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“COMPOSTOS COMPREENDENDO IMINO LIPIDIOS E COMPOSICAO
COMPREENDENDO OS DITOS COMPOSTOS”

Campo da invencéao

[001]A presente invengao refere-se a conjuntos lipidicos ou lipossomas que
sao capazes de superar um bloqueio captagdo mediado por lipoproteina. Mais espe-
cificamente, esta invencdo se refere a melhorias em lipossomas compreendendo
lipidios carregados negativamente tendo um grupo cabeca carboxilico ou fosfato e
lipidios carregados positivamente tendo porgdes imino ou guanido ou seus derivados
nas respectivas regiées polares.

Fundamentos para a Invengao

[002]Lipossomas tém uso generalizado como veiculos de ingredientes ati-
vos. Lipossomas neutros ou carregados negativamente s&do muitas vezes utilizados
para a entrega de farmacos de pequenas moléculas, enquanto positivamente carre-
gados (catidnicos) ou da classe introduzida recentemente de lipossomas anfotéricos
sdo usados principalmente para a entrega de acidos nucléicos tais como plasmideos
ou oligonucleotideos. Exemplos importantes para lipossomas catidnicos utilizados
para a entrega de cargas de acido nucléico incluem, mas ndo estdo limitados a
Semple et el.,, Nat. Biotech. (2010) 28:172-176; Akinc et al, Nat. Biotech. (2008)
26:561 -569; Chien et al, Cancer Gene Ther. (2005) 12:321 - 328; de Fougerolles,
Nat. Rev. Drug Discov. (2007) 6:443 - 453; Kim et al, Mol. Ther. (2006) 14:343 - 350;
Morrissey, Nat. Biotech. (2005) 23: 1002-1007; Peer, Ciéncia (2008) 319: 627-630 e
Gene Santel, Ther. (2006) 13: 1222-1234. Aplicagao de lipossomas anfotéricos para
a entrega de acidos nucléicos tem sido demonstrada em Andreakos et al. Arthritis
Rheum. (2009) 60:994 - 1005.

[003]Lipossomas anfotéricos pertencem a familia maior de pH sensivel,
compreendendo adicionalmente lipossomas anidnicos e catidnicos de pH sensivel,

protétipos dos quais foram apresentados em Lai et al., Biochemistry (1985) e
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24:1654-1661 Budker et al., Nat. Biotech. (1996) 14:760-764. Ao contrario dos lipos-
somas anibénicos e catibnicos de pH sensivel, lipossomas anfotéricos sao estruturas
complexas e compreendem pelo menos um par de lipidios tendo carga complemen-
tar. WO 02/066012 descreve uma caracteristica fundamental dos lipossomas anfote-
ricos em que estes tém uma fase estavel, em ambos os pH baixo e neutro. WO
02/066012 e WO07/107304 descrevem um meétodo de carregar tais particulas com
acidos nucléicos a partir de um pH baixo.

[004]Hafez, et al. (Biophys. J. 2000, 79 (3), 1438-1446) e WO 02/066012
proveem algumas orientagdes de como selecionar misturas de lipidios com proprie-
dades verdadeiramente anfotéricas e mais especificamente como determinar o seu
ponto isoelétrico e inicio da fusdo. Lipidios neutros podem ser constituintes adicio-
nais de lipossomas anfotéricos. A inclusdo de um ou mais lipidios neutros contribui
significativamente para a complexidade da mistura, especialmente uma vez que a
quantidade individual de todos os componentes pode variar. O numero muito eleva-
do de combinacdes possiveis de lipidios representa um obstaculo pratico para uma
otimizagdo mais rapida de lipossomas anfotéricos. A este respeito, WO08/043575
revela estratégias para a otimizagdo da estabilidade, fusogenicidade e transfecgao
celular de lipossomas anfotéricos, particularmente um método de prever quais as
misturas de lipidios formam fases lamelares estaveis satisfatorias em pH alto e bai-
x0, enquanto formam uma fase hexagonal fusogénica em um pH intermediario.

[005]Os lipossomas anfotéricos de acordo com as referéncias acima menci-
onadas sao transfectantes potentes de células. No entanto, foi observado que a fun-
¢ao de alguns desses lipossomas pode ser bloqueada pela adi¢do de certos soros,
assim, potencialmente limitando a atividade desses lipossomas para o direciona-
mento de certas células in vivo. Isto é adicionalmente ilustrado nos exemplos aqui
apresentados, por exemplo, Exemplo 3.

