%

)
|

-Ji_é—’ %

(21 BR 1120200084042 a2 (I H{LINNNNNNINI

(22) Data do Depésito: 31/10/2018

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 03/11/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: NANOPARTICULAS LIPIDICAS PARA A ENTREGA DE RNA MODIFICADO CODIFICANDO UM POLIPEPTIDEO
VEGF-A

(51) Int. Cl.: A61K 9/00; A61K 9/127; A61K 48/00; A61K 38/18.
(30) Prioridade Unionista: 31/10/2017 US 62/579,671.

(71) Depositante(es): MODERNATX, INC..

(72) Inventor(es): KENNY MIKAEL HANSSON; KERRY BENENATO; MARIA WAGBERG; ANNIKA PALSSON; REGINA
FRITSCHE-DANIELSON.

(86) Pedido PCT: PCT US2018058541 de 31/10/2018
(87) Publicagéio PCT: WO 2019/089818 de 09/05/2019

(85) Data da Fase Nacional: 28/04/2020
(57) Resumo: A presente invengao refere-se a nanoparticulas compreendendo um componente lipidico e um RNA modificado
codificando um polipeptideo VEGF-A. Aspectos da descrigdo referem-se ainda a usos de nanoparticulas compreendendo um

componente lipidico e um RNA modificado codificando um polipeptideo VEGF-A para melhorar a cicatrizagédo de feridas em um
sujeito.

(o]

(\/\/\)\o/\/\/\/\/
HO/\/N\/\/VJ\ /m (Composto A)
[eie)



1/50

Relatorio descritivo da patente de invengdo para
“NANOPARTICULAS LIPIDICAS PARA A ENTREGA DE RNA
MODIFICADO CODIFICANDO UM POLIPEPTIDEO VEGF-A”.

1. REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[0001] Este pedido reivindica prioridade ao Pedido Provisério dos
EUA N.°62/579,671, registrado em 31 de outubro, 2017, cujos conteudo
completo é no presente documento incorporado por referéncia.

2. LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias que
foi submetida eletronicamente em formato ASCIl e que é deste modo
incorporada por referéncia na sua totalidade. A referida copia ASCII, cri-
ada a 31 de outubro de 2018, é denominada 09963 _0092-00304_SL.txt
e tem 11 396 bytes de tamanho.

3. CAMPO

[0003] A presente invencéao refere-se a nanoparticulas compreen-
dendo um componente lipidico e um RNA modificado codificando um
polipeptideo VEGF-A. Aspectos da descricdo referem-se ainda a usos
de nanoparticulas compreendendo um componente lipidico e um RNA
modificado codificando um polipeptideo VEGF-A para melhorar a cica-
trizacao de feridas em um sujeito.

4. ANTECEDENTES

[0004] As vias do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-
A) desempenham um papel central no processo de cicatrizacéo de feri-
das, incluindo a revascularizacdo de tecidos danificados, melhorando a
permeabilidade vascular e a formac¢ao de novos vasos sanguineos (an-
giogénese). Ainda é um desafio a entrega de agentes para aumentar
as vias de VEGF-A para possiveis efeitos terapéuticos, tal como melho-
rar a cicatrizacéo de feridas em um sujeito.

[0005] Tem sido tentado um numero diverso de métodos para per-

mitir abordagens clinicamente trataveis para aumentar as proteinas
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VEGF-A em tecidos alvo. No entanto, cada uma das abordagens apre-
senta desvantagens significativas. Por exemplo, a entrega de proteina
sisttmica de VEGF-A pode resultar em hipotensao significativa e o
VEGF-A é rapidamente degradado. Plasmideos virais de DNA de
VEGF-A encapsulados ou nus tém limitado o controle temporal da ex-
pressao proteica e a eficiéncia da expressao in vivo pode ser altamente
variavel e ndo dependente da dose. Como resultado, essas limitaces
restringiram a aplicabilidade de aumentar os niveis de VEGF-A como
agente terapéutico.

[0006] Outro desenvolvimento recente é o fornecimento de RNA te-
rapéuticos codificando proteinas VEGF-A. No entanto, a entrega de
RNA naturais as células pode ser desafiadora devido a instabilidade re-
lativa e a baixa permeabilidade celular dessas moléculas de RNA. Além
disso, os RNA naturais podem desencadear a ativagao imune (ver, por
exemplo, Kaczmarek et al., "Advances in the delivery of RNA therapeu-
tics: from concept to clinical reality," Genome Med., 2017, 9: 60), que
limitam seus usos para entregar proteinas VEGF-A a tecidos alvo.
[0007] Por conseguinte, permanece a necessidade de composi¢coes
que permitam a entrega eficaz e segura de RNA codificando proteinas
VEGF-A. Além disso, continua a haver necessidade de métodos alter-
nativos para aumentar as vias de VEGF-A para efeitos terapéuticos po-
tenciais, tal como melhorar a cicatrizacao de feridas em um sujeito.

5. SUMARIO

[0008] A presente invencéo refere-se a nanoparticulas compreen-
dendo um componente lipidico e um RNA modificado codificando um
polipeptideo VEGF-A. Aspectos da descrigao referem-se ainda a usos
de nanoparticulas compreendendo um componente lipidico e um RNA
modificado codificando um polipeptideo VEGF-A para melhorar a cica-

trizagcdo de feridas em um sujeito.
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[0009] Certas modalidades da presente descricdo estdo sumaria-
das nos paragrafos que se seguem. Esta lista é apenas exemplificativa
e nao exaustiva de todas as modalidades fornecidas por esta descricao.
[0010] Modalidade 1. Uma nanoparticula compreendendo

(i) um componente lipidico compreendendo um composto tendo a estru-
O

o N(\/\/\)I\O/\/\/\/\/

(i) um RNA modificado compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs:
1 e 3-5, codificando um polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2.
[0011] Modalidade 2. A nanoparticula da modalidade 1, em que

tura (Composto A) e

o componente lipidico compreende ainda um fosfolipideo, um lipideo
estrutural e/ou um lipideo PEG.

[0012] Modalidade 3. A nanoparticula da modalidade 2, em que
o fosfolipideo é selecionado do grupo consistindo em 1,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-diundeca-
noil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fos-
focolina (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina (18:0 Di-
éter PC), 1-oleoil-2-colesteril-hemisuccinoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina (C16 Liso PC), 1,2-
dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fos-
focolina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-difitanoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16,0 PE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dili-
nolenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fosfoetanola-

mina, sal de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) sodio
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(DOPG), esfingomielina e suas misturas;

o lipideo estrutural é selecionado do grupo consistindo em colesterol,
fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol, brassicas-
terol, tomatidina, acido ursalico, alfa-tocoferol e suas misturas; e/ou

o lipideo PEG é selecionado do grupo consistindo em uma fosfatidileta-
nolamina modificada com PEG, um acido fosfatidico modificado com
PEG, uma ceramida modificada com PEG, uma dialquilamina modifi-
cada com PEG, um diacilglicerol modificado com PEG, um dialquilglice-
rol modificado com PEG e suas misturas.

[0013] Modalidade 4. A nanoparticula da modalidade 1, em que
o componente lipidico compreende ainda um fosfolipideo que € DSPC,
um lipideo estrutural que é colesterol e/ou um lipideo PEG que é PEG-
DMG.

[0014] Modalidade 5. A nanoparticula de acordo com qualquer
uma das modalidades 1-4, em que arazéo N:P é de cercade 2:1 acerca
de 30:1.

[0015] Modalidade 6. A nanoparticula de acordo com a modali-
dade 5, em que a razdo N:P é de cerca de 5,67:1.

[0016] Modalidade 7. A nanoparticula de acordo com a modali-
dade 5, em que a razdo N:P é de cerca de 3:1.

[0017] Modalidade 8. A nanoparticula de acordo com qualquer
uma das modalidades 1-4, em que a razdo p/p do componente lipidico
para o0 RNA modificado é de cerca de 10:1 a cerca de 100:1.

[0018] Modalidade 9. A nanoparticula da modalidade 8, em que
a razdo p/p do componente lipidico para o RNA modificado é de cerca
de 20:1.

[0019] Modalidade 10. A nanoparticula da modalidade 8, em que
a razao p/p do componente lipidico para o RNA modificado é de cerca
de 10:1.

[0020] Modalidade 11. A nanoparticula de acordo com qualquer
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uma das modalidades 1-4, em que a nanoparticula tem um diametro
médio de cerca de 50 nm a 100 nm.

[0021] Modalidade 12. Uma composi¢ao farmacéutica compre-
endendo

(a) pelo menos uma nanoparticula compreendendo (i) um componente

lipidico compreendendo um composto com a estrutura
0O

N(\/\/\)LO/\/\/\/\/
T LD

dificado compreendendo qualguer uma das SEQ ID NOs: 1 e 3-5, codi-
ficando um polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2; e

b) um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

(Composto A) e (i) um RNA mo-

[0022] Modalidade 13. A composicdo farmacéutica da modali-
dade 12, em que o componente lipidico compreende ainda um fosfolipi-
deo, um lipideo estrutural e/ou um lipideo PEG.

[0023] Modalidade 14. A composicdo farmacéutica da modali-
dade 13, em que o fosfolipideo € selecionado do grupo consistindo em
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-
3-fosfocolina (18:0 Diéter PC), 1-oleoil-2-colesteril-hemisuccinoil-sn-gli-
cero-3-fosfocolina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina
(C16 Liso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diaraqui-
donoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16,0 PE),

1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-
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fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-di-
araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, sal de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-
glicerol) sodio (DOPG), esfingomielina e suas misturas;

o lipideo estrutural é selecionado do grupo consistindo em colesterol,
fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol, brassicas-
terol, tomatidina, acido ursolico, alfa-tocoferol e suas misturas; e/ou

o lipideo PEG é selecionado do grupo consistindo em uma fosfatidileta-
nolamina modificada com PEG, um acido fosfatidico modificado com
PEG, uma ceramida modificada com PEG, uma dialquilamina modifi-
cada com PEG, um diacilglicerol modificado com PEG, um dialquilglice-
rol modificado com PEG e suas misturas.

[0024] Modalidade 15. A composicdo farmacéutica da modali-
dade 12, em que o componente lipidico compreende ainda um fosfolipi-
deo que € DSPC, um lipideo estrutural que é colesterol e/ou um lipideo
PEG que é PEG-DMG.

[0025] Modalidade 16. A composicao farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-15, em que a razdo N:P é de
cerca de 2:1 a cerca de 30:1.

[0026] Modalidade 17. A composi¢do farmacéutica de acordo
com a modalidade 16, em que a razdo N:P é de cerca de 5,67:1.
[0027] Modalidade 18. A composicdo farmacéutica de acordo
com a modalidade 16, em que a razdo N:P é de cerca de 3:1.

[0028] Modalidade 19. A composi¢do farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-18, em que a razao p/p do com-
ponente lipidico para o RNA modificado é de cerca de 10:1 a cerca de
100:1.

[0029] Modalidade 20. A composi¢cdo farmacéutica da modali-
dade 19, em que a razédo p/p do componente lipidico para 0 RNA modi-
ficado é de cerca de 20:1.
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[0030] Modalidade 21. A composicdo farmacéutica da modali-
dade 19, em que a razédo p/p do componente lipidico para 0 RNA modi-
ficado é de cerca de 10:1.

[0031] Modalidade 22. A composi¢do farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-21, em que a nanoparticula tem
um didmetro médio de cerca de 50 nm a 100 nm.

[0032] Modalidade 23. A composi¢ao farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-22, em que quando adminis-
trada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composi¢édo farma-
céutica resulta em uma concentracdo maxima observada no plasma
e/ou tecido, Cmax, do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até cerca
de 450 pg/mL de plasma ou pg/mg de tecido.

[0033] Modalidade 24. A composi¢do farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-22, em que, quando adminis-
trada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composicao farma-
céutica resulta em uma &rea total de plasma e/ou tecido sob a curva de
concentracdo, AUCo+, do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até
cerca de 5,500 pg*h/mL de plasma ou pg*h/mg de tecido.

[0034] Modalidade 25. A composi¢ao farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-22, em que quando adminis-
trada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composi¢éo farma-
céutica resulta na produgéo de mais do que cerca de 400 pg/mg de te-
cido do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 dentro de 8 horas.
[0035] Modalidade 26. A composicdo farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-22, em que quando adminis-
trada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composi¢éo farma-
céutica resulta na producao de mais do que cerca de 1 pg/mg de tecido
do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 durante até 6 dias.

[0036] Modalidade 27. A composicao farmacéutica da modali-

dade 12, em que o excipiente farmaceuticamente aceitavel € escolhido
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de um solvente, meios de disperséao, diluente, agente de disperséo, au-
xiliar de suspensao, tensoativo, agente isotbnico, agente espessante ou
emulsionante, conservante, polimero, peptideo, proteina, célula, hialu-
ronidase e suas misturas.

[0037] Modalidade 28. Um método para promover e/ou melhorar
a cicatrizacao de feridas em um sujeito, compreendendo administrar ao
sujeito uma quantidade eficaz da nhanoparticula de acordo com qualquer
uma das modalidades 1-11 ou a composi¢ao farmacéutica de acordo
com qualquer uma das modalidades 12-27.

[0038] Modalidade 29. O método da modalidade 28, em que o
componente lipidico da nanoparticula compreende ainda um fosfolipi-
deo, um lipideo estrutural e um lipideo PEG.

[0039] Modalidade 30. O método da modalidade 29, em que o
fosfolipideo é selecionado do grupo consistindo em 1,2-distearoil-sn-gli-
cero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-diundeca-
noil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fos-
focolina (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina (18:0 Di-
éter PC), 1-oleoil-2-colesteril-hemisuccinoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina (C16 Liso PC), 1,2-
dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fos-
focolina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-difitanoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16,0 PE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dili-
nolenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fosfoetanola-
mina, sal de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) sadio

(DOPG), esfingomielina e suas misturas;
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o lipideo estrutural € selecionado do grupo consistindo em colesterol,
fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol, brassicas-
terol, tomatidina, acido ursolico, alfa-tocoferol e suas misturas; e/ou

o lipideo PEG é selecionado do grupo consistindo em uma fosfatidileta-
nolamina modificada com PEG, um acido fosfatidico modificado com
PEG, uma ceramida modificada com PEG, uma dialquilamina modifi-
cada com PEG, um diacilglicerol modificado com PEG, um dialquilglice-
rol modificado com PEG e suas misturas.

