 1:1 92 113,2 0,039 | 90,16 15
Compuesto 69 | 1:1 98 85,11 0,026 | 68,12 15
Compuesto 70 | 1:1 98 83,47 0,017 | 66,78 15
Compuesto 1 1:1 96 83,65 0,031 | 67,22 16
Compuesto 1 1.1 99 84,99 0,007 | 71,1 16
Compuesto 54 | 1:1 98 99,71 | 0,058 | 78,39 16
Compuesto 59 | 1:1 99 100,4 | 0,005 | 84,05 16
Compuesto 76 1:1 99 111,8 0,097 | 80,2 16
Compuesto 77 1:1 99 101,8 0,006 | 85,4 16
Compuesto 79 | 1:1 99 99,24 0,019 | 83,64 16
Compuesto 83 | 1:1 99 89,55 0,009 | 74,41 16
Compuesto 84 | 1:1 95 114,2 0,086 | 86,08 16
Compuesto 85 | 1:1 99 97,86 0,006 | 81,21 16
Compuesto 86 | 1:1 98 99,01 0,016 | 81,23 16
Compuesto 1 1.1 96 83,65 0,031 | 67,22 17
Compuesto 1 1:1 99 85,79 0,002 | 68,64 17
Compuesto 59 | 1:1 99 100,4 0,005 | 84,05 17
Compuesto 80 | 1:1 98 105,8 0,016 | 87,3 17
Compuesto 82 | 1.1 98 117,5 0,038 | 94,01 17
Compuesto 87 | 1.1 98 98,47 0,006 | 81,57 17
Compuesto 88 | 1.1 98 1171 0,011 | 99,51 17
Compuesto 89 | 1.1 95 107,3 0,008 | 89,4 17
Compuesto 90 | 1:1 99 99,62 0,017 | 81,15 17
Compuesto 91 | 1:1 99 93,13 0,028 | 75,67 17
Compuesto 92 | 1:1 99 93,69 0,022 | 77,35 17
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Compuesto 93 | 1:1 98 95,19 |0,004 | 78,73 17
Compuesto 94 | 1:1 99 96,35 0,018 | 78,22 17
Compuesto 95 1:1 99 91,1 0,029 | 74,5 17
Compuesto 1 1:1 99 84,48 0,041 | 66,21 18
Compuesto 59 1:1 99 100,4 0,005 | 84,05 18
Compuesto 71 1:1 99 95,57 0,035 | 76,95 18
Compuesto 72 | 1:1 99 91,65 |0,002 | 75,22 18
Compuesto 73 | 1:1 97 110,6 | 0,008 | 94,5 18
Compuesto 74 | 1:1 99 105,7 0,021 | 87,14 18
Compuesto 75 | 1:1 98 110,9 0,020 | 92,74 18
Compuesto 1 1:1 96 83,65 0,031 | 67,22 19
Compuesto 1 1:1 98 86,84 0,020 | 71,49 19
Compuesto 96 | 1:1 98 81,55 0,019 | 65,94 19
Compuesto 1 1.1 99 76 0,04 59 20
Compuesto 98 | 1:1 99 70 0,02 57 20
Compuesto 99 | 1:1 99 89 0,003 | 74 20

En la Tabla 3 se muestran los porcentajes de edicién en el higado de ratdn tal como se midié con
NGS.

Tabla 3. Eficiencia de edicién en el higado de raton, que proporciona % formacion de indel para los

experimentos G282 y G650 y niveles de TTR en suero para los experimentos G282.

Edicion TTR en suero

%

medio TTR en

de suero Experim
Compuesto Indel |SD | N | (ug/ml) | SD | N %TSS | Guia | ento
TSS 0,1 0,0 |5 ]1235 279 |5 100% | G282 |1
Compuesto 1 | 15,7 40 |5 |523 178 | 5 42 % G282 |1
Compuesto 1 | 18,7 128 |5 | 773 255 |5 63 % G282 |1
Compuesto 1l | 15,1 8,8 |5 |689 320 |5 56 % G282 |1
Compuesto 2 | 6,3 2,8 |5 1114 257 |5 90 % G282 |1
Compuesto 3 | 8,8 3,1 |5 |1297 75 |5 105% | G282 |1
Compuesto 4 | 0,1 0,0 |5 |1347 283 |5 109% | G282 |1
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Compuesto5 | 7,0 52 |5 | 737 229 |5 60 % G282 |1
Compuesto 6 | 0,1 0,0 |5 | 1107 251 |5 90 % G282 |1
TSS 0,1 0,0 |5 |905 230 |5 100% | G282 | 2
Compuesto 1 | 24,9 51 |5 |563 113 | 5 62 % G282 | 2
Compuesto 1l | 21,5 6,8 |5 | 658 99 5 73 % G282 | 2
Compuesto 7 | 0,2 0,1 |5 |940 142 | 5 104 % | G282 | 2
Compuesto 8 | 0,1 0,0 |5 |962 138 | 5 106 % | G282 | 2
Compuesto

10 0,5 02 |5 (871 136 | 5 %% |G282 |2
Compuesto

11 16,8 3,1 |5 | 706 91 5 78 % G282 | 2
Compuesto

12 20,3 82 |5 |736 131 |5 81 % G282 | 2
Compuesto

13 12,0 1,7 |5 | 837 173 |5 93 % G282 | 2
TSS 0,0 0,1 |5 |865 81 |5 100 % | G282 |3
Compuestol | 32,0 |99 |5 |498 145 |5 58% | G282 |3
Compuesto 9 | 0,1 0,1 |5 |865 117 |5 100 % | G282 |3
Compuesto