[006]A inibicao da captacao de lipossomas anfotéricos observada em dife-
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rentes amostras € aparentemente oposta a ativagao recentemente publicada de vei-
culos catidnicos através da formacdo de complexos com lipoproteinas, neste caso
ApoE, como demonstrado em Akinc et al. Mol. Ther. (2010 a publicagao eletrénica
em 11 de maio, ahead of print. DOI: 10.1038/mt.2010.85

[007]Uma investigagdo mais detalhada revelou lipoproteinas como mediado-
res deste efeito inibitério. Como mostrado no Exemplo 4 aqui, soro humano deficien-
te de lipoproteinas ndo € mais capaz de inibir a absor¢ao dos lipossomas, como in-
dicado pela entrega funcional de siRNA para as células desafiadas. Os inventores
agora surpreendente e inesperadamente descobriram que certas espécies de lipi-
dios de imino catibénicos em combinacdo com lipidios anidnicos tendo uma porgao
carboxila ou fosfato em seus grupos cabecga polares sao particularmente vantajosas
na manutengao da atividade de transfeccdo na presencga de soro. Frequentemente,
uma vantagem particular foi observada quando os conjuntos lipidicos ou lipossomas
criados a partir de misturas de lipidios foram formuladas de acordo com o método
descrito aqui e em WOO08/043575.

Objeto da invengao

[008]Era, portanto, um objeto da invengao prover conjuntos lipidicos ou li-
possomas que podem transfectar células na presenca de soros diferentes.

[009]0utro objeto da invengao é prover composi¢des farmacéuticas compre-
endendo lipossomas como um veiculo para a entrega de agentes ativos ou ingredi-
entes, incluindo medicamentos como farmacos de acido nucléico, por exemplo, oli-
gonucleotideos e plasmideos em células ou tecidos.

Sumario da Invencao

[0010]A presente invengao prové conjuntos lipidicos, lipossomas e seu uso
para a transfeccéo de células em que os conjuntos lipidicos compreendem anfifilicos
anidnicos e catibnicos e em que pelo menos uma parte dos anfifilicos catibnicos sao

lipidios de imino que s&o substancialmente carregados com pH 7,5, e em que os
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anfifilicos aniénicos s&o lipidios de carboxila ou fosfato e em que adicionalmente a
relacdo de carga entre os anfifilicos catidnicos e anidnicos é de 1,5 ou menos.

[0011]Em varias modalidades da invengdo, conjuntos lipidicos anfifilicos
compreendendo anibnicos e catidbnicos sao providas em que pelo menos uma por-
¢ao dos anfifilicos catidnicos sao lipidios de imino que sdo substancialmente carre-
gados em condi¢des fisiologicas, e em que adicionalmente pelo menos uma porgéo
dos anfifilicos anidnicos séo lipidios de carboxila, e em que a relagcédo entre os anfifi-
licos catibnicos e anibnicos € inferior ou igual a 1,5.

[0012]Em aspectos mais especificos da invengdo, conjuntos lipidicos com-
preendendo uma combinagao de lipidios sdo providas em que os lipidios catibnicos
da referida combinagdo compreendem uma por¢ao guanido e os lipidios anidénicos
da combinagdo formam um grupo carboxila, adicionalmente caracterizado pelo fato
de que a relagdo entre as porg¢des guanido e os grupos carboxila € menor ou igual a
1,5.

[0013]Em outras modalidades da invengao, conjuntos lipidicos anfifilicos
compreendendo anidnicos e catibnicos sao providas em que pelo menos uma parte
dos anfifilicos catidnicos sao lipidios de imino que sdo substancialmente carregados
em condigdes fisiologicas, e em que adicionalmente pelo menos uma por¢ado dos
anfifilicos anidnicos sao lipidios de fosfato, e em que a relagdo entre os anfifilicos
catiénicos e anidnicos é inferior ou igual a 1,5. Em aspectos adicionais preferidos de
tais modalidades, os lipidios s&o os lipidios de imino guanido.