[0040] Modalidade 31. O método da modalidade 28, em que o
componente lipidico compreende ainda um fosfolipideo que é DSPC,
um lipideo estrutural que é colesterol e/ou um lipideo PEG que é PEG-
DMG.

[0041] Modalidade 32. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-31, em que a razdo N:P da nanoparticula é de
cerca de 2:1 a cerca de 30:1.

[0042] Modalidade 33. O método de acordo com a modalidade
32, em que a razdo N:P da nanoparticula € de cerca de 5,67:1.

[0043] Modalidade 34. O método de acordo com a modalidade
32, em que a razao N:P da nanoparticula é de cerca de 3:1.

[0044] Modalidade 35. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-34, em que a razao p/p do componente lipidico
para o RNA modificado é de cerca de 10:1 a cerca de 100:1.

[0045] Modalidade 36. O método da modalidade 35, em que ara-
z&0 p/p do componente lipidico para o RNA modificado é de cerca de
20:1.

[0046] Modalidade 37. O método da modalidade 35, em que ara-
z&o p/p do componente lipidico para o RNA modificado é de cerca de
10:1.

[0047] Modalidade 38. O método de acordo com qualquer uma

das modalidades 28-37, em que a nanoparticula tem um diametro médio
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de cerca de 70 nm a cerca de 80 nm.

[0048] Modalidade 39. O método da modalidade 38, em que a na-
noparticula tem um diametro médio de cerca de 72 nm.

[0049] Modalidade 40. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a administracao resulta em uma con-
centracdo maxima observada no plasma e/ou tecido, Cmax, do polipepti-
deo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até cerca de 450 pg/mL de plasma ou
pg/mg de tecido.

[0050] Modalidade 41. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a administracdo resulta em uma area
total de plasma e/ou tecido sob a curva de concentracado, AUCo+, do
polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até cerca de 5,500 pg*h/mL de
plasma ou pg*h/mg de tecido.

[0051] Modalidade 42. O meétodo de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a administracéo resulta na producao
de mais do que cerca de 400 pg/mg de tecido do polipeptideo VEGF-A
da SEQ ID NO: 2 dentro de 8 horas.

[0052] Modalidade 43. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a administracéo resulta na producao
de mais do que cerca de 1 pg/mg de tecido do polipeptideo VEGF-A da
SEQ ID NO: 2 durante até 6 dias.

[0053] Modalidade 44. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a nanoparticula ou a composicao far-
macéutica € administrada por via intradérmica.

[0054] Modalidade 45. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a concentracdo do RNA modificado é
de cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg.

[0055] Modalidade 46. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a administragao resulta em um au-
mento da producéo do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 por um
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fator de cerca de 5 a cerca de 100, quando comparado com uma admi-
nistragdo do RNA modificado em um tampéo salino de citrato.

[0056] Modalidade 47. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que o sujeito sofre de diabetes.

[0057] Modalidade 48. O método de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a ferida € uma ferida cirdrgica, uma
gueimadura, uma ferida abrasiva, um local de biépsia da pele, uma fe-
rida crénica, uma leséo (por exemplo, uma ferida de leséo traumatica),
uma ferida de enxerto, uma ferida diabética, uma ulcera diabética (por
exemplo, Ulcera de pé diabético), uma Ulcera por pressédo, escaras e
suas combinacdes.

[0058] Modalidade 49. O método, de acordo com qualquer uma
das modalidades 28-39, em que a composi¢ao farmacéutica compre-
ende um excipiente farmaceuticamente aceitavel, preferencialmente um
solvente, meios de disperséao, diluente, agente de dispersao, auxiliar de
suspensao, tensoativo, agente isotbnico, agente espessante ou emulsi-
onante, conservante, polimero, peptideo, proteina, célula, hialuronidase
e suas misturas.

[0059] Modalidade 50. Um método para induzir neovasculariza-
cdo em um tecido de mamifero ou em um sujeito compreendendo admi-
nistrar ao tecido de mamifero ou sujeito uma quantidade eficaz da na-
noparticula de acordo com qualquer uma das modalidades 1-11 ou a
composi¢ao farmacéutica de acordo com qualquer uma das modalida-
des 12-27.

[0060] Modalidade 51. Um método para induzir angiogénese em
um tecido de mamifero ou em um sujeito compreendendo administrar
ao tecido de mamifero ou sujeito uma quantidade eficaz da nanoparti-
cula de acordo com qualquer uma das modalidades 1-11 ou a composi-
cao farmacéutica de acordo com qualquer uma das modalidades 12-27.

[0061] Modalidade 52. Um método para aumentar a densidade
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capilar e/ou arteriola em um tecido de mamifero ou em um sujeito com-
preendendo administrar ao tecido de mamifero ou sujeito uma quanti-
dade eficaz da nanoparticula de acordo com qualquer uma das modali-
dades 1-11 ou a composicao farmacéutica de acordo com qualquer uma
das modalidades 12-27.

6. DESCRICAO DAS FIGURAS

[0062] Os peritos na técnica compreenderao que as figuras, descri-
tas abaixo, sdo apenas para fins ilustrativos. As figuras nédo se destinam
de forma alguma a limitar o escopo dos presentes ensinamentos.
[0063] FIG. 1: FIG. 1 mostra o composto lipidico (composto A)
usado nos exemplos.

[0064] FIG. 2A e 2B: Um diagrama da estrutura (FIG. 2A) de um
construto de RNA VEGF-A modificado e a sequéncia (SEQ ID NO: 1,
FIG. 2B) de um RNA modificado representativo de VEGF-A.

[0065] FIG. 3: Teor de proteina VEGF-A humana em bidpsias de
pele como uma fungéo do tempo até 144 horas nosso apos inje¢ao in-
tradérmica de 100 pg de RNA modificado de VEGF-A formulada em so-
lucdo salina de citrato de (triangulos, linha a tracejado) e 3 pg de RNA
modificado de VEGF-A formulado em nanoparticulas lipidicas (LNP)
(circulos, linha sdlida), respectivamente. As linhas representam a medi-
ana em cada ponto de tempo.

[0066] FIG. 4: Teor de proteina VEGF-A humana em bidpsias de
pele como uma funcéo do tempo até 48 horas nosso apoés injecao intra-
dérmica de 100 ug de RNA modificado de VEGF-A formulada em solu-
cao salina de citrato de (triangulos, linha a tracejado) e 3 pg de RNA
modificado de VEGF-A formulado em LNP (circulos, linha sdlida), res-
pectivamente. As linhas representam a mediana em cada ponto de
tempo.

[0067] FIG. 5: Percentagem de cicatrizacéo de feridas apds injecéo
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intradérmica das seguintes composi¢des: (1) uma composi¢cao de nano-
particulas lipidicas compreendendo 1 pg de RNA modificado de VEGF-
A (n=6), (2) uma composicdo de nanoparticulas lipidicas compreen-
dendo 3 pg de RNA modificado de VEGF-A (n=6), (3) uma composi¢cao
de nanoparticulas lipidicas compreendendo 3 ug de RNA néo traduzivel
de VEGF-A (n=6) e (4) uma composicao salina de citrato compreen-
dendo 100 pg de RNA modificado de VEGF-A (n=7).

[0068] FIG. 6: Percentagem de cicatrizacéo de feridas apoés injecao
intradérmica das seguintes composi¢des: (1) uma composi¢cao de nano-
particulas lipidicas compreendendo 3 ug de RNA modificado de VEGF-
A (n=5), (2) uma composicdo de nanoparticulas lipidicas compreen-
dendo 3 ug de RNA modificado néo traduzivel de VEGF-A (n=5) e (3)
uma composicao salina de citrato que nao compreende qualquer RNA
modificado (n=5).

[0069] FIG. 7. Percentagem de cicatrizacéo de feridas apoés injecéo
intradérmica das seguintes composi¢fes: (1) uma composicdo de nano-
particulas lipidicas compreendendo 3 ug de RNA modificado de VEGF-
A (n=6), (2) uma composicdo de nanoparticulas lipidicas que ndo com-
preende nenhum RNA modificado (n=5), (3) uma composi¢cao de nano-
particulas lipidicas compreendendo 3 pg de RNA modificado de GFP
(n=6) e (4) uma composicao salina de citrato que ndo compreende ne-
nhum RNA modificado (n=6).

[0070] FIG. 8: Percentagem de cicatrizacao de feridas apos injecao
intradérmica das seguintes composi¢des: (1) uma composi¢cao de nano-
particulas lipidicas compreendendo 3 ug de RNA modificado de VEGF-
A nao traduzivel (n=7), (2) uma composic¢ao salina de citrato compreen-
dendo 100 pug de RNA modificado de VEGF-A (n=7), (3) uma composi-
cao salina de citrato compreendendo 100 ug de RNA modificado de
VEGF-A néo traduzivel (n=7) e (4) uma composi¢ao salina de citrato que

nao compreende nenhum RNA modificado (n=7).
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7. DESCRICAO DETALHADA

[0071] Todas as referéncias referidas nesta descricdo sao no pre-
sente documento incorporadas como referéncia na sua totalidade.
[0072] Muitas modificacdes e outras modalidades das divulgacdes
no presente documento estabelecidas acorrerdo a ideia de um perito na
técnica a qual estas divulgacfes pertencem, tirando proveito dos ensi-
namentos apresentados nas descricdes acima expostas e desenhos as-
sociados. Por conseguinte, deve se entender que as divulgagcdes nao
sao para se limitar as modalidades especificas descritas, e que se pre-
tende incluir modificagbes e outras modalidades no escopo das reivin-
dicacdes anexas. Embora no presente documento sejam aplicados ter-
mos especificos, eles sdo usados num sentido genérico e descritivo
apenas, e ndao com finalidade limitativa.

[0073] As unidades, prefixos e simbolos podem ser indicados na
sua forma aceite no Sl. Salvo indicacdo em contrario, os acidos nuclei-
cos sao escritos da esquerda para a direita, na orientacao 5' para 3'; as
sequéncias de aminodcidos sdo escritas da esquerda para a direita, na
orientacdo amino para carboxi, respectivamente. Intervalos numeéricos
incluem os numeros que definem a gama. A enumeracao de gamas de
valores no presente documento pretende meramente servir como um
meétodo abreviado de fazer referéncia individualmente a cada valor se-
parado que cai dentro da gama. Salvo indicacdo em contrario no pre-
sente documento, cada valor individual € incorporado no relatorio des-
critivo como se ele no presente documento fosse individualmente enu-
merado. Os aminoacidos podem ser referidos no presente documento
pelos seus simbolos de trés letras comumente conhecidos ou pelos sim-
bolos de uma letra recomendados pela IUPAC-IUB Biochemical Nomen-
clature Commission.. Os nucleotideos, do mesmo modo, podem ser re-
feridos pelos seus cédigos de uma letra comumente aceites.

7.1. Definicdes
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[0074] Salvo definicdo especifica em contrario, todos os termos téc-
nicos e cientificos usados no presente documento tém o mesmo signifi-
cado que o comumente entendido por um perito na técnica a qual esta
descricdo pertence. Salvo mencdo em contrario, as técnicas no pre-
sente documento usadas ou contempladas sao metodologias-padréo
bem conhecidas de um perito na técnica. A pratica da presente descri-
cdo usard, salvo indicacdo em contrario, técnicas convencionais de mi-
crobiologia, cultura de tecidos, biologia molecular, quimica, bioquimica
e tecnologia de DNA recombinante, que se encontram dentro da capa-
cidade da técnica. Os materiais, métodos e exemplos sdo apenas ilus-
trativos e ndo limitativos. O que se segue é apresentado a titulo ilustra-
tivo e ndo pretende limitar o escopo da descricao.

[0075] Em algumas modalidades, os parametros numeéricos estabe-
lecidos no relatério descritivo (no qual as reivindicacdes sdo incorpora-
das na sua integralidade) sdo aproximacdes que podem variar depen-
dendo das propriedades desejadas que se procura obter por uma mo-
dalidade particular. Em algumas modalidades, os parametros numéricos
devem ser interpretados a luz do niamero de digitos significativos relata-
dos e aplicando técnicas de arredondamento comuns. N&o obstante os
intervalos numéricos e os parametros que estabelecem o amplo escopo
de algumas modalidades da presente descricdo serem aproximacoes,
os valores numéricos estabelecidos nos exemplos especificos sdo rela-
tados tao precisamente quanto o praticavel. Os valores numericos apre-
sentados em algumas modalidades da presente descricdo podem con-
ter certos erros que resultam necessariamente do desvio-padréo encon-
trado nas suas respectivas medicdes de teste. A enumeragcao de gamas
de valores no presente documento pretende meramente servir como um
método abreviado de fazer referéncia individualmente a cada valor se-

parado que cai dentro da gama. Salvo indicacdo em contrario no pre-
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sente documento, cada valor individual € incorporado no relatorio des-
critivo como se ele no presente documento fosse individualmente enu-
merado.

[0076] Por uma questéao de conveniéncia, certos termos usados em
todo o pedido (incluindo o relatério descritivo, exemplos, e reivindica-
cOes anexas) sao no presente documento compilados. A ndo ser que
definidos de outro modo, todos os termos técnicos e cientificos usados
no presente documento tém o mesmo significado como comumente en-
tendido por um perito na técnica a qual esta descricdo pertence.