23 8,6 6,2 |5 |716 101 |5 83 % G282 |3
Compuesto

24 34,2 8,0 |5 |397 50 5 46 % G282
TSS 0,1 0,1 1035 179 |5 100 % | G282
Compuesto 1 | 20,5 6,4 742 172 |5 72 % G282
Compuesto

14 0,2 0,1 |5 |908 136 | 5 88% |G282 (4
Compuesto

17 12,0 3,6 |5 |727 75 5 70 % G282 | 4
Compuesto

18 2,1 0,7 |5 | 849 98 5 82 % G282 | 4
Compuesto

20 24,5 123 |5 | 476 164 |5 46 % G282 | 4
Compuesto

21 0,8 0,3 |5 |897 124 | 5 87 % G282 | 4
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Compuesto
22 11,5 2,9 634 60 61 % G282
TSS 0,1 0,0 904 150 100 % | G282
Compuestol | 14,4 5,8 743 96 82 % G282
Compuesto
25 3,9 1,5 1013 268 112 % | G282
Compuesto
26 8,2 2,1 1008 93 112 % | G282
Compuesto
27 0,4 0,1 841 166 93% | G282
Compuesto
28 9,9 1,5 661 138 73% | G282
Compuesto
32 28,8 8,2 388 150 43 % G282
TSS 0,1 0,0 801 115 100 % | G282
Compuesto 1 | 14,7 9,5 865 197 108 % | G282
Compuesto
36 0,2 0,1 795 136 9% | G282
Compuesto
37 1,6 0,2 617 117 77 % G282
Compuesto
38 0,2 0,1 481 137 60 % | G282
Compuesto
39 2,5 11 656 327 82 % G282
Compuesto
41 9,0 3,7 758 33 95 % G282
TSS 0,1 0,0 1114 135 100 % | G282
Compuesto 1 | 18,3 6,4 784 175 70 % G282
Compuesto
42 5,2 2,4 902 77 81 % G282
Compuesto
44 3,8 1,6 910 219 82 % G282
Compuesto
45 4.0 0,8 1096 155 98 % G282
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Compuesto

47 0,1 0,0 1075 185 | 5 %% |G282 |7
Compuesto

48 0,1 0,0 915 163 | 5 82% |G282 |7
Compuesto

51 13,5 5,3 843 95 5 76 % G282 |7
Compuesto

52 6,4 1,3 935 77 |5 84% | G282

TSS 0,1 0,0 875 92 |5 100 % | G282
Compuestol | 22,6 |97 687 137 |5 78% | G282
Compuesto

53 28,2 |85 413 152 |5 47% | G282 |8
Compuesto

54 46,7 10,9 270 142 | 5 31 % G282 | 8
Compuesto

55 31,5 6,4 442 123 |5 51 % G282 | 8
Compuesto

56 15,5 4.4 576 67 4 66 % G282 | 8
TSS 0,1 0,1 884 113 100 % | G282 |9
Compuestol | 335 |89 388 103 | 5 44% | G282 |9
Compuesto

40 42,1 15,7 393 262 |5 44 % G282 |9
TSS 0,2 0,0 ND ND |ND | ND G282 | 10
Compuesto1l | 29,4 4,6 ND ND |ND | ND G282 | 10
Compuesto

24 43,2 9,1 ND ND |ND | ND G282 | 10
Compuesto

29 18,4 6,6 ND ND |ND | ND G282 | 10
Compuesto

31 26,7 14,5 ND ND |ND | ND G282 | 10
TSS 0,0 0,1 ND ND |ND | ND G650 | 11
Compuesto 1l | 13,6 6,1 ND ND |ND | ND G650 | 11
Compuesto 11
24 25,8 8,1 ND ND |ND | ND G650
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Compuesto 11
29 19,7 6,3 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 11
31 24,5 5,6 ND ND |ND | ND G650

TSS 0,1 0,1 ND ND |ND | ND G650 | 12
Compuesto 1 | 10,2 2,8 ND ND | ND | ND G650 | 12
Compuesto 12
57 10,0 2,2 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 12
58 14,9 3,0 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 12
59 19,7 2,8 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 12
97 51 2 ND ND |ND | ND G650

TSS 0,1 0,1 ND ND |ND | ND G650 | 13
Compuesto 1 | 15,7 5,5 ND ND |ND | ND G650 | 13
Compuesto