[0014]0s grupos imino carregados dos anfifilicos catidbnicos das invengdes
tém um pK superior a 7,5 e sdo selecionados a partir de iminas, amidinas, piridinas,
2-aminopiridinas, bases nitrogenadas heterociclicas, por¢des guanido, isouréias ou
tioisouréias. Em modalidades preferidas, os lipidios catibnicos sdo selecionados a
partir do grupo de PONA, CHOLGUA, GUADACA, MPDACA ou SAINT-18.

[0015]Em modalidades preferidas, os lipidios anidnicos sao selecionados a
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partir do grupo de CHEMS, DMGS, DOGS, DOPA ou POPA.

[0016]Em muitas modalidades, os conjuntos lipidicos da invencéo sao lipos-
somas

[0017]Em modalidades adicionais, os conjuntos lipidicos também incluem li-
pidios neutros, tais como o colesterol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina ou esfin-
gomielina ou suas misturas.

[0018]Em modalidades preferidas o lipidio neutro € o colesterol e a fragao
molar de colesterol na mistura lipidica é entre 10 e 50% em mol.

[0019]Em algumas modalidades, os conjuntos lipidicos também incluem lipi-
dios peguilados e em aspectos preferidos de tais modalidades, os lipossomas s&o
produzidos por um processo compreendendo as etapas de (i) formagao e vedagao
dos lipossomas na presenga de um ingrediente ativo e (ii) uma adi¢do separada de
PEG-lipidios apds a referida etapa (i).

[0020]Foi encontrado inesperadamente que transfeccdo resistente a soro
pode ser alcangada com conjuntos lipidicos ou lipossomas tendo uma superficie ex-
terna compreendendo uma mistura de anidnicos e por¢des catidnicas; em que pelo
menos uma parte das porcdes catidbnicas sdo porgdes imino que sao essencialmente
carregadas em condigdes fisiolégicas. Em modalidades numerosas, os conjuntos
lipidicos e lipossomas da presente invencdo s&o formuladas utilizando um método
descrito em WO08/043575 e também descrito em mais detalhes aqui.

Descri¢gao Detalhada da Invengao

Quimica de lipidios

[0021]Por "carregavel" significa que o anfifilico tem um pK na faixa entre 4 a
pH 8. Um anfifilico carregavel pode, portanto, ser um acido fraco ou base. "Estavel"
em conexao com anfifilicos carregados significa um acido forte ou base com um pK
fora desta faixa, o que resulta em carga substancialmente estavel na faixa de pH de

4 a pH 8.
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[0022]Por "anfotérico" aqui significa uma substancia, uma mistura de subs-
tdncias ou um complexo supramolecular (por exemplo, um lipossoma) compreen-
dendo grupos carregados de ambos caracteres anidnicos e catibnicos em que:

1) pelo menos um e, opcionalmente ambos, dos anfifilicos anidnicos e catid-
nicos € carregavel, tendo pelo menos um grupo carregado com um pK entre 4 e 8,

2) a carga catibnica prevalece em pH 4, e

3) a carga anibnica prevalece em pH 8.

[0023]Como um resultado, a substancia ou mistura de substancias tem um
ponto isoelétrico de carga liquida neutra entre pH 4 e pH 8. Carater anfotérico é por
esta definigdo diferente do carater zwitteribnico, como zwitterions ndo tem um pK na
faixa citada acima. Em consequéncia, zwitterions s&o essencialmente de carga neu-
tra ao longo de um intervalo de valores de pH; fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolami-
nas sao lipidios neutros com carater zwitteridnico.

[0024]Por "relagao de carga" ou "C/A" aqui se entende o valor absoluto ou
modulo da relagdo entre as cargas nominais geralmente atribuidas aos anfifilicos
catiénicos e anidnicos, respectivamente. A taxa nominal de um grupo carboxila & "-
1", que de uma porgéo de fosfato é "-2" e a carga nominal de um composto imino é
"+1". A "razdo de carga" em uma dada mistura de anfifilicos ou em um conjunto de
lipidios é entéo calculada a partir do produto dessas taxas nominais e as respectivas
fragdes molares dos compostos considerados, compostos neutros, como de coleste-
rol ou zwitteridnicos anfifilicos como POPC ou DOPE s&o n&o s&o levadas em conta.