[0077] Em algumas modalidades, nimeros que expressam guanti-
dades de ingredientes, propriedades tais como peso molecular, condi-
¢cOes de reacao e resultados e assim por diante, usados para descrever
e reivindicar certas modalidades da presente descricdo, devem ser en-
tendidos como sendo modificados em alguns casos pelo termo "cerca
de". Alguém versado na técnica entenderia o significado do termo "cerca
de" no contexto do valor que ele qualifica. Em algumas modalidades, o
termo "cerca de" é usado para indicar que um valor inclui o desvio pa-
drdo da média para o dispositivo ou método que estad sendo aplicado
para determinar o valor. Em algumas modalidades, os parametros nu-
méricos estabelecidos no relatdrio descritivo (no qual as reivindicacoes
sao incorporadas na sua integralidade) sdo aproximacdes que podem
variar dependendo das propriedades desejadas que se procura obter
por uma modalidade particular. Em algumas modalidades, os parame-
tros numéricos devem ser interpretados a luz do nimero de digitos sig-
nificativos relatados e aplicando técnicas de arredondamento comuns.
N&o obstante os intervalos numéricos e os parametros que estabelecem
0 amplo escopo de algumas modalidades da presente descricao serem
aproximacoes, os valores numeéricos estabelecidos nos exemplos espe-

cificos séo relatados tdo precisamente quanto o praticavel. Os valores
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numericos apresentados em algumas modalidades da presente descri-
¢cao podem conter certos erros que resultam necessariamente do des-
vio-padrdo encontrado nas suas respectivas medi¢des de teste.

[0078] Como usado no presente documento, o termo "administra-
cao" refere-se a colocacdo de uma nanoparticula e/ou uma composicao
farmacéutica compreendendo pelo menos uma nanoparticula em um te-
cido de mamifero ou em um sujeito por um método ou via que resulta
em pelo menos uma localizacdo parcial da nanoparticula e/ou composi-
cdo em um sitio ou localizacdo de tecido desejado. Em algumas moda-
lidades, as nanoparticulas compreendendo um componente lipidico e
um RNA modificado podem ser administradas por uma via intradérmica.
Em algumas modalidades, pelo menos uma porcdo da proteina ex-
pressa pelo RNA modificado esta localizada em uma localizacdo de te-
cido alvo ou célula alvo desejado via administragdo intradérmica.
[0079] O termo "composicao farmacéutica" refere-se a uma mistura
que contém um componente terapeuticamente ativo e um transportador
ou excipiente, tal como um transportador ou excipiente farmaceutica-
mente aceitavel que é convencional na técnica. Por exemplo, uma com-
posicédo farmacéutica como no presente documento usada geralmente
compreende pelo menos um componente lipidico, um RNA modificado
de acordo com a descricdo e um excipiente adequado.

[0080] O termo "composto" inclui todos os isétopos e isébmeros da
estrutura representada. "Isotopo” refere-se aos atomos que tém o
mesmo numero atdmico, porém, numeros de massa diferentes que re-
sultam de um namero diferente de néutrons nos nucleos. Por exemplo,
0s isotopos de hidrogénio incluem o tritio e o deutério. Adicionalmente,
um composto, sal ou complexo da presente revelacédo pode ser prepa-
rado em combinacdo com moléculas de solvente ou agua para formar
solvatos e hidratos através de métodos de rotina. "Isdmero"” significa

qualquer isbmero geométrico, tautdbmero, zwitterion, estereoisdomero,
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enantiomero ou diastereoisdmero de um composto. Os compostos po-
dem incluir um ou mais centros quirais e/ou ligagdes duplas e, portanto,
podem existir como estereoisdmeros, tais como isdmeros de ligacéo du-
pla ou diastereoisdmeros. A presente descricdo abrange todo e qual-
guer isbmero dos compostos no presente documento descritos, inclu-
indo formas estereocisomericamente puras e misturas enantiomeéricas e
estereoisoméricas, por exemplo, racematos. Misturas enantioméricas e
estereoisoméricas de compostos e meios para resolvé-las nos seus
componentes de enantibmeros ou estereoisdmeros sdo bem conheci-
das na técnica.

[0081] Os termos "compreendem”, "tém" e "incluem" séo verbos de
ligacdo abertos. Quaisquer formas ou tempos de um ou mais destes

verbos, tais como "compreende”, "compreendendo”, "tem", "tendo", "in-

clui" e "incluindo”, também s&o abertos. Por exemplo, qualquer método
gue "compreenda”, "tenha" ou "inclua" uma ou mais etapas, néo se li-
mita a possuir apenas aguela uma ou mais etapas e pode também cobrir
outras etapas nao listadas. De forma similar, qualquer composi¢cédo que
"compreenda”, "tenha" ou "inclua" uma ou mais caracteristicas, ndo se
limita a possuir apenas aquela uma ou mais caracteristicas e pode cobrir
outras caracteristicas néo listadas. O uso de qualquer e todos os exem-
plos, ou linguagem exemplificativa (por exemplo "tal como"), fornecidos
relativamente a certas modalidades no presente documento pretende
meramente esclarecer melhor a presente descricdo e nao coloca uma
limitacdo no escopo da presente descricdo de outra forma reivindicada.
Nenhuma linguagem no relatério descritivo deve ser interpretada como
indicando qualquer elemento n&o reivindicado como essencial para a
pratica da presente descricao.

[0082] O termo "consistindo essencialmente em" permite a pre-
senca de materiais ou etapas adicionais que "néo afetam materialmente

a(s) caracteristica(s) basica(s) e nova(s) da invencéao.

Petica0 870200052677, de 28/04/2020, pég. 48/97



19/50

[0083] O termo "consistindo em" refere-se a composi¢des, metodos,
e respectivos componentes dos mesmos tais como no presente docu-
mento descritos, que séo exclusivos de qualquer elemento ndo enume-
rado nessa descricdo da modalidade.

[0084] O termo "entregar” significa fornecer uma entidade a um des-
tino. Por exemplo, entregar uma terapéutica a um sujeito pode envolver
a administracao de uma composicao farmacéutica compreendendo pelo
menos uma nanoparticula incluindo o RNA modificado ao sujeito (por
exemplo, por uma via intradérmica). A administracdo de uma composi-
céo farmacéutica compreendendo pelo menos uma nanoparticula ao te-
cido de mamifero ou um sujeito pode envolver o contato de uma ou mais
células com a composicao farmacéutica.

[0085] Os termos "doenca" ou "disturbio” sdo no presente docu-
mento usados indistintamente, e referem-se a qualquer alternagédo no
estado do corpo ou de alguns dos o6rgaos, interrompendo ou pertur-
bando o desempenho das funcdes e/ou provocando sintomas tais como
desconforto, disfuncéo, angustia, ou mesmo morte a pessoa atingida ou
aos que estdo em contato com uma pessoa. Uma doenca ou disturbio
também se pode referir a uma enfermidade, doente, incémodo, padeci-
mento, moléstia, mal, queixa, indisposicao, ou fraqueza.

[0086] O termo "quantidade eficaz", tal como no presente docu-
mento usado, refere-se a quantidade de agente terapéutico (por exem-
plo, um RNA modificado), composicéo farmacéutica suficiente para re-
duzir pelo menos um ou mais sintoma(s) da doenca ou distarbio, ou para
fornecer o efeito desejado. Por exemplo, pode ser a quantidade que in-
duz uma reducdao terapeuticamente significativa em um sintoma ou mar-
cador clinico associado a cicatrizacao de feridas.

[0087] Como usado no presente documento, "expressao” de uma

sequéncia de acidos nucleicos refere-se a um ou mais dentre os seguin-
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tes eventos: (1) producdo de um modelo de RNA a partir de uma se-
guéncia de DNA (por exemplo, por transcrigéo); (2) processamento de
um transcrito de RNA (por exemplo, por splicing, edicao, formagéao de
extremidade 5’ e/ou processamento de extremidade 3'); (3) tradugao de
um RNA em um polipeptideo ou proteina; e (4) modificacdo pos-tradu-
céo de um polipeptideo ou proteina.

[0088] Como no presente documento usado, o termo "componente
lipidico" € o componente de uma nanoparticula que inclui um ou mais
lipideos. Por exemplo, o componente lipidico pode incluir um ou mais
lipideos catidnicos/ionizaveis, PEGuilados, estruturais ou outros, tais
como fosfolipideos. Em uma modalidade, o componente lipidico com-
preende o composto A (FIG. 1).

[0089] Tal como no presente documento usado, o termo "RNA mo-
dificado” refere-se a moléculas de RNA contendo uma, duas, ou mais
de duas modificacBes nucleosidicas em compara¢do com a adenosina
(A)  ((2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-(hidroximetil)oxolano-
3,4-diol), guanosina (G) (2-Amino-9-[3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)oxo-
lan-2-il]-3H-purin-6-ona), citidina (C) (4-amino-1-[3,4-di-hidroxi-5-(hidro-
ximetil)tetra-hidrofuran-2-iljpirimidin-2-ona), e uridina (U) (1-
[(BR,4S,5R)-3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]pirimidino-2,4-di-
ona), ou em comparacdo com a AMP, GMP, CMP, e UMP, em molécu-
las de RNA, ou uma sua por¢ao. Exemplos nao limitativos de modifica-
cOes nucleosidicas sao fornecidos em outro sitio neste relatério descri-
tivo. Quando a sequéncia nucleotidica de um RNA particular reivindi-
cado é de outra forma idéntica a sequéncia de uma molécula e RNA que
existe naturalmente, o RNA modificado é compreendido como sendo
uma molécula de RNA com pelo menos uma modificacédo diferente das
existentes no homoélogo natural. A diferenca pode ser na mudanca qui-
mica no nucleosideo/nucleotideo ou na posicdo dessa mudanca na se-

guéncia. Em uma modalidade, o RNA modificado € RNA mensageiro
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modificado (ou "MRNA modificado”). Em algumas modalidades, um
RNA modificado inclui pelo menos um UMP gue é modificado para for-
mar N1-metil-pseudo-UMP. Em algumas modalidades, todos os UMP
em um RNA modificado foram substituidos por N1-metil-pseudo-UMP.
[0090] Como usado no presente documento, uma "nanoparticula" é
uma particula compreendendo um ou mais lipideos e um ou mais agen-
tes terapéuticos. As nanoparticulas sao tipicamente dimensionadas na
ordem de micrdmetros ou menores e podem incluir uma bicamada lipi-
dica. Em algumas modalidades, a nanoparticula tem um didmetro médio
(por exemplo, um diametro hidrodinamico) de entre cerca de 50 nm e
cerca de 100 nm, por exemplo entre cerca de 60 nm e cerca de 90 nm,
entre 70 nm e 80 nm de diametro, como medido por disperséo dinamica
de luz (ver Publicacao Especial NIST 1200-6, "Measuring the Size of
Nanoparticles in Aqueous Media Using Batch Mode Dynamic Light Scat-
tering"). Em algumas modalidades, a nanoparticula tem um diametro hi-
drodindmico médio de cerca de 71 nm, 72 nm, 73 nm, 74 nm, 75 nm, 76
nm, 77 nm, 78 nm, 79 nm, 80 nm, 81 nm, 82 nm, 83 nm, 84 nm, 85 nm,
86 nm, 87 nm, 88 nm, 89 nm ou 90 nm. Em algumas modalidades, o
agente terapéutico € um RNA modificado. Em algumas modalidades, as
nanoparticulas compreendem o Composto A, como mostrado na FIG. 1
e um RNA modificado.

[0091] Tal como no presente documento usado, o "indice de polidis-
persdo (pDI)" € a medida da distribuicdo de tamanhos nanoparticulas
em uma amostra nanoparticulada (ver Publicacdo Especial NIST 1200-
6, "Measuring the Size of Nanoparticles in Aqueous Media Using Batch
Mode Dynamic Light Scattering"). Em algumas modalidades, o indice de
polidispersividade esta entre cerca de 0,10 e cerca de 0,20, por exem-
plo, cerca de 0,10, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18, 0,19 ou
0,20.
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[0092] Como no presente documento usado, a "razdo N:P" é a ra-
zdo molar de atomos de nitrogénio ionizaveis (na gama de pH fisiol6-
gico) em um lipideo para grupos de fosfato em um RNA, por exemplo,
em uma nanoparticula incluindo um componente lipidico e um RNA mo-
dificado.

[0093] Tal como no presente documento usado, o termo "acido nu-
cleico”, no seu sentido mais lato, inclui qualquer composto e/ou subs-
tancia que compreende um polimero de nucleotideos ligados através de
uma ligacao fosfodiéster. Estes polimeros sdo frequentemente referidos
como oligonucleotideos ou polinucleotideos, dependendo do tamanho.
Os termos "sequéncia polinucleotidica" e "sequéncia nucleotidica" tam-
bém no presente documento sdo usados indistintamente.

[0094] Como no presente documento usado, um "lipideo PEG" ou
"lipideo PEGuilado" refere-se a um lipideo compreendendo um compo-
nente de polietilenoglicol.

[0095] A frase “farmaceuticamente aceitavel” € usada no presente
documento para fazer referéncia agueles compostos, materiais, compo-
sicdes e/ou formas de dosagem que sao, dentro do escopo do bom
senso médico, adequados para uso em contato com tecidos de seres
humanos e animais, sem toxicidade excessiva, irritacdo, resposta alér-
gica, ou outro problema ou complicacdo, e compativeis com uma razao
razoavel beneficio/risco. As agéncias de aprovacédo de farmacos (por
exemplo, EMA, US-FDA) fornecem orientacdo e aprovam compostos,
materiais, composi¢cdes e/ou formas de dosagem farmaceuticamente
aceitaveis. Podem séo listados exemplos nas Farmacopeias.

[0096] A frase “excipiente farmaceuticamente aceitavel” € no pre-
sente documento usada para fazer referéncia a um material farmaceuti-
camente aceitavel, escolhido de um solvente, meios de disperséao, dilu-
ente, agente de dispersao, auxiliar de suspensao, tensoativo, agente

isotdnico, agente espessante ou emulsionante, conservante, polimero,
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peptideo, proteina, célula, hialuronidase e suas misturas. Em algumas
modalidades, o solvente é um solvente aquoso.

[0097] Como no presente documento usado, um "fosfolipideo” € um
lipideo que inclui uma fragcéo fosfato e uma ou mais cadeias de carbono,
tal como cadeias de acidos graxos insaturados. Um fosfolipideo pode
incluir uma ou mais ligacdes (por exemplo, uma ou mais insaturacoes)
multiplas (por exemplo, duplas ou triplas). Fosfolipideos especificos po-
dem facilitar a fusdo com uma membrana. Por exemplo, um fosfolipideo
catiénico pode interagir com um ou mais fosfolipideos negativamente
carregados de uma membrana (por exemplo, uma membrana celular ou
intracelular). A fusdo de um fosfolipideo a uma membrana pode permitir
que um ou mais elementos de uma composicao contendo lipideos pas-
sem através da membrana, permitindo, por exemplo, a entrega de um
ou mais elementos a uma célula.