60 23,7 10,5 ND ND |ND | ND G650 | 13
Compuesto

61 20,2 9,5 ND ND |ND | ND G650 | 13
TSS 0,1 0,0 ND ND |ND | ND G650 | 14
Compuesto 1l | 16,1 2,8 ND ND |ND | ND G650 | 14
Compuesto 14
62 6,5 11 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 14
63 15,0 1,6 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 14
64 19,3 4.8 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 14
65 4,7 2,0 ND ND |ND | ND G650
Compuesto 14
66 0,8 0,3 ND ND |ND | ND G650
Compuesto ND ND |ND | ND 14
67 3,1 1,0 G650
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Compuesto ND ND |ND | ND 14
68 2,9 0,8 G650
TSS 0,7 1,3 ND ND |ND | ND G650 | 15
Compuesto 1 | 14,8 41 |5 [ ND ND | ND | ND G650 | 15
Compuesto ND ND |ND | ND 15
54 276 |95 |5 G650
Compuesto ND ND |ND | ND 15
55 30,2 13,4 |5 G650
Compuesto ND ND |ND | ND 15
69 21,3 |30 |5 G650
Compuesto ND ND |ND | ND 15
70 9,7 25 |5 G650
TSS 0,1 0,1 |5 |907 92 5 100 % | G282 | 16
Compuestol | 35,4 6,1 |5 | 446 63 5 49 % G282 | 16
Compuesto 1 | 14,9 3,0 |5 |607 85 5 67 % G282 | 16
Compuesto 16
54 270 |59 |5 |574 144 |5 63% | G282
Compuesto 16
59 39,0 |12,0|5 | 367 168 | 5 40% | G282
Compuesto 16
76 7,0 33 |5|735 134 |5 81% | G282
Compuesto 16
77 30,4 95 |5 | 478 157 |5 53 % G282
Compuesto 16
79 40,3 116 |5 | 351 140 | 5 39 % G282
Compuesto 16
83 26,4 8,2 |5 |488 87 5 54 % G282
Compuesto 16
84 13,3 53 |5 |648 124 | 5 71 % G282
Compuesto 16
85 3,5 13 |5 |762 42 5 84 % G282
Compuesto 16
86 22,6 13,6 | 5 | 582 172 | 5 64% G282
TSS 0,1 0,0 756 169 |5 100 % | G282 | 17
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Compuesto1l | 27,2 |57 |5 |490 90 |5 65% | G282 |17
Compuesto 1 | 25,0 5,2 505 113 |5 67 % G282 | 17
Compuesto 17
59 31,8 |82 |5 (431 105 | 5 57 % | G282
Compuesto 17
80 103 |22 |5 (873 220 |5 116 % | G282
Compuesto 17
82 5,0 1,5 |5 |953 185 | 5 126 % | G282
Compuesto 17
87 26,2 |87 |5 511 107 | 5 68 % | G282
Compuesto 17
88 32,1 |55 |5 |582 145 |5 77% | G282
Compuesto 17
89 9,2 32 |5 |774 76 5 102 % | G282
Compuesto 17
90 26,0 6,7 |5 | 504 100 |5 67 % G282
Compuesto 17
91 13,9 44 |5 | 633 54 5 84 % G282
Compuesto 17
92 266 |56 |5 [470 102 |5 62 % | G282
Compuesto 17
93 150 |23 |5 |669 154 |5 88% | G282
Compuesto 17
94 39,4 6,6 |5 | 286 95 5 38 % G282
Compuesto 17
95 30,3 7,7 |5 | 408 88 5 54 % G282

TSS 0,1 0,0 |5 |919 230 |5 100 % | G282 | 18
Compuesto 1 | 41,6 9,0 |5 431 270 |5 47 % G282 | 18
Compuesto 1 | 32,0 9,9 |4 |587 121 |4 64 % G282 | 18
Compuesto

59 356 |84 |5 |604 229 |5 66 % | G282 |18
Compuesto

71 52,4 40 |4 |462 156 |5 50 % G282 | 18
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Compuesto
72 42,4 74 |5 |479 188 | 5 52 % G282 | 18
Compuesto
73 416 |88 |4 |550 187 | 3 60% | G282 |18
Compuesto
74 42,8 12,9 | 5 | 406 144 | 5 44 % G282 | 18
Compuesto
75 254 |43 |4 |623 201 |5 68% | G282 |18
TSS 0,1 0,0 |5 |777 89 |5 100 % | G282 | 19
Compuestol | 30,4 |51 |5 |311 76 |5 40% | G282 |19
Compuestol | 38,6 |80 |5 |247 82 |5 32% | G282 |19
Compuesto
96 15,3 8,2 |5 |449 95 5 58 % G282 | 19
TSS 0,08 0,04 |5 | ND ND |ND | ND G282 | 20
Compuesto 1 | 20,5 106 |5 | ND ND |ND | ND G282 | 20
Compuesto
98 10,56 | 5,37 |5 | ND ND |ND | ND G282 | 20
Compuesto
99 26,38 | 152 |5 | ND ND |ND | ND G282 | 20

Ejemplo 122 — Respuesta a la dosis de la edicién en higado

Para evaluar si la edicion respondia a la dosis, se realizaron experimentos in vivo en varios
niveles de dosis de LNP. Se formulé el ARNm de Cas9 del Ejemplo 120 como LNP con un ARNgs
que se dirige a TTR (G282; SEQ ID NO: 1; 0 G502, SEQ ID NO: 4). Alternativamente, se formul6 el
ARNmM de Cas9 del Ejemplo 120 como LNP con un ARNgs que se dirige a B2M (G650; SEQ ID NO:
2) Se formularon estas LNP en un cociente de p/p de ARNgs y ARNm de Cas9 como se indica en
la Tabla 4. Se formularon las LNP mediante el uso del procedimiento de flujo cruzado con
composiciones molares lipidicas de lipidos de amina % en moles/DSPC/PEG-2k-DMG de 50/9/38/3
y un cociente de N/P de 6,0.

Se analizaron las composiciones de LNP para determinar el tamafio de particula promedio,
la polidispersion (PDI), el contenido de ARN total y la eficiencia de encapsulacion de ARN tal como
se describe en el Ejemplo 120.