CIA= (Xt Ze1FXe2 " Zezt. .. Xon™Zen) { (Xa1™Za1 + Xaz*Zaz+... Xan*Zan)

[0025]em que xc1...n representa a fragdo molar de um determinado compos-
to catibnico, xa1l...n representa a fracdo molar de compostos aniénicos, zc1...n re-
presenta a taxa nominal de um determinado composto catiénico e za1...n representa
a carga nominal dos compostos aniénicos.

[0026]Como um exemplo, uma mistura compreendendo 42% em mol de um
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lipidio de carboxila, 38% de um lipidio de imino e 20% em mol de um lipidio neutro
tem uma razdo de carga ou C/A de 38/42 = 0,91. Outra mistura que inclui 27% de
um lipidio de fosfato, 43% em mol de um lipidio de imino e 30% em mol de um lipidio
neutro tem uma razao de carga ou C/A de 43/54 = 0,8, devido a dupla carga nominal
do grupo fosfato.

[0027]Torna-se evidente a partir da definicdo e exemplos, que as razées mo-
lares ou — para fins de brevidade — razdes entre os lipidios e as razbées de carga tém
0 mesmo significado para espécies de carga unica e que esses termos podem ser
mutuamente trocados dentro desse grupo. Isto €, por exemplo, o caso de combina-
¢des de lipidios de imino e carboxi. Em contraste com isso, a razao molar é diferente
da raz&o de carga adicional para lipidios de fosfato, uma vez que estes compostos
podem suportar uma carga dupla, por exemplo, nos casos em que o grupo fosfato
esta presente como um éster de fosfato primario como no DOPA. Como mostrado no
exemplo de calculo acima, a razdo molar ou razdo de lipidios é, entdo, o dobro da
razao de carga. Por razbes de clareza apenas, o termo "razdo de carga" é utilizado
com preferéncia ao longo desta divulgacgao.

[0028]Por "pH fisiolégico" ou "condigdes fisioldgicas" aqui significa um pH de
cerca de 7,5.

[0029]Lipidios anidnicos compreendendo porgdes carboxila em seus grupos
cabeca polares sdo bem conhecidos pelos versados na técnica. Exemplos de lipi-
dios anidnicos compreendendo por¢des carboxila nos grupos cabecga polares podem

ser selecionados a partir das estruturas (1)- (4) abaixo,
By

(" q

. (2)
A
1“\}" 4] 0
R
2RB/LE'/:I;D\[\/:LJ\°H ;] D\E&/U\UH
| "o

1
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[0030]Em que n ou m é um inteiro entre 0 e 29, R1 e R2 s&do independente-
mente um do outro porgdes alquila, alquenila ou alquinila tendo entre 8 e 24 atomos
de carbono e 0, 1 ou 2 ligagdes insaturadas, A, B ou D s&o independentemente um
do outro ausente, -CH2-, -CH=, =CH-, -O-, -NH-, -C(0)-O-, -OC(O)- , -C(O)-NH-, -
NH-C(O)-, -O-C(O)-NH-, -NH-C(O)-O-, um diéster de acido fosforico ou fosforo, e
"esterol" pode ser um colesterol ligado via seu atomo C3.

[0031]A lista abaixo prové mais exemplos especificos de lipidios portando
um grupo carboxila.

CHEMS Colesterolhemisucinato

Chol-Chol-COOH ou acido C1-colesterilala-3-carboxilico

Chol-C2 Colesterolhemioxalato

Chol-C3 Colesterolhemimalonato

Chol-C3N N-(Cholesteril-oxicarbonila) Glicina

Chol-C5 Choiesterolhemiglutarato

Chol-C6 Colesterolhemiadipato

Chol-C7 Colesterolhemipimelato

Chol-C8 Colesterolhemisuberato

Chol-C12 acido dicarboxilico colesterolhemidodecano

Chol-C13N acido 12-Cholesteriloxicarbonilaminododecanosico

Chol-C16 acido dicarboxilico colesterolhemihexadecano

Acidos colesterolhemidicarboxilico e &cidos colesteriloxicarbonilaminocarbo-
xilico da seguinte férmula geral:

- Qe
T g -
b a

o

}Lzy\ui],-ﬂ'*

o
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Em que Z € C ou -NH- e n é qualquer numero entre 0 e 29.