[0098] Tal como no presente documento usado, "polipeptideo” de-
signa um polimero de residuos de aminoé&cidos (naturais ou ndo natu-
rais) ligados entre si mais frequentemente por ligacdes peptidicas. O
termo, como usado no presente documento, refere-se a proteinas, poli-
peptideos e peptideos de qualquer tamanho, estrutura ou funcédo. Um
polipeptideo pode ser uma unica molécula ou pode ser um complexo
multimolecular tal como um dimero, trimero ou tetramero. Eles também
podem compreender polipeptideos de cadeia Unica ou multicadeia tais
como anticorpos ou insulina, e podem estar associados ou ligados. As
ligacdes de dissulfeto mais comumente conhecidas séo constatadas em
polipeptideos de multiplas cadeias. O termo polipeptideo também se
pode aplicar a polimeros de aminoacidos nos quais um ou mais residuos
de aminoacidos sdo um analogo quimico artificial de um aminoacido
correspondente que ocorre naturalmente.

[0099] Tal como no presente documento usada, "proteina” é um po-

limero consistindo essencialmente em qualquer dos 20 aminoacidos.
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Embora "polipeptideo” seja frequentemente usado em referéncia a poli-
peptideos relativamente grandes, e "peptideo” seja frequentemente
usado em referéncia a polipeptideos pequenos, a usagao destes termos
na técnica se sobrepde e € variada. Os termos "peptideo(s)”, "prote-
ina(s)" e "polipeptideo(s)" sdo por vezes no presente documento usados
indistintamente.

[0100] O termo "sujeito" refere-se a um animal, por exemplo a um
humano, a quem é fornecido tratamento, incluindo tratamento profilatico,
com métodos e composi¢des no presente documento descritos. Para o
tratamento daquelas condi¢des ou estados patolégicos que séo especi-
ficos de um animal especifico tal como um sujeito humano, o termo "su-
jeito" refere-se a esse animal especifico.

[0101] O termo "tecido" refere-se a um grupo ou camada de células
especializadas de forma similar, que conjuntamente efetuam certas fun-
cOes especiais.

[0102] Como usado no presente documento, os termos “tratar”, "tra-
tamento”, ou "tratando" referem-se a uma melhoria ou eliminagéo de
uma doenca ou disturbio ou, pelo menos, um sintoma perceptivel dos
mesmos. Em algumas modalidades, "tratamento” ou "tratando" refere-
se a uma melhoria ou eliminacdo de pelo menos um parametro fisico
mensuravel, ndo necessariamente discernivel pelo paciente.

[0103] Deve ser entendido que esta descricdo ndo se limita a meto-
dologia particular, protocolos, e reagentes, etc., no presente documento
descritos, e que como tal pode variar. A terminologia no presente docu-
mento usada tem o objetivo de descrever apenas modalidades particu-
lares, e ndo pretende limitar o escopo da presente descri¢céo, que € de-
finida apenas pelas reivindicacoes.

7.2. Componentes lipidicos

[0104] Nanoparticulas compreendem um componente lipidico inclu-

indo Composto A (FIG. 1). Compostos adicionais sdo descritos em WO
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2017/049245 A2 (ver, por exemplo, compostos 1-147 em WO
2017/049245 A2), que é incorporado no presente documento por refe-
réncia na sua totalidade. Os componentes lipidicos também podem in-
cluir uma variedade de outros lipideos, tal como um fosfolipideo, um li-
pideo estrutural e/ou um lipideo PEG.

Fosfolipideos

[0105] O componente lipidico de uma nanoparticula pode incluir um
ou mais fosfolipideos, tal como um ou mais lipideos (poli)insaturados.
Os fosfolipideos podem se agrupar em uma ou mais bicamadas lipidi-
cas. Em geral, os fosfolipideos podem incluir uma fracéo de fosfolipideo
e uma ou mais fracGes de acido graxo.

[0106] Os fosfolipideos Uteis nas composi¢cdes e métodos podem
ser selecionados do grupo nao limitativo consistindo em 1,2-distearoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanola-
mina (DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimi-
ristoil-sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoco-
lina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-diun-
decanoil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina
(18:0 Diéeter PC), 1-oleoil-2-colesteril-hemisuccinoil-sn-glicero-3-fosfo-
colina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina (C16 Liso
PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diaraquidonoil-sn-gli-
cero-3-fosfocolina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina,
1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16,0 PE), 1,2-distearoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanola-
mina, 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-diaraquidonoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fos-
foetanolamina, sal de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) so-
dio (DOPG) e esfingomielina. Em algumas modalidades, um compo-

nente lipidico inclui DSPC. Em algumas modalidades, um componente
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lipidico inclui DOPE. Em algumas modalidades, um componente lipidico
inclui DSPC e DOPE.

Lipideos Estruturais

[0107] O componente lipidico de uma nanoparticula pode incluir um
ou mais lipideos estruturais. Os lipideos estruturais podem ser selecio-
nados, mas nédo estdo limitados a, colesterol, fecosterol, sitosterol, er-
gosterol, campesterol, estigmasterol, brassicasterol, tomatidina, toma-
tina, acido ursolico, alfa-tocoferol e suas misturas. Em algumas modali-
dades, o lipideo estrutural é colesterol. Em algumas modalidades, o li-
pideo estrutural inclui colesterol e um corticosteroide (tal como predniso-
lona, dexametasona, prednisona e hidrocortisona) ou uma combinacao
dos mesmos. Em algumas modalidades, um componente lipidico inclui
colesterol.

Lipideos PEG

[0108] O componente lipidico de uma nanoparticula pode incluir um
ou mais lipideos PEG ou PEG modificados. Tais lipideos podem ser al-
ternativamente denominados de lipideos PEGuilados. Um lipideo PEG
€ um lipideo modificado com polietilenoglicol. Um lipideo PEG pode ser
selecionado de entre o grupo nao limitativo consistindo em fosfatidileta-
nolaminas modificadas com PEG, acidos fosfatidicos modificados com
PEG, ceramidas modificadas com PEG, dialquilaminas modificadas
com PEG, diacilglicerés modificados com PEG, dialquilgliceréis modifi-
cados com PEG e misturas dos mesmos. Por exemplo, um lipideo PEG
pode ser PEG-c-DOMG, PEG-DMG (1,2-dimiristoil-OT-glicerol metoxi-
pol etilenoglicol, obtido de Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL), PEG-
DLPE, PEG-DMPE, PEG-DPPC, ou um lipideo PEG-DSPE. Em algu-
mas modalidades, um componente lipidico inclui PEG-DMG.

7.3. RNA Modificados Codificando Polipeptideos VEGF-A

[0109] E de grande interesse nas areas da terapia, diagnostico, re-

agentes e ensaios bioldgicos, ser possivel entregar um acido nucleico,
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por exemplo, um acido ribonucleico (RNA) no interior de uma célula,
quer in vitro, in vivo, in situ, ou ex vivo, de modo a provocar a traducao
intracelular do &cido nucleico e a producdo de um polipeptideo codifi-
cado de interesse.

[0110] Os RNA que ocorrem naturalmente sao sintetizados a partir
de quatro ribonucleotideos basicos: ATP, CTP, UTP e GTP, mas podem
conter nucleotideos modificados poés-transcricionalmente. Para além
disso, foram identificadas aproximadamente cem modificagcdes nucleo-
sidicas diferentes no RNA (Rozenski, J, Crain, P, e McCloskey, J., The
RNA Modification Database: 1999 update, Nucl Acids Res, (1999) 27:
196-197).

[0111] De acordo com a presente descricao, estes RNA séo prefe-
rencialmente modificados de modo a evitar as deficiéncias de outras
moléculas de RNA da técnica (por exemplo, ativando a resposta imune
inata e a rapida degradacéo apdés administracdo). Assim, estes polinu-
cleotideos séo referidos como RNA modificado. Em algumas modalida-
des, o RNA modificado evita a resposta imune inata apos administracdo
a um sujeito. Em algumas modalidades, a meia-vida do RNA modificado
é prolongada em comparacdo com um RNA nao modificado.

[0112] Em modalidades preferidas, a molécula de RNA é um RNA
mensageiro (MRNA). Tal como no presente documento usado, o termo
"RNA mensageiro" (MRNA) refere-se a qualquer polinucleotideo que co-
difica um polipeptideo de interesse, e que € capaz de ser traduzido para
produzir o polipeptideo codificado de interesse in vitro, in vivo, in situ ou
ex Vvivo.

[0113] Tal como representado na FIG. 2A, tradicionalmente, os
componentes basicos de uma molécula de mRNA incluem pelo menos
uma regido codificadora, uma regidao nao traduzida (UTR) 5', uma regiao
nao traduzida (UTR) 3', uma extremidade 5' e uma cauda poli-(A). Com

base nesta estrutura modular do tipo selvagem, a presente descricdo
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expande o escopo de funcionalidades das moléculas de mRNA tradici-
onais ao fornecer polinucleotideos ou construtos de RNA primarios que
mantém uma organizagcdo modular, mas que compreendem uma ou
mais modificacfes ou alteracfes estruturais e/ou quimicas que confe-
rem propriedades Uteis ao polinucleotideo incluindo, em algumas moda-
lidades, a falta de uma inducéo substancial da resposta imune inata de
uma célula na qual o polinucleotideo é introduzido.

[0114] Os RNA modificados podem incluir qualquer modificacéo util
relativa a cadeia nucleotidica de RNA padréo, tal como ao acgucar, a
nucleobase (por exemplo, uma ou mais modificacées de uma nucleo-
base, tal como trocando ou substituindo um atomo de uma nucleobase
pirimidina por um amino opcionalmente substituido, tiol opcionalmente
substituido, alquila opcionalmente substituida (por exemplo, metila ou
etila), ou halogénio (por exemplo, cloro ou fldor)), ou a ligacao internu-
cleosidica (por exemplo, uma ou mais modificacbes ao esqueleto de
fosfodiéster).

[0115] Como exemplos n&o limitativos, em algumas modalidades,
um RNA modificado pode incluir, por exemplo, pelo menos uma uridina
monofosfato (UMP) que € modificada para formar N1-metil-pseudo-
UMP. Em algumas modalidades, o N1-metil-pseudo-UMP esta presente
em vez de UMP em uma percentagem dos UMP na sequéncia de 0,1%,
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99,9%, e
100%. Em algumas modalidades, todos os UMP foram substituidos por
N1-metil-pseudo-UMP.

[0116] Em algumas modalidades, os RNA modificados compreen-
dem uma modificagdo na extremidade 5', tal como uma extremidade 5'
diguanosina. Em algumas modalidades, os RNA modificados compre-
endem uma modificacdo em uma regiao codificadora. Em algumas mo-

dalidades, os RNA modificados compreendem uma modificacdo em
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uma UTR 5. Em algumas modalidades, os RNA modificados compre-
endem uma modificagdo em uma UTR 3’. Em algumas modalidades, os
RNA modificados compreendem uma modificagdo em uma cauda poli-
(A). Em algumas modalidades, os RNA modificados compreendem qual-
qguer combinagcao de modificagbes a uma regido codificadora, extremi-
dade 5, UTR 5', UTR 3', ou cauda poli-(A). Em algumas modalidades,
um RNA modificado pode opcionalmente ser tratado com uma fosfatase
alcalina.

[0117] Em algumas modalidades, um RNA modificado codifica um
polipeptideo Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), qual-
guer um de uma grande familia de proteinas VEGF que desempenham
uma funcéo central na regulacao da cicatrizacao de feridas em geral. As
funcdes do VEGF também incluem a ativacdo da sinalizacédo do 6xido
nitrico (NO), desenvolvimento e angiogénese poOs-natal, angiogénese
tumoral, arteriogénese, replicacdo endotelial, e interruptor do destino ce-
lular para progenitores cardiovasculares multipotentes.

[0118] Ser& reconhecido pelos peritos na técnica que para qualquer
gene VEGF particular pode existir uma ou mais variantes ou isoformas.
Exemplos ndo limitativos de polipeptideos VEGF-A de acordo com a
presente descricdo estao listados na Tabela 1. Sera reconhecido pelos
peritos na técnica que as sequéncias descritas na Tabela 1 contém po-
tenciais regides flanqueadoras. Estas estdo codificadas em cada se-
guéncia nucleotidica para 5' (a montante) ou 3' (a jusante) do quadro de
leitura aberta. O quadro de leitura aberta é definitiva e especificamente
descrito ensinando a sequéncia nucleotidica de referéncia. Também é
possivel caracterizar adicionalmente as regides flanqueadoras 5’ e 3’
usando uma ou mais bases de dados ou algoritmos disponiveis. As ba-
ses de dados tém anotadas as caracteristicas contidas nas regides flan-
gueadoras das sequéncias NCBI, e estas estdo disponiveis na técnica.
Tabela 1: Isoformas de mRNA do VEGF-A de Homo sapiens.
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Descrigao

Ref. NM

Ref. NP

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 1 do transcrito, mRNA

NM_001171623,1

NP_001165094,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 1 do transcrito, mMRNA

NM_001025366,2

NP_001020537,2

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 2 do transcrito, mRNA

NM_001171624,1

NP_001165095,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 2 do transcrito, mRNA

NM_003376,5

NP_003367,4

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 3 do transcrito, mRNA

NM_001171625,1

NP_001165096,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 3 do transcrito, mMRNA

NM_001025367,2

NP_001020538,2

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 4 do transcrito, mRNA

NM_001171626,1

NP_001165097,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 4 do transcrito, mRNA

NM_001025368,2

NP_001020539,2

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 4 do transcrito, mMRNA

NM_001317010,1

NP_001303939,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 5 do transcrito, mRNA

NM_001171627,1

NP_001165098,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 5 do transcrito, mRNA

NM_001025369,2

NP_001020540,2

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 6 do transcrito, mRNA

NM_001171628,1

NP_001165099,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 6 do transcrito, mRNA

NM_001025370,2

NP_001020541,2

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 7 do transcrito, mRNA

NM_001171629,1

NP_001165100,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 7 do transcrito, mMRNA

NM_001033756,2

NP_001028928,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 8 do transcrito, mMRNA

NM_001171630,1

NP_001165101,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 8 do transcrito, mMRNA

NM_001171622,1

NP_001165093,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 9 do transcrito, mMRNA

NM_001204385,1

NP_001191314,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 9 do transcrito, mMRNA

NM_001204384,1

NP_001191313,1

Fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) de Homo

sapiens, variante 10 do transcrito, mRNA

NM_001287044,1

NP_001273973,1

[0119] Sera reconhecido pelos peritos na técnica que as moléculas
de RNA codificando polipeptideos VEGF-A, por exemplo, um polipepti-
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deo VEGF-A humano, podem ser concebidas de acordo com as isofor-
mas de mMRNA de VEGF-A listadas na Tabela 1. Um comum perito na
técnica esta geralmente familiarizado com as mdultiplas isoformas dos
restantes membros da familia VEGF.