El analisis del tamafio promedio de particulas, la polidispersion (PDI), el contenido total de

ARN y la eficiencia de encapsulacion del ARN se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4: Analitica de la composicion

Promedio
Z prom numerico
Compuesto gs:ARNm %E (nm) PDI (nm) Experimento
Compuesto 1 11 97 79,18 0,047 63,19 101
Compuesto 29 1:1 99 84 0,003 70 101
Compuesto 31 1:1 99 76 0,04 61 101
Compuesto 1 1:1 98 84,93 0,007 69,51 102
Compuesto 40 1:1 95 83,69 0,014 66,92 102
Compuesto 53 | 1:1 99 70,47 0,019 56,05 102
Compuesto 54 | 1:1 98 96,98 0,032 77,96 102
Compuesto 1 1:1 99 79,83 0,015 62,86 103
Compuesto 59 | 1:1 98 87,31 0,012 72,60 103
Compuesto 1 11 98 82,71 0,056 64,97 104
Compuesto 59 | 1:1 96 83,42 0,024 67,12 104
Compuesto 1 1:2 99 88,60 0,033 73,15 105
Compuesto 24 | 1:2 99 88,39 0,029 72,95 105
Compuesto 59 | 1:2 99 96,76 0,041 79,11 105
Compuesto 61 | 1:2 98 99,25 0,033 79,73 105
Compuesto 94 | 1:2 99 98,90 0,032 80,04 105

Se administré por i.v. a ratones hembra CD-1 como se especifica en la Tabla 5 y se evalué

para ediciéon en el higado. Los resultados se muestran en las FIG. 1A-1D y la Tabla 5.

Tabla 5: Edicién hepatica de TTR y niveles de TTR en suero para respuesta a la dosis que
proporcionan % de formacién de indel para experimentos G282, G502 y G650 y niveles de TTR en

suero para experimentos G282 y G502.

Compuesto Edicion TTR en suero Guia | Experimento
% TTR
medio en
Dosis de suero
(mg/kg) | Indel SD [N | (ug/ml) | SD | N | %TSS
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TSS TSS 0,1 0,0 |5 | 1369 387 |5 |100% | G282 | 101
Compuestol |0,1 23,1 10,3 | 5 | 1083 665 |5 |79% | G282 | 101
Compuestol | 0,3 58,3 6,5 |5 |271 135 |5 |20% | G282 | 101
Compuesto 29 | 0,1 31,4 6,1 |5 | 663 348 |5 [48% | G282 | 101
Compuesto 29 | 0,3 54,8 45 |5 | 205 122 |5 |15% | G282 | 101
Compuesto 31 | 0,1 13,5 36 |5 1]976 457 |5 |71% | G282 | 101
Compuesto 31 | 0,3 50,7 10,2 | 5 | 226 99 5117% | G282 | 101
TSS TSS 0,2 0,1 |4 |918 100 |5 | 100 % | G282 | 102
Compuestol |0,1 36,4 13,0 | 4 | 500 263 |4 |54% | G282 | 102
Compuestol | 0,3 67,4 59 |5 123 61 5 113% | G282 | 102
Compuesto 40 | 0,1 30,2 19,1 | 5 | 443 164 |5 |48% | G282 | 102
Compuesto 40 | 0,3 68,0 55 |5 1]80 46 519% G282 | 102
Compuesto 53 | 0,1 8,6 20 |5 619 133 |5 |67% | G282 | 102
Compuesto 53 | 0,3 48,2 8,7 |5 231 69 |5 |25% |G282 | 102
Compuesto 54 | 0,1 28,3 50 |4 |449 12 4 149% | G282 | 102
Compuesto 54 | 0,3 64,8 49 |5 |97 51 |5 |11% | G282 | 102
TSS TSS 0,1 0,1 |5 | 608 118 |5 | 100 % | G282 | 103
Compuestol | 0,1 21,6 10,4 | 5 | 462 181 |5 |76 % | G282 | 103
Compuestol | 0,3 54,9 24 |5 |82 24 5113% | G282 | 103
Compuesto 59 | 0,1 32,4 6,2 |5 | 300 76 5149% | G282 | 103
Compuesto 59 | 0,3 63,9 78 |5 |43 50 (3 |7% G282 | 103
Compuestol | 0,1 17,8 42 |5 | ND ND | O| ND G650 | 104
Compuestol | 0,3 50,3 6,6 |5 | ND ND | O| ND G650 | 104
Compuesto 59 | 0,1 21,2 6,1 |5 | ND ND | O| ND G650 | 104
Compuesto 59 | 0,3 51,6 10,4 |5 | ND ND | O| ND G650 | 104
TSS TSS 0,14 0,1 |5 | 1098 84 5 100 % | G502 | 105
Compuesto1l | 0,03 9,24 41 |5 |931 41 5 (185% | G502 | 105
Compuestol | 0,1 47,62 9,7 |5 |29 135 |5 |27% | G502 | 105
Compuesto 24 | 0,03 11,34 54 |5 | 772 126 |5 | 70% | G502 | 105
Compuesto 24 | 0,1 40,54 12,4 |5 | 420 178 |5 |38% | G502 | 105
Compuesto 59 | 0,03 11,8 6,2 |5 |909 115 |5 |83% | G502 | 105
Compuesto 59 | 0,1 35,64 8,2 |5 |467 166 |5 |42% | G502 | 105
Compuesto 61 | 0,03 7,78 29 |5 711 66 5|65% | G502 | 105
Compuesto 61 | 0,1 36,06 126 |5 | 472 143 |5 |43 % | G502 | 105
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Compuesto 94 | 0,03 19,76 |6,8 |5 | 605 93 5 |55% | G502 | 105