DGS ou DG-SuccDiacilglicerolhemisuccinato (d&ncora de membrana nao es-
pecificada)

DOGS ou DOG-Succ Dioleoilglicerolhemisuccinato

DMGS ou DMG-Succ Dimiristoilglicerolhemisuccinato

DPGS ou DPG-Succ Dipalmitoilglicerolhemisuccinato

DSGS ou DSG-Succ Distearoilglicerolhemisuccinato

POGS ou POG-Succ 1-Paimitoil-2-oleoilglicerol-hemissuccinato

DOGM Dioieoilglicerolhemimalonato

DOGG Dioleoilglicerolhemiglutarato

DOGA Dioleoilglicerolhemiadipato

DMGM Dimiristoilglicerolhemimalonato

DMGG Dimiristoilglicerolhemigluiarato

DMGA Dimiristoilgliceroihemiadipato

DOAS acido 4 - {(2,3-Dioleoil-propil) amino}-4-oxobutandico

DOAM &cido 3 - {(2,3-Dioleoil-propil) amino}-3-oxopropanoico

DOAG acido 5-{(2,3-Dioleoil-propil) amino}-5-oxopentandico

DOAA acido 6-{(2,3-Dioieoil-propil) amino}-6-oxohexandico

DMAS acido 4 - {(2,3-dimiristoil-propil) amino}-4-oxobutandico

DMAM acido 3 - {(2,3-dimiristoil-propil) amino}-3-oxopropandico

DMAG acido 5-{(2,3-Dimiristoil-propil) amino}-5-oxopentandico

DMAA acido 6-{(2,3-Dimiristoil-propil) amino}-6-oxohexandico

DOP acido 2,3 - Dioleoil-propandico

DOB acido 3,4-Dioieoil-butandico

DOS acido 5,6-Dioleoil-hexandico

DOM &cido 4,5-Dioleoil-pentandico

DOG acido 6,7-Dioleoil-heptandico
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DOA &cido 7,8-Dioleoil- octandico

DMP acido 2,3-dimiristoil-propandico

DMB acido 3,4-dimiristoil-butandico

DMS acido 5,6-dimiristoil-hexandico

DMM acido 4,5-dimiristoil -pentandico

DMG acido 6,7-Dimiristoil-heptandico

DMA acido 7,8-dimiristoil-octandico

DOG-GIuA acido Dioleoilglicerol -glucorénico (1 - ou 4-ligado)

DMG-GIuA &acido Dimiristoilglicerol -glucurdnico (1 - ou 4-ligado)

DO-cHA acido Dioleoilglicerolhemiciclohexano-1,4 -dicarboxilico

DM-cHA acido Dimiristoilglicerolherniciclohexano-1,4 -dicarboxilico

PS Fosfatidilserina (&ncora de membrana nao especificada)

DOPS Dioleoilfosfatidilserina

DPPS Dipalmitoilfosfatidilserina

MA acido miristico

PA Acido palmitico

OA acido oléico

LA acido linoléico

SA acido estearico

NA Acido nervénico

BA Acido beénico

POGA &acido Palmitoil-oleoil glutamico-

DPAA acido Dipalmitoilaspartico

[0032]Quaisquer derivados de dialquila dos lipidios aniénicos compreenden-
do grupos diacila listados acima estdo também no escopo da presente invengao.

[0033]Lipidios anidnicos preferidos tendo um grupo carboxila podem ser se-

lecionados a partir do grupo de Chol-C1 e Chol-C16 incluindo todos os seus homo-
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l6gos, em particular CHEMS. Também preferidos séo os lipidios aniénicos DMGS,
DPGS, DSGS, DOGS, POGS.

[0034]Lipidios aniénicos compreendendo porgdes de fosfato em seus grupos
cabeca polares sdo bem conhecidos pelo versado na técnica. Exemplos de lipidios

de fosfato podem ser selecionados a partir de estruturas (P1)- (P4) abaixo:

(P1) R’ (P2)
Rh‘“‘a
" /LM S ajntafmwa
A !
OH OH
RS oy AL
OH OH

[0035]em que n ou m é um inteiro entre 0 e 29, R1 e R2 s&o independente-
mente um do outro uma porc¢ao alquila, alquenila, alquinila tendo entre 8 e 24 ato-
mos de carbono e 0, 1 ou 2 ligagdes insaturadas, A, B ou D sao independentemente
um do outro ausente, -CH2-, -CH=, =CH-, -O-, -NH-, -C(0)-O-, -OC(O)-, -C(O)-NH-, -
NH-C(O)-, -O-C(O)-NH- ou -NH-C(O)-O- e "esterol" pode ser um colesterol ligado via
seu atomo C3.