[0120] Em uma modalidade, a presente descri¢cao fornece um RNA
modificado codificando um polipeptideo VEGF-A (por exemplo, SEQ ID
NO: 2). Em algumas modalidades, um RNA modificado codifica um po-
lipeptideo VEGF-A, em que o RNA modificado compreende qualquer
uma de SEQ ID NOs: 1 e 3-5. Em algumas modalidades, o RNA modifi-
cado compreende ainda uma extremidade 5', uma UTR 5', uma UTR 3/,
uma cauda poli(A), ou qualquer suas combina¢des. Em algumas moda-
lidades, a extremidade 5, a UTR 5', a UTR 3', a cauda poli(A), ou qual-
guer suas combinacdes pode incluir um ou mais nucleotideos modifica-
dos.

[0121] Em algumas modalidades, um RNA modificado codificando
um polipeptideo VEGF-A pode ter a estrutura tal como apresentada na
FIG. 2B, que é a SEQ ID NO: 1. Em algumas modalidades, um RNA
modificado codificando um polipeptideo VEGF-A pode ter a sequéncia
de qualguer uma de SEQ ID NOs: 3-5.

7.4. Composi¢cbes Compreendendo Componente Lipidico e RNA
Modificado

[0122] Algumas modalidades referem-se a nanoparticulas que in-
cluem um componente lipidico e um RNA modificado.

[0123] Em algumas modalidades, o componente lipidico de uma na-
noparticula pode incluir o Composto A (FIG. 1). Em algumas modalida-
des, o componente lipidico de uma nanoparticula pode ainda incluir um
fosfolipideo, um lipideo estrutural e/ou um lipideo PEG, como no pre-
sente documento descrito. Por exemplo, em algumas modalidades, o
componente lipidico de uma nanoparticula pode incluir DSPC, coleste-
rol, PEG-DMG e suas misturas.

Petica0 870200052677, de 28/04/2020, pég. 61/97



32/50

[0124] Os elementos do componente lipidico podem ser fornecidos
em fracBes especificas. Em algumas modalidades, o componente lipi-
dico de uma nanoparticula inclui o Composto A, um fosfolipideo, um li-
pideo estrutural e um lipideo PEG. Em algumas modalidades, o compo-
nente lipidico da nanoparticula inclui de cerca de 30% molar a cerca de
60% molar de Composto A, de cerca de 0% molar a cerca de 30% molar
de fosfolipideo, de cerca de 18,5% molar a cerca de 48,5% molar de
lipideo estrutural, e de cerca de 0% molar a cerca de 10% molar de
lipideo PEG, desde que a % molar total ndo exceda 100%. Em algumas
modalidades, o componente lipidico da nanoparticula inclui de cerca de
35% molar a cerca de 55% molar de Composto A, de cerca de 5% molar
a cerca de 25% molar de fosfolipideo, de cerca de 30% molar a cerca
de 40% molar de lipideo estrutural, e de cerca de 0% molar a cerca de
10% molar de lipideo PEG. Em algumas modalidades, o componente
lipidico inclui cerca de 50% molar de Composto A, cerca de 10% molar
de fosfolipideo, cerca de 38,5% molar em lipideos estruturais e cerca de
1,5% molar de lipideo PEG. Em algumas modalidades, o fosfolipideo
pode ser DOPE. Em algumas modalidades, o lipideo estrutural pode ser
colesterol. Em algumas modalidades, o lipideo PEG pode ser PEG-
DMG.

[0125] Em algumas modalidades, o componente de RNA modifi-
cado de uma nanoparticula pode incluir um RNA modificado codificando
um polipeptideo VEGF-A, como no presente documento descrito (por
exemplo, SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, o componente de
RNA modificado de uma nanoparticula pode incluir o RNA modificado
compreende qualquer uma de SEQ ID NOs: 1 e 3-5. Em algumas mo-
dalidades, o RNA modificado compreende ainda uma extremidade 5',
uma UTR 5', uma UTR 3', uma cauda poli(A), ou qualquer suas combi-
nacdes. Em algumas modalidades, a extremidade 5', a UTR 5, a UTR

3', a cauda poli(A), ou qualquer suas combinacfes pode incluir um ou
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mais nucleotideos modificados.

[0126] Em algumas modalidades, as quantidades relativas do com-
ponente lipidico e 0 RNA modificado em uma nanoparticula pode variar.
Em algumas modalidades, a razdo em p/p do componente lipidico para
o RNA modificado em uma nanoparticula pode ser de cerca de 5:1 a
cerca de 100:1, tal como 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1,
14:1, 15:1,16:1,17:1, 18:1, 19:1, 20:1, 25:1, 30:1, 35:1, 40:1, 45:1, 50:1,
60:1, 70:1, 80:1, 90:1, e 100:1. Por exemplo, a razao em p/p do compo-
nente lipidico para o RNA modificado pode ser de cerca de 10:1 a cerca
de 40:1. Em algumas modalidades, a razao em p/p é de cerca de 20:1.
Em algumas modalidades, a razdo em p/p € de cerca de 10:1.

[0127] Em algumas modalidades, as quantidades relativas do com-
ponente lipidico e 0 RNA modificado em uma nanoparticula podem ser
fornecidas por uma razdo N:P especifica. A razdo N:P da composicao
refere-se a razdo molar de atomos de nitrogénio em um ou mais lipideos
e ao numero de grupos fosfato em um RNA. Em geral, uma razéo de
N:P menor é preferencial. Em algumas modalidades, a razdo N:P pode
ser de cerca de 2:1 a cerca de 30:1, tal como 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1,
8:1, 9:1, 10:1, 12:1, 14:1, 16:1, 18:1, 20:1, 22:1, 24:1, 26:1, 28:1, ou
30:1. Em algumas modalidades, a razao N:P pode ser de cerca de 2:1
a cerca de 8:1. Por exemplo, a razdo N:P pode ser de cerca de 3,0:1,
cerca de 3,5:1, cerca de 4,0:1, cerca de 4,5:1, cerca de 5,0:1, cerca de
5,5:1, cerca de 5,67:1, cerca de 6,0:1, cerca de 6,5:1 ou cerca de 7,0:1.
Em algumas modalidades, a razdo N:P pode ser de cerca de 3:1. Em
algumas modalidades, a razdo N:P pode ser de cerca de 5,67:1.

[0128] Nanoparticulas lipidicas podem ser preparadas usando me-
todos bem conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Belliveau et al.,
"Microfluidic synthesis of highly potent limit-size lipid nanoparticles for in
vivo delivery of siRNA," Mol. Ther. Nucleic Acids, 2012, 1(8):e37; Zhi-
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galtsev et al., Bottom-up design and synthesis of limit size lipid nanopar-
ticle systems with aqueous and triglyceride cores using millisecond mi-
crofluidic mixing," Langmuir, 2012, 28(7):3633-3640).

[0129] Em algumas modalidades, as nanoparticulas podem com-
preender adicionalmente um excipiente farmaceuticamente aceitavel,
que, tal como no presente documento usado, inclui, mas néo se limita
a, qualquer e todos de solventes, meios de dispersao, diluentes, ou ou-
tros veiculos liquidos, auxiliares de dispersdo ou suspensao, agentes
tensoativos, agentes isotonicos, agentes espessantes ou emulsionan-
tes, conservantes, e outros similares, tal como adequado para a forma
de dosagem particular desejada. Os excipientes também podem incluir,
sem limitacdo, polimeros, nanoparticulas core-shell, peptideos, protei-
nas, células, hialuronidase, miméticos de nanoparticulas e suas combi-
nacdes. Varios excipientes para formular composicdes farmacéuticas e
técnicas para a preparacdo da composicdo sao conhecidos na técnica
(ver Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 22°Edicéo, Edi-
tado por Allen, Loyd V., Jr, Pharmaceutical Press; no presente docu-
mento incorporado como referéncia na sua integralidade). O uso de um
meio excipiente convencional pode ser contemplado dentro do escopo
da presente descricao, exceto na medida em que, como qualquer meio
excipiente convencional, possa ser incompativel com uma substancia
ou seus derivados, tal como produzindo qualquer efeito biologico inde-
sejavel ou de outra forma interatuando de modo prejudicial com qual-
quer/quaisquer outro(s) componente(s) da composi¢ao farmacéutica.
[0130] Em algumas modalidades, as nanoparticulas podem com-
preender uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um componente
lipidico e um RNA modificado, em que as composi¢cdes compreendem
ainda um excipiente farmaceuticamente aceitavel. Em algumas modali-
dades, o excipiente farmaceuticamente aceitavel é escolhido de um sol-

vente, meios de dispersao, diluente, agente de dispersado, auxiliar de
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suspensao, tensoativo, agente isotbnico, agente espessante ou emulsi-
onante, conservante, nanoparticulas core-shell, polimero, peptideo, pro-
teina, célula, hialuronidase, e misturas dos mesmos. Em algumas mo-
dalidades, o solvente € um solvente aquoso. Em algumas modalidades,
0 solvente € um solvente ndo aquoso.

[0131] A presente descricdo também fornece uma composicéao far-
macéutica compreendendo uma ou mais nanoparticulas lipidicas com-
preendendo um componente lipidico e um RNA modificado, como des-
crito no presente documento, e um excipiente farmaceuticamente acei-
tavel. Em algumas modalidades, as composi¢cGes farmacéuticas com-
preendem uma pluralidade de nanoparticulas lipidicas como no pre-
sente documento descritas e um excipiente farmaceuticamente aceita-
vel. Em algumas modalidades, o excipiente farmaceuticamente aceita-
vel é escolhido de um solvente, meios de dispersédo, diluente, agente de
disperséo, auxiliar de suspenséo, tensoativo, agente isoténico, agente
espessante ou emulsionante, conservante, nanoparticulas core-shell,
polimero, peptideo, proteina, célula, hialuronidase, e misturas dos mes-
mos. Em algumas modalidades, o solvente € um solvente aquoso. Em
algumas modalidades, o solvente € um solvente ndo aquoso.

7.5. Melhorando a Cicatrizacao de Feridas em um Sujeito

[0132] As vias de VEGF-A desempenham um papel central nos pro-
cessos de cicatrizacao de feridas, incluindo a revascularizacéo de teci-
dos danificados, melhorando a permeabilidade vascular e a formacao
de novos vasos sanguineos. E um objetivo da presente descri¢ido para
o tratamento de sujeitos que sofrem de doencas resultantes de proces-
sos deficientes de cicatrizacéo de feridas.

[0133] Em algumas modalidades, as nanoparticulas de acordo com
esta descricdo sdo administradas a um sujeito que sofre de uma doenca

gue afeta estruturas vasculares. As estruturas vasculares sao mais fre-
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guentemente lesionadas por trauma penetrante, queimaduras ou cirur-
gia. A diabetes prejudica numerosos componentes da cicatrizagédo de
feridas, e um paciente com cicatrizacdo de feridas diabéticas tem geral-
mente um fluxo sanguineo alterado devido a disfuncdo vascular. Con-
sequentemente, um sujeito com Ulcera de pele incluindo Ulceras diabé-
ticas tem normalmente uma cicatrizacdo de feridas diminuida ou retar-
dada. Em algumas modalidades, as nanoparticulas como no presente
documento descritas sdo administradas a um sujeito que sofre de dia-
betes. No contexto desta descricdo, uma ferida pode ser, por exemplo,
uma ferida cirargica, uma queimadura, uma ferida abrasiva, um local de
bidpsia da pele, uma ferida crénica, uma leséo (por exemplo, uma ferida
de leséo traumatica), uma ferida de enxerto, uma ferida diabética, uma
Ulcera diabética (por exemplo, Ulcera de pé diabético), uma ulcera por
pressao, escaras e suas combinacoes.

[0134] Em algumas modalidades, as nanoparticulas compreen-
dendo um componente lipidico e um RNA modificado (por exemplo,
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 5) podem
ser usadas para melhorar a cicatrizacdo de feridas em um tecido de
mamifero ou em um sujeito.

[0135] Em algumas modalidades, as nanoparticulas como no pre-
sente documento descritas podem ser usadas para induzir neovascula-
rizacdo em um tecido de mamifero ou em um sujeito. Em algumas mo-
dalidades, as nanoparticulas como no presente documento descritas
podem ser usadas para induzir angiogénese em um tecido de mamifero
ou em um sujeito.

[0136] No entanto, em algumas modalidades, as nanoparticulas
como no presente documento descritas podem ser usadas para tratar
uma leséo vascular de trauma ou cirurgia. Em algumas modalidades, as
nanoparticulas como no presente documento descritas podem ser usa-

das para tratar uma doenca que envolve enxerto de pele e enxerto de
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tecido.

[0137] Outros aspectos da descricdo referem-se a administracéo
das nanoparticulas a sujeitos em sua necessidade. Em algumas moda-
lidades, as nanoparticulas como no presente documento descritas sao
administradas por uma via intradérmica para melhorar a cicatrizacdo de
feridas de um tecido ou de um mamifero.