Compuesto 94 | 0,1 43,52 14,9 |5 | 352 201 |5 |32% | G502 | 105

Ejemplo 123: edicién de higado de TTR y niveles de TTR en suero que proporcionan el % de

formacion de indel para experimentos con G502

Se evalué la administracion in vivo mediante la medicion de la eficiencia de la edicién para
los materiales administrados con las formulaciones que incluian varios compuestos lipidicos con
amina. ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 6) se formul6 como LNP con un ARNgs dirigido al gen de ratén
TTR (SEQ ID NO: 4). Las LNP se formularon en un cociente 1:2 p/p de ARNgs a ARNm de Cas9, y
en un cociente N/P de alrededor de 6. Las concentraciones molares de lipidos en el componente
lipidico de las LNP se usan a % molar de lipido con amina/DSPC/colesterol/PEG-2k-DMG de
50/9/38/3. Las composiciones finales de LNP se caracterizaron y analizaron como se describe en el
Ejemplo 120. El andlisis del tamafio promedio de particulas, la polidispersion (PDI), el contenido total
de ARN y la eficiencia de encapsulacion del ARN se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6 — Analitica de la composicion

Promedio
Compuesto gs:ARNmM | %E £ prom PDI | numérico | Experimento
(nm) (nm)
Compuesto 1 1:2 99 88 0,04 |71 106
Compuesto 100 | 1:2 99 89 0,04 |70 106
Compuesto 101 | 1:2 99 73 0,04 |58 106
Compuesto 102 | 1:2 98 71 0,02 |57 106
Compuesto 103 | 1:2 99 65 0,05 |50 106
Compuesto 1 1:2 99 91 0,002 | 76 107
Compuesto 114 | 1:2 96 87 0,02 |72 107
Compuesto 115 | 1.2 97 93 0,01 |76 107
Compuesto 116 | 1:2 99 90 0 74 107

Se administraron dosis i.v. a ratones hembra CD-1 a 0,1 mg/kg, evaluados para su edicion
en el higado, y se midieron los niveles de TTR circulantes. Los resultados se muestran en las FIG.
2,3ylaTabla?.

Tabla 7. Eficiencia de edicion en raton, que proporciona % formacion de indel para los experimentos

G502 y niveles de TTR en suero.



197

Edicién TTR en suero Guia | Experimento

% TTR
Compuesto medio en

de SD | N Suero SD N %TSS

Indel (ug/ml)
TSS 0,1 0,0 |5 |1168,5 | 326,6 | 5 100 G502 | 106
Compuesto 1 42,9 3,6 |5 |442 1079 | 5 37,8 | G502 | 106
Compuesto 100 12 51|5 |1017,4 |187,4 |5 81,3 | G502 | 106
Compuesto 101 259 |19|5 /6558 |118,7|5 56,1 | G502 | 106
Compuesto 102 196 |6,2|5 (7281 |1704 |5 62,3 | G502 | 106
Compuesto 103 4,2 1,0 |5 |1043,8 | 1549 | 5 89,3 | G502 | 106
TSS 0,1 0,0 | 5 | 1105,5 | 2299 | 5 100 G502 | 107
Compuesto 1 32,8 4,2 |5 |593,76 | 1745 |5 53,7 G502 | 107
Compuesto 114 18,04 | 7,8 |5 | 978,01 | 276,8 | 5 88,4 G502 | 107
Compuesto 115 19,68 | 3,3 |5 |816,3 |128,2 |5 73,8 G502 | 107
Compuesto 116 34,48 |4,0|5 | 567,09 | 68,1 |5 51,3 | G502 | 107

Ejemplo 124 edicion de higado de TTR y niveles de TTR en suero que proporcionan el % de
formacion de indel para experimentos con G650

La administracion in vivo al higado, el bazo y la médula 6sea se evalué midiendo la eficiencia
de edicién de los materiales administrados con formulaciones que incluyen varios compuestos de
lipidos de amina. ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 6) se formul6 como LNP con un ARNgs dirigido al
gen de ratdn TTR (G650, SEQ ID: 2). Las LNP se formularon en un cociente 1:2 p/p de ARNgs a
ARNmM de Cas9 y en un cociente de N/P de alrededor de 6. Las concentraciones molares de lipidos
en el componente lipidico de las LNP se usan a % molar de lipido con amina/DSPC/colesterol/PEG-
2k-DMG de 50/9/38/3. Las composiciones finales de LNP se caracterizaron y analizaron como se
describe en el Ejemplo 120. El andlisis del tamafio promedio de particulas, la polidispersion (PDI),

el contenido total de ARN y la eficiencia de encapsulacion del ARN se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Analitica de la composicion

Z Promedio

Compuesto gs:ARNm | %E | prom | PDI | numérico | Experimento
(nm) (nm)

Compuesto 1 1.2 98 86 0,03 |70 108
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Compuesto 107 | 1:2 ‘94 ‘84 ‘0,07 ‘65 108

Se administraron dosis i.v. a ratones hembra CD-1 a 0,1, 0,3 0 1 mg/kg y se evaluaron para
su edicion en higado, bazo y médula ésea. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Eficiencia de edicidn en ratdn, proporcionando % de formacion de indel para experimentos
con G650

Compuesto % de|% de | Experimento
Dosis Edicion en el | edicion | edicion en la
(mg/kg) | higado (%) en el | médula
bazo Osea
TSS - 0,1 0,1 NA 108
Compuesto1l | 0,1 23,74 0,62 NA 108
0,3 58,48 2,2 NA 108
1 73,6 6,26 2,66 108
Compuesto 0,1 0,52 0,08 NA 108
107 0,3 1,04 0,12 NA 108
1 5,92 0,3 0,32 108

Ejemplo 125 Estudios de administracion en ratas

La administracion in vivo en un modelo de rata se evalué midiendo la eficiencia de edicion
de los materiales administrados con formulaciones que incluyen varios compuestos de lipidos de
amina. ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 6) se formulé como LNP con un ARNgs dirigido al gen de rata
TTR (G534, SEQ ID NO: 5). Las LNP se formularon y caracterizaron como se describe en el Ejemplo
123. El andlisis del tamafio promedio de particulas, la polidispersion (PDI), el contenido total de ARN
y la eficiencia de encapsulacion del ARN se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10 — Analitica de la composicién

Promedio
Z prom _ .
Compuesto gs:ARNm | %E () PDI | numérico Experimento
nm
(nm)
Compuesto 1 1.2 98 |88 0,01 |73 109
Compuesto 12 | 1:2 97 180 0,06 |62 109
Compuesto 59 | 1:2 98 |91 0,04 |75 109
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Compuesto 94 | 1:2 97 |95 0,02 |77 109

Se administraron dosis i.v. a ratas hembra Sprague Dawley a 0,1 0 0,3 mg/kg y se evaluaron para

su edicion en higado. Los resultados se muestran en la FIG. 4 y la Tabla 11.

Tabla 11. Eficiencia de edicidon en ratas, que proporciona % formacién de indel para los experimentos

G534 y niveles de TTR en suero.

Edicién TTR en suero Guia Experimento

Compuesto Dosis % TTR
(mg/kg) medio o

de SD | N | suero SD N | %TSS

Indel (ug/m
TSS 0 0,1 0,0 |5 |1620,7 |165,6 |5 | 100,0 | G534 | 109
Compuestol | 0,1 21,1 6,7 |5 |916,9 141,1 |5 | 56,6 G534 | 109
Compuestol | 0,3 61,3 |23 |5 |1143 274 |5 |71 G534 | 109
Compuesto 12 | 0,1 37,6 |98 |4 |744.2 196,4 | 4 | 45,9 G534 | 109
Compuesto 12 | 0,3 625 |24 |5 (891 2555 |5 |55 G534 | 109
Compuesto 59 | 0,1 12,4 6,1 |5 |1124,0 |2259 |5 |694 G534 | 109
Compuesto 59 | 0,3 46,2 79 |5 |3379 952 |5 |20,9 G534 | 109
Compuesto 94 | 0,1 31,7 19,6 | 5 | 639,5 264,115 | 395 G534 | 109
Compuesto 94 | 0,3 60,0 |91 (5 |1329 1153 |5 | 8,2 G534 | 109
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TABLA DE SECUENCIAS

codifica Cas9

GUGUGUGUGUCGUUGCAGGCCUUAUUCGGAUCCGCCA
CCAUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGA
ACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA
CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACA
CAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCA
CUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG
ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAA
GAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCAACG
AAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUG
GAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGA
AAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAAGUCG
CAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAA
AGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGA
CUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAG
AGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAACCCGGACA
ACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUCCAG
ACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCA
AGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACU
GAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGC
UGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGAAACCUG

Descripcion Secuencia SEQ
ID No.

G000282 mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGmMC |1

ARNgs dirigido a | mMUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUA

TTR de raton GUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGmMUmM
GmMGMCMAMCMCmMGMAMGMUMCMGMGMUMGmMCmU*m
U*rmuU*mu

G000650 MG*mA*mMC*AAGCACCAGAAAGACCAGUUUUAGAMGMCm | 2

ARNgs dirigido a | UMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG

B2M humano UCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAMAMAMGMUMG
MGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMGmMmUMGMCmU*mU*
muU*muU

ARNmM que | GGGUCCCGCAGUCGGCGUCCAGCGGCUCUGCUUGUUC | 3
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AUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAG
CAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGA
GCAAGGACACAUACGACGACGACCUGGACAACCUGCUG
GCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCUGGC
AGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACA
UCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUG
AGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCA
GGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAGCAGC
UGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGC
AAGAACGGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAG
CCAGGAAGAAUUCUACAAGUUCAUCAAGCCGAUCCUGG
AAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUG
AACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGA
CAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAAC
UGCACGCAAUCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCG
UUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAAAAGAUCCU
GACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAA
GAGGAAACAGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGC
GAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGU
CGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAA
UGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUC
CUGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGU
CUACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAG
GAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAA
GGUCACAGUCAAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGA
AGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUC
GAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGA
CCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACA
ACGAAGAAAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUG
ACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGA
AAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGG
UCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGG
GGAAGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGA
CAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGA
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GCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA
GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC
ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG
GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGU
CAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCA
UCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGA
CAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCGAAGAA
GGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACA
CCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGU
ACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUC
GACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGCGACUACGA
CGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACG
ACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAG
AACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGAGCGAAGAAGU
CGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGA
ACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUG
ACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAA
GGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGAC
AGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGACAGCAGA
AUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGA
GAAGUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAG
CGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUCAGAG
AAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGA
ACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCG
AAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGU
CUACGACGUCAGAAAGAUGAUCGCAAAGAGCGAACAGG
AAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCUUCUACAGC
AACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCA
AACGGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAAC
GGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGA
CUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGG
UCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGA
UUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGA
CAAGCUGAUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGA
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AGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGC
GUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAA
GAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAA
UCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGAC
UUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGA
CCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAAC
UGGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA
GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCAA
GUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAA
AGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAG
CUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAU
CAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCC
UGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCAUAC
AACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGA
AAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAG
CACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUCGAC
AGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGC
AACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAA
CAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGA
GGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCUAGCUAGCCAU
CACAUUUAAAAGCAUCUCAGCCUACCAUGAGAAUAAGAG
AAAGAAAAUGAAGAUCAAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUC
UUUUUCGUUGGUGUAAAGCCAACACCCUGUCUAAAAAA
CAUAAAUUUCUUUAAUCAUUUUGCCUCUUUUCUCUGUG
CUUCAAUUAAUAAAAAAUGGAAAGAACCUCGAGAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAUCUAG

ARNgs G000502
dirigido a TTR de

raton

MA*MC*mA*CAAAUACCAGUCCAGCGGUUUUAGAMGmMCm
UmAMGmMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAMAMAMAMGMUMG
MGMCMAMCMCmMGMAMGMUMCMGmMGmMmUMGMCmU*muU*

muU*muU
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ARNgs de
G000534 dirigido
a TTR de rata

MA*mC*mG*CAAAUAUCAGUCCAGCGGUUUUAGAMGmMC
MUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUA
GUCCGUUAUCAMAMCMUMUmMGMAMAMAMAMAMGmMUmM
GMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU*m
U*rmuU*mu

ARNmM de Cas9

AUGGACAAGAAGUACUCCAUCGGCCUGGACAUCGGCAC
CAACUCCGUGGGCUGGGCCGUGAUCACCGACGAGUAC
AAGGUGCCCUCCAAGAAGUUCAAGGUGCUGGGCAACAC
CGACCGGCACUCCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGCGCCC
UGCUGUUCGACUCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCG
GCUGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGUACACCCGGLGG
AAGAACCGGAUCUGCUACCUGCAGGAGAUCUUCUCCAA
CGAGAUGGCCAAGGUGGACGACUCCUUCUUCCACCGG
CUGGAGGAGUCCUUCCUGGUGGAGGAGGACAAGAAGC
ACGAGCGGCACCCCAUCUUCGGCAACAUCGUGGACGAG
GUGGCCUACCACGAGAAGUACCCCACCAUCUACCACCU
GCGGAAGAAGCUGGUGGACUCCACCGACAAGGCCGACC
UGCGGCUGAUCUACCUGGCCCUGGCCCACAUGAUCAAG
UUCCGGGGCCACUUCCUGAUCGAGGGCGACCUGAACC
CCGACAACUCCGACGUGGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUGCAGACCUACAACCAGCUGUUCGAGGAGAACCCCAU
CAACGCCUCCGGCGUGGACGCCAAGGCCAUcCcuGUcCC
GCCCGGCUGUCCAAGUCCCGGCGGCUGGAGAACCUGA
UCGCCCAGCUGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCUGUU
CGGCAACCUGAUCGCCCUGUCCCUGGGCCUGALCcccC
AACUUCAAGUCCAACUUCGACCUGGCCGAGGACGCCAA
GCUGCAGCUGUCCAAGGACACCUACGACGACGACCUGG
ACAACCUGCUGGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGAC
CUGUUCCUGGCCGCCAAGAACCUGUCCGACGCCAuUcCcU
GCUGUCCGACAUCCUGCGGGUGAACACCGAGAUCACCA
AGGCCCCCCUGUCCGCCUCCAUGAUCAAGCGGUACGAC
GAGCACCACCAGGACCUGACCCUGCUGAAGGCCccuUGGU
GCGGCAGCAGCUGCCCGAGAAGUACAAGGAGAUCuUuUcCU
UCGACCAGUCCAAGAACGGCUACGCCGGCUACAUCGAC
GGCGGCGCCUCCCAGGAGGAGUUCUACAAGUUCAUCAA
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GCCCAUCCUGGAGAAGAUGGACGGCACCGAGGAGCUG
CUGGUGAAGCUGAACCGGGAGGACCUGCUGCGGAAGC
AGCGGACCUUCGACAACGGCUCCAUCCCCCACCAGAUC
CACCUGGGCGAGCUGCACGCCAUCCUGCGGCGGCAGG
AGGACUUCUACCCCUUCCUGAAGGACAACCGGGAGAAG
AUCGAGAAGAUCCUGACCUUCCGGAUCCCCUACUACGU
GGGCCCCCUGGCCCGGGGCAACUCCCGGUUCGLCCUGG
AUGACCCGGAAGUCCGAGGAGACCAUCACCCCCUGGAA
CUUCGAGGAGGUGGUGGACAAGGGCGCCUCCGCCCAG
UCCUUCAUCGAGCGGAUGACCAACUUCGACAAGAACCU
GCCCAACGAGAAGGUGCUGCCCAAGCAcCUCccuGCcuaGU
ACGAGUACUUCACCGUGUACAACGAGCUGACCAAGGUG
AAGUACGUGACCGAGGGCAUGCGGAAGCCCGCccuucc
UGUCCGGCGAGCAGAAGAAGGCCAUCGUGGACCUGCU
GUUCAAGACCAACCGGAAGGUGACCGUGAAGCAGCUGA
AGGAGGACUACUUCAAGAAGAUCGAGUGCUUCGACUCC
GUGGAGAUCUCCGGCGUGGAGGACCGGUUCAACGCcCU
CCCUGGGCACCUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAG
GACAAGGACUUCCUGGACAACGAGGAGAACGAGGACAU
CCUGGAGGACAUCGUGCUGACCCUGACCCUGUUCGAG