[0138] Em certas modalidades, as nanoparticulas como no presente
documento descrito podem ser administradas a niveis de dosagem su-
ficientes para entregar cerca de 0,0001 mg/kg a cerca de 100 mg/kg,
cerca de 0,001 mg/kg a cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,005 mg/kg a
cerca de 0,05 mg/kg, cerca de 0,001 mg/kg a cerca de 0,005 mg/kg,
cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 0,5 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca
de 50 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,5
mg/kg a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg,
cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 10 mg/kg, ou cerca de 1 mg/kg a cerca
de 25 mg/kg, de RNA modificado por peso corporal do sujeito por dia,
uma ou mais vezes ao dia, para se obter o efeito terapéutico desejado.
[0139] Em algumas modalidades, as nanoparticulas como no pre-
sente documento descritas sdo administradas a um sujeito em uma
Gnica administracdo. Em algumas modalidades, as nanoparticulas,
como no presente documento descritas, sao administradas ao sujeito, a
uma dosagem fixa em mdultiplas (por exemplo, duas, trés, quatro, cinco,
seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, quatorze, quinze, dezes-
seis, dezessete, dezoito, dezanove, vinte, ou mais) administracdes. Em
cada uma das modalidades neste paragrafo, as "administragcdes multi-
plas" podem ser separadas umas das outras por intervalos de tempo
curtos (1-5 min), médios (6-30 minutos), ou longos (mais de 30 minutos,
horas, ou mesmo dias).

[0140] As nanoparticulas podem ser administradas a um sujeito
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usando qualquer dosagem de administracéo eficaz para tratar uma do-
enca, disturbio e/ou afecdo. A dosagem exata necessaria ira variar de
sujeito para sujeito, dependendo da espécie, idade, e condi¢do geral do
sujeito, da gravidade da doenca, da formulacéo particular, seu modo de
administragcdo, seu modo de atividade, e outros similares. Sera enten-
dido, porém, que o uso diario total das composicdes pode ser decidido
pelo médico assistente dentro do escopo do bom senso médico. O nivel
de dose farmaceuticamente eficaz especifico para qualquer paciente em
particular dependera de uma variedade de fatores, incluindo a gravidade
da doenca, a composicao especifica aplicada, a idade, peso corporal,
saude geral, sexo e dieta do paciente, o tempo de administracéo, via de
administracdo, a duragéo do tratamento e fatores similares bem conhe-
cidos nas técnicas médicas.

[0141] Todas as reivindicagdes na listagem de reivindicagbes sao
no presente documento incorporadas como referéncia no relatorio des-
critivo, na sua integralidade como modalidades adicionais.

8. EXEMPLOS

8.1. EXEMPLO 1

Preparacdo de Nanoparticulas e Composi¢fes Salinas de Citrato
[0142] Lipideos e RNA modificados: Solucdo estoque de lipideos
em etanol foi preparada a partir de um Composto A, fosfatidilcolina de
distearoilo (DSPC, Avanti Polar Lipids), colesterol (Sigma) e um lipideo
de polietilenoglicol modificado (MPEG2000-DMG de NOF Corporation).
Os lipideos foram misturados em etanol 99,5% até uma concentragéo
lipidica total de 12,5 mM. A composicao foi o Composto A, DSPC, co-
lesterol, DMG-PEG na raz&o de 50:10:38,5:1,5% mol. O RNA modifi-
cado de VEGF-A (por exemplo, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4 ou SEQ ID NO: 5) foi descongelado e diluido para 6,25 mM em
tampdao acetato de sodio e agua HyClone em concentraces correspon-

dendo a uma razéo de carga (N:P) de 5,67 ou 3 na formulacéo final. As
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formulacdes finais apos a diluicdo foram as seguintes:
LNP 1:11 (N:P=3), concentracao de mRNA de 0,06 mg/mL

Componente LNP Quantidade (mg/mL)
RNA modificado de VEGF-A 0,06
Composto A 0,37
DSPC 0,08
Colesterol 0,16
DMG-PEG 0,04
LNP 1:20 (N:P=5,67), concentracao de mRNA de 0,06 mg/mL
Componente LNP Quantidade (mg/mL)
RNA modificado de VEGF-A 0,06
Composto A 0,70
DSPC 0,16
Colesterol 0,30
DMG-PEG 0,07

[0143] Composicdes nanoparticulas lipidicas (LNP): As composi-
cOes LNP foram preparadas misturando-se rapidamente uma solugcao
de etanol contendo os lipideos e solucdo aquosa de RNA modificado de
VEGF-A em um dispositivo de microfluidos, seguido por dialise em so-
lucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Resumidamente, a solucao
de RNA modificado de VEGF-A e a solucdo lipidica foram injetadas em
um dispositivo de mistura microfluidica em uma razdo volumétrica de
aguosa para etanol 3:1 e taxas de fluxo de 12-14 mL/min usando duas
seringas, que foram controladas por bombas de seringa. O etanol foi
removido por dialise das composicdes de LNP contra tampao PBS du-
rante a noite usando membranas com 10 KD de ponto de corte. Com-
posicdes de LNP foram concentradas usando dispositivos de filtragem
por centrifugacdo com 30 KD de ponto de corte e caracterizado pelo

tamanho de particula (72 nm), a concentracdo de RNA modificado de
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VEGF-A (0,35 mg/mL), o indice de polidispersidade (0,14) e encapsula-
céo (94%). Composicdes de LNP foram diluidas para a concentracéo
final de 0,33 mg/mL com PBS e esterilizadas por filtragdo. As composi-
cOes de LNP foram armazenadas sob refrigeracéo.

[0144] Composicdes salinas de citrato: Composicdes salinas de ci-
trato foram preparadas diluindo solucdo de RNA modificado de VEGF-
A descongelada com 4gua HyClone e uma solucéo tampao concentrada
a uma composicao final de citrato de sédio 10 mM e cloreto de sddio
130 mM a pH 6,5.

8.2. EXEMPLO 2

Avaliacdo de Producéo de Proteina VEGF-A Humana Apoés Injecéo
Intradérmica de RNA Modificado de VEGF-A Humana em Camun-
dongo

[0145] Nanoparticulas e composi¢des salinas de citrato compreen-
dendo um RNA Modificado de VEGF-A e Composto A foram preparados
como no Exemplo 1. Neste exemplo, 0 RNA Modificado de VEGF-A ti-
nha a sequéncia de SEQ ID NO: 3.

[0146] Camundongos machos db/db (C57BL/6J, BKS.Cg-
m+/+Leprdb/BomTac homozigéticos, Taconic Dinamarca) foram anes-
tesiados com isoflurano. Estes camundongos sédo um modelo estabele-
cido de diabetes do Tipo Il e tém a cicatrizacdo de feridas comprome-
tida, em comparacdo com os camundongos de tipo selvagem. Os ca-
mundongos foram rapados e o pelo restante foi removido com creme
depilatorio. Tanto o RNA modificado de VEGF-A (100 pg) formulado em
solucéo salina de citrato ou 0 RNA modificado de VEGF-A (3 ug) formu-
lado em LNP (Ver Exemplo 1) foi injetado por via intradérmica de 4 inje-
cOes separadas (10 pL cada, volume total de 40 pL) dentro de uma area
circular de 0,785 mm?. Em pontos de tempo pré-definidos apds as inje-

cOes intradérmicas, os camundongos foram anestesiados e as areas da
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pele injetada foram amostradas e congeladas rapidamente em nitrogé-
nio liquido e armazenadas a 80 °C. Todas as amostras foram analisadas
guanto a proteina VEGF- A humana.

[0147] As amostras de camundongo db/db injetados com 100 ug de
RNA modificado de VEGF-A formulado em solugéo salina de citrato fo-
ram tiradas 6, 24, 48, 72, e 144 horas ap0s a injecdo. As amostras de
camundongos db/db injetados com 3 pg de RNA modificado de VEGF-
A formulado em LNP foram colhidas as 3, 6, 24, 48, 72, 144 horas ap0s
a injecao.

Quantificacdo da Proteina VEGF-A Humana em Pele de Camun-
dongo

[0148] Para preparar as amostras de pele para analise do contetudo
de proteina VEGF-A humana, foi adicionado tampéao de lise Tris con-
tendo inibidores da fosfatase | e Il e inibidor da protease (Meso Scale
Discovery (MSD), Rockville, MD, EUA) as biépsias de tecidos congela-
das e se congelou a aproximadamente 20 °C antes da homogeneizagéo.
Adicionou-se de seguida esferas de aco inoxidavel (3 mm) e as amos-
tras foram homogeneizadas usando o instrumento de homogeneizacao
Precellys. Os homogenatos foram centrifugados e os sobrenadantes ar-
mazenados a 80°C antes de analise.

[0149] As concentragbes de VEGF-A humana foram determinadas
usando um imunoensaio do tipo sanduiche com deteccao eletroquimica
luminescente. O kit de ensaio de VEGF-A humana MSD® 96-pocos
MULTI-ARRAY® (Mesoscale, Rockville, Maryland) foi usado para medir
a concentracdo de VEGF-A nos homogenatos de tecido. Este ensaio
detecta apenas a proteina VEGF-A humana e, portanto, serve para tes-
tar apenas a VEGF-A expressa a partir do RNA modificado. O ensaio foi
efetuado de acordo com as instrucdes do kit. Os padrdes foram diluidos
em série em diluentes de MSD. As amostras com elevada concentracao

foram diluidas com diluentes MSD antes da analise para se ajustar no
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interior da curva padréo e as placas foram lidas no Meso Scale Disco-
very's Sector Imager 6000.

Resultados

[0150] FIG. 3 e 4 resumem os perfis de tempo e magnitude da pro-
ducéo de proteina VEGF-A humana apos injecdo intradérmica de RNA
modificado de VEGF-A formulado em solucé&o salina de citrato (100 ug)
e LNP (3 pg), respectivamente. Houve uma producéo eficiente de pro-
teinas em 6 e 3 horas, respectivamente (FIG. 4). Em particular, a com-
posicdo de LNP resultou na producéo de mais de cerca de 400 pg/mg
de proteina VEGF-A dentro de 8 horas (FIG. 4). Além disso, a composi-
cao de LNP resultou na producao de mais de cerca de 1 pg/mg de pro-
teina VEGF-A até 6 dias (FIG. 3). Producdo de proteina VEGF-A foi
substancialmente aumentada quando o RNA modificado de VEGF-A foi
formulado em LNP em comparagcdo com a solucdo salina de citrato de
(FIGs. 3 e 4).

[0151] A Tabela 2 resume os parametros farmacocinéticos obtidos
apos a injecao intradérmica de RNA modificado de VEGF-A, formulado
em solucéo salina de citrato (100 pg) e LNP (3 pg). A Cmax foi aumentada
13,7 vezes para RNA modificado de VEGF-A formulado em LNP apesar
do facto de que a dose foi de apenas 3% do RNA modificado de VEGF-
A formulado em solucéo salina de citrato. A area total sob a curva de
concentracao, AUCo+, foi aumentada 6,6 vezes com 3 pug de RNA modi-
ficado de VEGF-A formulado em LNP em comparacdo com 100 ug de
RNA modificado de VEGF-A formulado em solucéo salina de citrato.
Tabela 2. Parametros farmacocinéticos calculados a partir das concen-
tracOes de VEGF-A humana obtidas nas duas séries temporais com
RNA modificado de VEG F-A humana formulado em solucéo salina de
citrato e em LNP, respectivamente. A area total sob a curva de concen-
tracdo AUC,.t) foi calculada com base no perfil mediano nos pontos de

dados medidos até 144 horas apos a dose.
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Grupo Dose Tmax Crmax AUC 0+ tu2

(ng) (h) (pg/mg tecido) (pg*h/mg tecido) (h)

LNP 3 6 424 5296 50

Solugéo sa- 100 24 31 806 40
lina de citrato

8.3. EXEMPLO 3

Efeitos na Cicatrizagcdo de Feridas Apo0s Injecéo Intradérmica de
RNA Modificado de VEGF-A humana

Materiais e Métodos

[0152] Nanoparticulas lipidicas e composi¢cdes salinas de citrato
compreendendo um RNA Modificado de VEGF-A e Composto A foram
preparados como no Exemplo 1. Neste exemplo, o0 RNA Modificado de
VEGF-A tinha a sequéncia de SEQ ID NO: 4. Além disso, um RNA mo-
dificado de VEGF-A néo traduzivel (SEQ ID NO: 6) foi usado para for-
mular certas nanoparticulas ou composi¢des salinas de citrato, como
indicado nas figuras.

[0153] Os camundongos db/db machos com 12 semanas de idade
(B6.BKS(D)-Leprdb/J) da Jackson Lab USA foram analisados quanto a
glicemia apos 4 h de jejum e depois randomizados em grupos de trata-
mento. Os camundongos foram anestesiados com isoflurano. A super-
ficie dorsal de cada camundongo foi rapada com uma maquina de cortar
cabelo elétrica seguida de um agente depilatdrio para remover o0s pelos
restantes. A pele foi lavada com descutan e etanol. Uma ferida de es-
pessura total na parte de tras de cada camundongo foi criada por uma
marca com uma puncao de biopsia de 10 mm e, em seguida, cortada
em condicdes esterilizadas e coberta com uma bandagem de Tega-
derm. No dia 3 ap6s o ferimento, a bandagem de Tegaderm foi remo-
vida. A nanoparticula ou a composicao salina de citrato foi injetada in-
tradermicamente como 4 inje¢des separadas (10 pL cada, volume total
40 pL) em posicdes proximas a margem da ferida. A ferida foi entdo

coberta por uma nova bandagem Tegaderm. Durante o periodo de ob-
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servacao, os camundongos foram mantidos separados para evitar inter-
feréncia na cicatrizacao de feridas.

[0154] A cicatrizacdo da ferida foi determinada a partir de uma série
temporal (isto €, todos os 3/4 dias até ao dia 17 ap6s o ferimento) de
fotografias digitais tiradas a uma distancia fixa e com uma iluminacéo
indireta. A area da ferida foi determinada tracando a margem da ferida
usando o software de analise de imagem Image J e depois calculada
como uma area percentual da area da linha de base no dia 3 apos o
ferimento, imediatamente antes da dosagem.

[0155] A avaliacdo estatistica foi realizada com um teste t ndo-pa-
reado de dois lados, e valores de p<0,05 foram considerados significa-
tivos.

Resultados

[0156] Como mostrado na FIG. 5, no dia 7, uma composi¢ao de na-
noparticulas lipidicas compreendendo 1 ug ou 3 ug de RNA modificado
de VEGF-A melhorou significativamente a cicatrizacdo de feridas
quando comparada a uma composi¢cao de nanoparticula lipidica com-
preendendo 3 ug de VEGF-A néo traduzivel, bem como uma composi-
cao salina de citrato compreendendo 100 pg de RNA modificado de
VEGF-A. Adicionalmente, no dia 10, a composicdo de nanoparticulas
lipidicas compreendendo 1 ug ou 3 pg de RNA modificado de VEGF-A
melhorou significativamente a cicatrizacdo de feridas quando compa-
rada a composicao de nanoparticula lipidica compreendendo 3 ug de
RNA modificado de VEGF-A néao traduzivel. No dia 10, ndo foi obser-
vada diferenca significativa entre a composicao de nanoparticulas lipi-
dicas compreendendo 1 pug ou 3 ug de RNA modificado de VEGF-A e a
composicéo salina de citrato compreendendo 100 ug de RNA modifi-
cado de VEGF-A.

[0157] Em uma experiéncia separada, como mostrado na FIG. 6, no

dia 7, uma composicdo de nanoparticulas lipidicas compreendendo 3
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g de RNA modificado de VEGF-A melhorou significativamente a cica-
trizacéo de feridas quando comparada a uma composi¢gdo de nanopar-
ticula lipidica compreendendo 3 pg de RNA modificado de VEGF-A néo
traduzivel, bem como uma composicdo salina de citrato que ndo com-
preende qualquer RNA modificado de VEGF-A. Adicionalmente, no dia
10, a composicao de nanoparticulas lipidicas compreendendo 3 ug de
RNA modificado de VEGF-A melhorou significativamente a cicatrizagao
de feridas quando comparada a composicdo de nanoparticula lipidica
compreendendo 3 pg de RNA modificado de VEGF-A nao traduzivel.
[0158] A FIG. 7 mostra outra experiéncia de cicatrizacéo de feridas.
No dia 7, uma composicado de nanoparticulas lipidicas compreendendo
3 ng de RNA modificado de VEGF-A melhorou significativamente a ci-
catrizacao de feridas quando comparada a uma composi¢cao de nano-
particulas lipidicas compreendendo 3 pg de RNA modificado de GFP,
uma composicao de nanoparticulas lipidicas que ndo compreende RNA
modificado ou composicéo salina de citrato que ndo compreende ne-
nhum RNA modificado. Além disso, no dia 10, a composicdo de nano-
particulas lipidicas compreendendo 3 pg de RNA modificado por VEGF-
A melhorou significativamente a cicatrizac&o de feridas quando compa-
rada com a composicdo de nanoparticulas lipidicas compreendendo 3
Hg de RNA modificado de GFP.

[0159] Como mostrado na FIG. 8, no dia 7 ou no dia 10, ndo houve
diferencas significativas na cicatrizacédo de feridas apods injecdes intra-
dérmicas das quatro composi¢des a seguir: (1) uma composi¢ao de na-
noparticulas lipidicas compreendendo 3 pg de RNA modificado de
VEGF-A nao traduzivel, (2) uma composic¢éo salina de citrato compre-
endendo 100 pg de RNA modificado de VEGF-A, (3) uma composi¢cao
salina de citrato compreendendo 100 ug de RNA modificado de VEGF-
A néo traduzivel e (4) uma composicdo salina de citrato que ndo com-

preende nenhum RNA modificado.
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9. SEQUENCIAS
[0160] 9.1. SEQ ID NO: 1: Um RNA modificado codificando
VEGF-A
5'"™MeGpppG2oMe GGAAAUAAGAGAGAAAAGAAGA-
GUAAGAAGAAAUAUAAGAGCCACCAUGAACUUUCUG-
CUGUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGCUGCUCUAcCcUcCC
ACCAUGCCAAGUGGUCCCAGGCUGCACCCAUGGCAGAAGGAGG
AGGGCAGAAUCAUCACGAAGUGGUGAAGUUCAUGGAUGUCUAU
CAGCGCAGCUACUGCCAUCCAAUCGAGACCCUGGUGGACAuUCU
UCCAGGAGUACCCUGAUGAGAUCGAGUACAUCUUCAAGCCAUCC
UGUGUGCCCCUGAUGCGAUGCGGGGGCUGCUGCAAUGACGAG
GGCCUGGAGUGUGUGCCCACUGAGGAGUCCAACAUCACCAUGC
AGAUUAUGCGGAUCAAACCUCACCAAGGCCAGCACAUAGGAGAG
AUGAGCUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUGCAGACCAAAGAA
AGAUAGAGCAAGACAAGAAAAUCCCUGUGGGCCUUGCUCAGAGC
GGAGAAAGCAUUUGUUUGUACAAGAUCCGCAGACGUGUAAAUG
UUCCUGCAAAAACACAGACUCGCGUUGCAAGGCGAGGCAGCUU
GAGUUAAACGAACGUACUUGCAGAUGUGACAAGCCGAGGCGGU
GAUAAUAGGCUGGAGCCUCGGUGGCCAUGCUUCUUGCCCCUUG
GGCCUCCCCCCAGCCCcTuccucceccuUUuccUGCAcCcCcGUAcCcee
CGUGGUCUUUGAAUAAAGUCUGAGUGGGCGGCAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGo
h3' (SEQ ID NO: 1)

Em que:

A, C, G & U= AMP, CMP, GMP & N1-metil-pseudoUMP,
respectivamente

Me = metila

p = fosfato inorganico
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[0161] 9.2. SEQ ID NO: 2: Sequéncia de aminoacidos da iso-
forma de VEGF-A humana VEGF-165
MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKFMD
VYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCCNDEGLE
CVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRARQE
NPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCR
CDKPRR (SEQ ID NO: 2)

[0162] 9.3. SEQ ID NO: 3: Um RNA modificado codificando
VEGF-A

5'7MeG G 2oMeAGGAAAUAAGAGAGAAAAGAAGA-
GUAAGAAGAAAUAUAAGAGCCACCAUGAACUUUCUG-
CUGUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGCUGCUCUACCcUCC
ACCAUGCCAAGUGGUCCCAGGCUGCACCCAUGGCAGAAGGAGG
AGGGCAGAAUCAUCACGAAGUGGUGAAGUUCAUGGAUGUCUAU
CAGCGCAGCUACUGCCAUCCAAUCGAGACCCUGGUGGACAuUCU
UCCAGGAGUACCCUGAUGAGAUCGAGUACAUCUUCAAGCCAUCC
UGUGUGCCCCUGAUGCGAUGCGGGGGCUGCUGCAAUGACGAG
GGCCUGGAGUGUGUGCCCACUGAGGAGUCCAACAUCACCAUGC
AGAUUAUGCGGAUCAAACCUCACCAAGGCCAGCACAUAGGAGAG
AUGAGCUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUGCAGACCAAAGAA
AGAUAGAGCAAGACAAGAAAAUCCCUGUGGGCCUUGCUCAGAGC
GGAGAAAGCAUUUGUUUGUACAAGAUCCGCAGACGUGUAAAUG
UUCCUGCAAAAACACAGACUCGCGUUGCAAGGCGAGGCAGCUU
GAGUUAAACGAACGUACUUGCAGAUGUGACAAGCCGAGGCGGU
GAUAAUAGGCUGGAGCCUCGGUGGCCAUGCUUCUUGCCCCUUG
GGCCUCCCCCCAGCCCccTuccuUccccUucCcUGCACcCcGUACcee
CGUGGUCUUUGAAUAAAGUCUGAGUGGGCGGCAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAGo
H3' (SEQ ID NO: 3)
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Em que:

A C, G & U= AMP, CMP, GMP & N1-metil-pseudoUMP,
respectivamente

Me = metila

p = fosfato inorganico
[0163] 9.4. SEQ ID NO: 4: Um RNA modificado codificando
VEGF-A (VEGF-01-012)
5'"MeG,GGGAAAUAAGAGAGAAAAGAAGA-
GUAAGAAGAAAUAUAAGAGCCACCAUGAACUUU-
CUCCUUUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGUUACUCUACC
UCCACCACGCCAAGUGGUCCCAGGCCGCACCCAUGGCAGAAGG
AGGAGGGCAGAAUCAUCACGAAGUGGUGAAGUUCAUGGACGUC
UAUCAGCGCAGCUACUGCCAUCCAAUCGAGACACUGGUGGACA
UCUUCCAGGAGUACCCUGAUGAGAUCGAGUACAUCUUCAAGCCA
UCCUGUGUGCCCCUGAUGCGAUGCGGCGGCUGCUGCAAUGACG
AGGGCCUGGAGUGUGUGCCUACUGAGGAGUCCAACAUCACCAU
GCAGAUUAUGCGGAUCAAACCUCACCAAGGCCAGCACAUAGGAG
AGAUGAGCUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUGCAGACCAAAG
AAAGAUAGAGCAAGACAAGAGAAUCCCUGUGGGCCUUGCUCAGA
GCGGAGAAAGCAUUUGUUUGUACAAGAUCCGCAGACGUGUAAA
UGUUCCUGCAAGAACACAGACUCGCGUUGCAAGGCGAGGCAGC
UUGAGUUAAACGAACGUACUUGCAGAUGUGACAAGCCGAGGCG
GUGAUAAUAGGCUGGAGCCUCGGUGGCCAUGCUUcCUuGCccceu
UGGGCCUCCCCCCAGCCCCUCCUCCCCUUCCUGCACCCGUACC
CCCGUGGUCUUUGAAUAAAGUCUGAGUGGGCGGCAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUA
G3' (SEQ ID NO: 4)

Em que:

A, C, G & U= AMP, CMP, GMP & N1-metil-pseudoUMP,
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respectivamente

p = fosfato inorganico
[0164] 9,5. SEQ ID NO: 5: Um RNA modificado codificando
VEGF-A
5'"MeGpAGGAAAUAAGAGAGAAAAGAAGA-
GUAAGAAGAAAUAUAAGAGCCACCAUGAACUUU-
CUGCUGUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGCUGCUCUACC
UCCACCAUGCCAAGUGGUCCCAGGCUGCACCCAUGGCAGAAGG
AGGAGGGCAGAAUCAUCACGAAGUGGUGAAGUUCAUGGAUGUC
UAUCAGCGCAGCUACUGCCAUCCAAUCGAGACCCUGGUGGACA
UCUUCCAGGAGUACCCUGAUGAGAUCGAGUACAUCUUCAAGCCA
UCCUGUGUGCCCCUGAUGCGAUGCGGGGGCUGCUGCAAUGAC
GAGGGCCUGGAGUGUGUGCCCACUGAGGAGUCCAACAUCACCA
UGCAGAUUAUGCGGAUCAAACCUCACCAAGGCCAGCACAUAGGA
GAGAUGAGCUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUGCAGACCAAA
GAAAGAUAGAGCAAGACAAGAAAAUCCCUGUGGGCCUUGCUCAG
AGCGGAGAAAGCAUUUGUUUGUACAAGAUCCGCAGACGUGUAAA
UGUUCCUGCAAAAACACAGACUCGCGUUGCAAGGCGAGGCAGC
UUGAGUUAAACGAACGUACUUGCAGAUGUGACAAGCCGAGGCG
GUGAUAAUAGGCUGGAGCCUCGGUGGCCAUGCuUUcuUGcccecu
UGGGCCUCCCCCCAGCCCCUCCUCCCCUUCCUGCACCCGUACC
CCCGUGGUCUUUGAAUAAAGUCUGAGUGGGCGGCAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUA
G3' (SEQ ID NO: 5)

Em que:

A C, G & U= AMP, CMP, GMP & N1-metil-pseudoUMP,
respectivamente

p = fosfato inorganico
[0165] 9,6. SEQ ID NO: 6: Um RNA modificado de VEGF-A né&o
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traduzivel
5'"MeGLnGGGAAAUAAGAGAGAAAAGAAGA-
GUAAGAAGAAAUAUAAGAGCCACCACGAACUUU-
GUGCUCUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGCUGCUCUACC
UCCACCACGCCAAGUGGUCCCAGGCCGCACCCACGGCAGAAGG
AGGAGGGCAGAAUCAUCACGAAGUGGUGAAGUUCACGGACGUC
UAUCAGCGCAGCUACUGCCAUCCAAUCGAGACCCUCGUGGACA
UCUUCCAGGAGUACCCUCACGAGAUCGAGUACAUCUUCAAGCCA
UCCUGUGUGCCCCUGACGCGACGCGGGGGCUGCUGCAACGAC
GAGGGCCUCGAGUGUGUGCCCACCGAGGAGUCCAACACCACCA
CGCAGAUUACGCGGAUCAAACCUCACCAAGGCCAGCACAUAGGA
GAGACGAGCUUCCUACAGCACAACAAACGUGAACGCAGACCAAA
GAAAGAUAGAGCAAGACAAGAAAAUCCCUGUGGGCCUUGCUCAG
AGCGGAGAAAGCAUUUGUUUGUACAAGAUCCGCAGACGUGUAAA
CGUUCCUGCAAAAACACAGACUCGCGUUGCAAGGCGAGGCAGC
UUGAGUUAAACGAACGUACUUGCAGACGUGACAAGCCGAGGCG
GUGAUAAUAGGUUGGAGCCUCGGUGGCCACGCcuUcuuGcccecu
UGGGCCUCCCCCCAGCCCCUCCUCCCCUUCCUGCACCCGUACC
CCCGUGGUCUUUGAAUAAAGUCUGAGUGGGCGGCAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAZ
(SEQ ID NO: 6)

Em que:

A, C, G & U= AMP, CMP, GMP & N1-metil-pseudoUMP,
respectivamente

p = fosfato inorganico
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REIVINDICACOES
1. Nanoparticula, caracterizada pelo fato de compreender

(i) um componente lipidico compreendendo um composto
(0]

N(\/\/\)\O/\/\/\/\/
T LIl

(i) um RNA modificado compreendendo qualquer uma das
SEQ ID NOs: 1 e 3-5, codificando um polipeptideo VEGF-A da SEQ ID
NO: 2.

tendo a estrutura (Composto A) e

2. Nanoparticula, de acordo com a reivindicacao 1, caracte-
rizada pelo fato de que o componente lipidico compreende ainda um
fosfolipideo, um lipideo estrutural e/ou um lipideo PEG.