GACCGGGAGAUGAUCGAGGAGCGGCUGAAGACCUACG
CCCACCUGUUCGACGACAAGGUGAUGAAGCAGCUGAAG
CGGCGGCGGUACACCGGCUGGGGLCLCGGCUGUCCCGGA
AGCUGAUCAACGGCAUCCGGGACAAGCAGUCCGGCAAG
ACCAUCCUGGACUUCCUGAAGUCCGACGGCUUCGCCAA
CCGGAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACUCCCUGA
CCUUCAAGGAGGACAUCCAGAAGGCCCAGGUGUCCGGC
CAGGGCGACUCCCUGCACGAGCACAUCGCCAACCUGGC
CGGCUCCCCCGCCAUCAAGAAGGGCAUCCUGCAGACCG
UGAAGGUGGUGGACGAGCUGGUGAAGGUGAUGGGCCG
GCACAAGCCCGAGAACAUCGUGAUCGAGAUGGCCCGGG
AGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACUCCCGG
GAGCGGAUGAAGCGGAUCGAGGAGGGCAUCAAGGAGC
UGGGCUCCCAGAUCCUGAAGGAGCACCCCGUGGAGAAC
ACCCAGCUGCAGAACGAGAAGCUGUACCUGUACUACCU
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GCAGAACGGCCGGGACAUGUACGUGGACCAGGAGCUG
GACAUCAACCGGCUGUCCGACUACGACGUGGACCACAU
CGUGCCCCAGUCCUUCCUGAAGGACGACUCCAUCGACA
ACAAGGUGCUGACCCGGUCCGACAAGAACCGGGGCAAG
UCCGACAACGUGCCCUCCGAGGAGGUGGUGAAGAAGAU
GAAGAACUACUGGCGGCAGCUGCUGAACGCCAAGCUGA
UCACCCAGCGGAAGUUCGACAACCUGACCAAGGCCGAG
CGGGGCGGCCUGUCCGAGCUGGACAAGGCCGGCUUCA
UCAAGCGGCAGCUGGUGGAGACCCGGCAGAUCACCAAG
CACGUGGCCCAGAUCCUGGACUCCCGGAUGAACACCAA
GUACGACGAGAACGACAAGCUGAUCCGGGAGGUGAAGG
UGAUCACCCUGAAGUCCAAGCUGGUGUCCGACUUCCGG
AAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUGCGGGAGAUCAACAA
CUACCACCACGCCCACGACGCCUACCUGAACGCCGUGG
UGGGCACCGCCCUGAUCAAGAAGUACCCCAAGCUGGAG
UCCGAGUUCGUGUACGGCGACUACAAGGUGUACGACG
UGCGGAAGAUGAUCGCCAAGUCCGAGCAGGAGAUCGG
CAAGGCCACCGCCAAGUACUUCUUCUACUCCAACAUCA
UGAACUUCUUCAAGACCGAGAUCACCCUGGCCAACGGC
GAGAUCCGGAAGCGGCCCCUGAUCGAGACCAACGGCGA
GACCGGCGAGAUCGUGUGGGACAAGGGCCGGGACUUC
GCCACCGUGCGGAAGGUGCUGUCCAUGCCCCAGGUGA
ACAUCGUGAAGAAGACCGAGGUGCAGACCGGCGGCUUC
UCCAAGGAGUCCAUCCUGCCCAAGCGGAACUCCGACAA
GCUGAUCGCCCGGAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAAGU
ACGGCGGCUUCGACUCCCCCACCGUGGCCUACUCCGU
GCUGGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGCAAGUCCAAG
AAGCUGAAGUCCGUGAAGGAGCUGCUGGGCAUCACCAU
CAUGGAGCGGUCCUCCUUCGAGAAGAACCCCAUCGACU
UCCUGGAGGCCAAGGGCUACAAGGAGGUGAAGAAGGAC
CUGAUCAUCAAGCUGCCCAAGUACUCCCUGUUCGAGCU
GGAGAACGGCCGGAAGCGGAUGCUGGCLCUCCGLCCGGL
GAGCUGCAGAAGGGCAACGAGCUGGCCCUGCCCUCCAA
GUACGUGAACUUCCUGUACCUGGCCUCCCACUACGAGA
AGCUGAAGGGCUCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAG
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CUGUUCGUGGAGCAGCACAAGCACUACCUGGACGAGAU

CAUCGAGCAGAUCUCCGAGUUCUCCAAGCGGGUGAUCC
UGGCCGACGCCAACCUGGACAAGGUGCUGUCCGCCUA
CAACAAGCACCGGGACAAGCCCAUCCGGGAGCAGGCCG
AGAACAUCAUCCACCUGUUCACCCUGACCAACCUGGGC
GCCCCCGCCGCCUUCAAGUACUUCGACACCACCAUCGA
CCGGAAGCGGUACACCUCCACCAAGGAGGUGCUGGAC
GCCACCCUGAUCCACCAGUCCAUCACCGGCCUGUACGA
GACCCGGAUCGACCUGUCCCAGCUGGGCGGCGACGGC
GGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGUGA

Las modificaciones y enlaces de fosforotioato 2'-O-metilo son tal como se representa mas adelante

(m = 2’-OMe; * = fosforotioato).