3. Nanopatrticula, de acordo com a reivindicacao 2, caracte-
rizada pelo fato de que o fosfolipideo € selecionado do grupo consistindo
em 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-gli-
cero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-
3-fosfocolina (18:0 Diéter PC), 1-oleoil-2-colesteril-hemisuccinoil-sn-gli-
cero-3-fosfocolina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina
(C16 Liso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diaraqui-
donoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16,0 PE),
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-di-
araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, sal de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-

glicerol) sodio (DOPG), esfingomielina e suas misturas;
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o lipideo estrutural € selecionado do grupo consistindo em
colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol,
brassicasterol, tomatidina, acido ursolico, alfa-tocoferol e suas misturas;
elou

o lipideo PEG ¢é selecionado do grupo consistindo em uma
fosfatidiletanolamina modificada com PEG, um &cido fosfatidico modifi-
cado com PEG, uma ceramida modificada com PEG, uma dialquilamina
modificada com PEG, um diacilglicerol modificado com PEG, um dial-
quilglicerol modificado com PEG e suas misturas.

4. Nanoparticula, de acordo com a reivindicacdo 1, caracte-
rizada pelo fato de que o componente lipidico compreende ainda um
fosfolipideo que € DSPC, um lipideo estrutural que é colesterol e/ou um
lipideo PEG que é PEG-DMG.

5. Nanoparticula, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacodes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a razdo N:P é de cerca de
2:1 a cerca de 30:1.

6. Nanoparticula, de acordo com a reivindicagéo 5, caracte-
rizada pelo fato de que a razdo N:P € de cerca de 5,67:1.

7. Nanoparticula, de acordo com a reivindicagéo 5, caracte-
rizada pelo fato de que a razédo N:P é de cerca de 3:1.

8. Nanoparticula, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacoes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a razao p/p do componente
lipidico para o RNA modificado € de cerca de 10:1 a cerca de 100:1.

9. Nanoparticula, de acordo com a reivindicagéo 8, caracte-
rizada pelo fato de que a raz&o p/p do componente lipidico para o RNA
modificado é de cerca de 20:1.

10. Nanoparticula, de acordo com a reivindicacao 8, carac-
terizada pelo fato de que a razéo p/p do componente lipidico para o RNA

modificado é de cerca de 10:1.
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11. Nanopatrticula, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a nanoparticula tem um
didmetro médio de cerca de 50 nm a cerca de 100 nm.

12. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
compreender

(a) pelo menos uma nanoparticula compreendendo (i) um

componente lipidico compreendendo um composto com a estrutura
0]

MO/V\NV
Ho/\/N\/\/\/l m/
0~ "o (Composto A) e (ii) um RNA

modificado compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 e 3-5,
codificando um polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2; e

b) um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

13. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cdo 12, caracterizada pelo fato de que o componente lipidico compre-
ende ainda um fosfolipideo, um lipideo estrutural e/ou um lipideo PEG.

14. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cdo 13, caracterizada pelo fato de que o fosfolipideo é selecionado do
grupo consistindo em 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC),
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-gli-
cero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-fosfocolina
(DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicero-fosfocolina
(DUPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-di-O-
octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina (18:0 Diéter PC), 1-oleoil-2-coleste-
ril-hemisuccinoil-sn-glicero-3-fosfocolina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-
glicero-3-fosfocolina (C16 Liso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfoco-
lina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-didocosa-hexae-

noil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
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(ME 16,0 PE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinole-
oil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfoeta-
nolamina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dido-
cosa-hexaenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal de 1,2-dioleoil-sn-gli-
cero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) sédio (DOPG), esfingomielina e suas mistu-
ras;

o lipideo estrutural é selecionado do grupo consistindo em
colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol,
brassicasterol, tomatidina, acido ursolico, alfa-tocoferol e suas misturas;
elou

o lipideo PEG ¢é selecionado do grupo consistindo em uma
fosfatidiletanolamina modificada com PEG, um &cido fosfatidico modifi-
cado com PEG, uma ceramida modificada com PEG, uma dialquilamina
modificada com PEG, um diacilglicerol modificado com PEG, um dial-
quilglicerol modificado com PEG e suas misturas.

15. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cdo 12, caracterizada pelo fato de que o componente lipidico compre-
ende ainda um fosfolipideo que é DSPC, um lipideo estrutural que é
colesterol e/ou um lipideo PEG que € PEG-DMG.

16. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 12, 13, 14 ou 15, caracterizada pelo fato de que a
razdo N:P é de cerca de 2:1 a cerca de 30:1.

17. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a razdo N:P é de cerca de 5,67:1.

18. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
céo 16, caracterizada pelo fato de que a razdo N:P é de cerca de 3:1.

19. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 12 a 18, caracterizada pelo fato de que a razéo p/p
do componente lipidico para o RNA modificado é de cerca de 10:1 a
cerca de 100:1.
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20. Composicédo farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cdo 19, caracterizada pelo fato de que a razédo p/p do componente lipi-
dico para o RNA modificado € de cerca de 20:1.

21. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cdo 19, caracterizada pelo fato de que a razédo p/p do componente lipi-
dico para o RNA modificado € de cerca de 10:1.

22. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 12 a 21, caracterizada pelo fato de que a nanoparti-
cula tem um didmetro médio de cerca de 50 nm a cerca de 100 nm.

23. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 12 a 22, caracterizada pelo fato de que, quando ad-
ministrada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composic¢ao far-
macéutica resulta em uma concentragdo maxima observada no plasma
e/ou tecido, Cmax, do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até cerca
de 450 pg/mL de plasma ou pg/mg de tecido.

24. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacOes 12 a 22, caracterizada pelo fato de que, quando ad-
ministrada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composicao far-
macéutica resulta em uma area total de plasma e/ou tecido sob a curva
de concentragédo, AUCo.;, do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até
cerca de 5,500 pg*h/mL de plasma ou pg*h/mg de tecido.

25. Composicéao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 12 a 22, caracterizada pelo fato de que, quando ad-
ministrada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composicao far-
macéutica resulta na producao de mais do que cerca de 400 pg/mg de
tecido do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 dentro de 8 horas.

26. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 12 a 22, caracterizada pelo fato de que, quando ad-
ministrada a um tecido de mamifero ou a um sujeito, a composicao far-

macéutica resulta na producdo de mais do que cerca de 1 pg/mg de
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tecido do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 durante até 6 dias.

27. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cao 12, caracterizada pelo fato de que o excipiente farmaceuticamente
aceitavel é escolhido de um solvente, meios de dispersao, diluente,
agente de disperséao, auxiliar de suspensao, tensoativo, agente isoto-
nico, agente espessante ou emulsionante, conservante, polimero, pep-
tideo, proteina, célula, hialuronidase e suas misturas.

28. Método para promover e/ou melhorar a cicatrizacdo de
feridas em um sujeito, caracterizado pelo fato de compreender adminis-
trar ao sujeito uma quantidade eficaz da nanoparticula, como definida
em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 11, ou a composi¢cado farma-
céutica, como definida em qualquer uma das reivindicagbes 12 a 27.

29. Método, de acordo com a reivindicacéo 28, caracterizada
pelo fato de que o componente lipidico da nanoparticula compreende
ainda um fosfolipideo, um lipideo estrutural e um lipideo PEG.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizada
pelo fato de que o fosfolipideo € selecionado do grupo consistindo em
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-fosfocolina (DMPC), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicero-fosfocolina (DUPC), 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-di-O-octadecenil-sn-glicero-
3-fosfocolina (18:0 Diéter PC), 1-oleoil-2-colesteril-hemisuccinoil-sn-gli-
cero-3-fosfocolina (OChemsPC), 1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfocolina
(C16 Liso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diaraqui-
donoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-glicero-3-
fosfocolina, 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (ME 16,0 PE),

1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-
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fosfoetanolamina, 1,2-dilinolenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-di-
araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-didocosa-hexaenoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, sal de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-
glicerol) sodio (DOPG), esfingomielina e suas misturas;

o lipideo estrutural é selecionado do grupo consistindo em
colesterol, fecosterol, sitosterol, ergosterol, campesterol, estigmasterol,
brassicasterol, tomatidina, acido ursolico, alfa-tocoferol e suas misturas;
e/ou

o lipideo PEG é selecionado do grupo consistindo em uma
fosfatidiletanolamina modificada com PEG, um &cido fosfatidico modifi-
cado com PEG, uma ceramida modificada com PEG, uma dialquilamina
modificada com PEG, um diacilglicerol modificado com PEG, um dial-
quilglicerol modificado com PEG e suas misturas.

31. Método, de acordo com a reivindicacao 28, caracterizada
pelo fato de que o componente lipidico compreende ainda um fosfolipi-
deo que € DSPC, um lipideo estrutural que é colesterol e/ou um lipideo
PEG que é PEG-DMG.

32. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
28 a 31, caracterizada pelo fato de que a razdo N:P da nanoparticula é
de cerca de 2:1 a cerca de 30:1.

33. Método, de acordo com a reivindicacéo 32, caracterizada
pelo fato de que a razédo N:P da nanoparticula € de cerca de 5,67:1.

34. Método, de acordo com a reivindicacéo 32, caracterizada
pelo fato de que a razédo N:P da nanoparticula € de cerca de 3:1.

35. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacées
28 a 34, caracterizada pelo fato de que a razdo p/p do componente lipi-
dico para o RNA modificado € de cerca de 10:1 a cerca de 100:1.

36. Método, de acordo com a reivindicacéo 35, caracterizada
pelo fato de que a razéo p/p do componente lipidico para o RNA modifi-

cado é de cerca de 20:1.
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37. Método, de acordo com a reivindicacéo 35, caracterizada
pelo fato de que a razéo p/p do componente lipidico para o RNA modifi-
cado é de cerca de 10:1.

38. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
28 a 37, caracterizada pelo fato de que a nanoparticula tem um diametro
médio de cerca de 70 nm a cerca de 80 nm.

39. Método, de acordo com a reivindicacao 38, caracterizada
pelo fato de que a nanoparticula tem um diametro médio de cerca de 72
nm.

40. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a administracéo resulta em uma
concentracdo maxima observada no plasma e/ou tecido, Cmax, do poli-
peptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até cerca de 450 pg/mL de plasma
ou pg/mg de tecido.

41. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a administracao resulta em uma
area total de plasma e/ou tecido sob a curva de concentracdo, AUCo.,
do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 até cerca de 5,500 pg*h/mL
de plasma ou pg*h/mg de tecido.

42. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacées
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a administracéo resulta na pro-
ducéo de mais do que cerca de 400 pg/mg de tecido do polipeptideo
VEGF-A da SEQ ID NO: 2 dentro de 8 horas.

43. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a administracao resulta na pro-
ducdo de mais do que cerca de 1 pg/mg de tecido do polipeptideo
VEGF-A da SEQ ID NO: 2 durante até 6 dias.

44. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a nanoparticula ou a composicao

farmacéutica é administrada por via intradérmica.
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45. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a concentracdo do RNA modifi-
cado € de cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg.

46. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a administracdo resulta em um
aumento da producéo do polipeptideo VEGF-A da SEQ ID NO: 2 por um
fator de cerca de 5 a cerca de 100, quando comparado com uma admi-
nistracao do RNA modificado em um tampéao salino de citrato.

47. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que o sujeito sofre de diabetes.

48. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a ferida € uma ferida cirurgica,
uma queimadura, uma ferida abrasiva, um local de bidpsia da pele, uma
ferida crénica, uma leséo (por exemplo, uma ferida de leséo traumatica),
uma ferida de enxerto, uma ferida diabética, uma ulcera diabética (por
exemplo, Ulcera de pé diabético), uma Ulcera por pressao, escaras e
suas combinagoes.

49. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica¢gdes
28 a 39, caracterizada pelo fato de que a composi¢cao farmacéutica com-
preende um excipiente farmaceuticamente aceitavel, preferencialmente
um solvente, meios de disperséo, diluente, agente de disperséo, auxiliar
de suspensédo, tensoativo, agente isotOnico, agente espessante ou
emulsionante, conservante, polimero, peptideo, proteina, célula, hialu-
ronidase e suas misturas.

50. Método para induzir neovascularizacdo em um tecido de
mamifero ou em um sujeito, caracterizado pelo fato de compreender ad-
ministrar ao tecido de mamifero ou sujeito uma quantidade eficaz da
nanoparticula, como definida em qualquer uma das reivindicacbes 1 a
11, ou a composi¢ao farmacéutica, como definida em qualquer uma das

reivindicacbes 12 a 27.
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51. Método para induzir angiogénese em um tecido de ma-
mifero ou em um sujeito, caracterizado pelo fato de compreender admi-
nistrar ao tecido de mamifero ou sujeito uma quantidade eficaz da na-
noparticula, como definida em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 11,
ou a composic¢ao farmacéutica, como definida em qualquer uma das rei-
vindicacdes 12 a 27.

52. Método para aumentar a densidade capilar e/ou arteriola
em um tecido de mamifero ou em um sujeito, caracterizado pelo fato de
compreender administrar ao tecido de mamifero ou sujeito uma quanti-
dade eficaz da nanoparticula, como definida em qualquer uma das rei-
vindicacdes 1 a 11, ou a composi¢cao farmacéutica, como definida em

qualquer uma das reivindicacdes 12 a 27.
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RESUMO
Patente de Invengdo: “NANOPARTICULAS LIPIDICAS PARA A
ENTREGA DE RNA MODIFICADO CODIFICANDO UM POLIPEPTI-
DEO VEGF-A”.

A presente invencao refere-se a nanoparticulas compreen-
dendo um componente lipidico e um RNA modificado codificando um
polipeptideo VEGF-A. Aspectos da descri¢do referem-se ainda a usos
de nanoparticulas compreendendo um componente lipidico e um RNA
modificado codificando um polipeptideo VEGF-A para melhorar a cica-

trizacao de feridas em um sujeito.
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