[0036]A lista abaixo prové mais exemplos especificos de lipidios portando
um grupo acido fosfatidico.

Chol-P Colesterol-3-fosfato

DOPA acido Dioleoil-fosfatidico

POPA acido Palmitoil-oleoil-fosfatidico

DPPA acido dipalmitoil fosfatidico

MPA &cido Dimiristoilfosfatidico.

[0037]Cetilfosfato ou homdlogos de éster de acido fosférico com R1 tendo

entre 16 e 24 atomos de carbono.
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[0038]0s lipidios catibnicos que podem ser usados com esta invencdo sao
moléculas anfipaticas compreendendo uma porgédo imino em seu grupo cabecga po-
lar, em que a tal porgdo imino é substancialmente carregada em condigdes fisioldgi-
cas. Portanto, em modalidades preferidas o valor pK deste grupo funcional é de 7,5
ou maior, em outras formas preferidas o valor pK do grupo imino € 8,5 maior. Por-
¢des imino tendo tais caracteristicas podem ser iminas se ou fazem parte de gran-
des grupos funcionais, tais como amidinas, piridinas, 2-aminopiridinas, bases nitro-
genadas heterociclicas, fungdes guanido, isouréias, isotiouréias e similares.

[0039]As seguintes estruturas (1) ... (1113) representam alguns exemplos

especificos de tais por¢gdes imino,
(M) .. (18)

KH

T

2 t\/\\\,L o ?\) L/\© . L
! LMJ,J CH, "—'\:::N/ -b
(19) ... (118)
L\/’\\” . L
on R g n\\
S lacir e
LM q
L‘on \k\"/‘\/o" H\ \/“ o

(117) ... (124) L
) Sy /\Ej/u % . NG
| ey - u
e {\m \LN/‘\/C' H\ ) ]

(125) ... (131)

L
HH,
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[0040]Em que L representa a regido apolar e opcionalmente ligantes ou por-
¢des espacadoras da molécula de lipidio anfipatico. Exemplos de L podem ser adici-
onalmente selecionados a partir das seguintes estruturas gerais (11) a (15),

(11) (123

Bt}

et

Ry
Rﬁ
R, grupo irming grupo imino
A1y "
B muH; carregado j\E,]:n \E,] carregado

n

&u—m

(13} (14}

D Qrupo imino o
~ H’ carregado D grupos imino
n e Hcarregadn
1

esterol
n

(15)

R,
S
m n
[0041]em que n ou m representa um numero inteiro entre 0 e 29, R1 e R2

sao independentemente um do outro um porgdes alquila, alquenila ou alquinila tendo
entre 8 e 24 atomos de carbono e 0, 1 ou 2 ligagdes insaturadas, A, B ou D s&o in-
dependentemente um do outro ausente, -CH2-, -CH=, =CH-, -O-, -NH-, -C(O)-O-, -
OC(0O)-, -C(0)- NH-, -NH-C(0O)-, -O-C(O)-NH- ou -NH-C(O)-O- e "esterol" pode ser
um colesterol ligado via seu atomo C3.

[0042]A seguinte tabela 1 prové valores calculados ou banco de dados para
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o pK das porgdes contendo imino (1) até (1113). Para porgdes imino quaternizadas,
um valor hipotético de 99 foi introduzido para apenas destacar este fato.

Tabela 1: Valores pK para as porgdes 11 — 1113

Porgio pK Porgao pK

imine _amino anel N guanido N imino _amino anel N guanido N
" 10,49 151 10,31 -3,56
12 7,23 152 g9 -347
13 7,23 153 7,73
14 7,08 154 10,62 -691
15 8,41 155 1,92 -5,58
16 8,06 156 10,63 -6,87
7 7,87 157 8,62 -7,88
18 7,52 158 11,03 -5,39
19 11,58 158 9,31 -4,75
110 B,18 160 867 -683
111 6,61 161 9,37 -3.47
12 7.01 162 10,66 -3,56
113 n.d. 163 99 -347
114 n.d. 164 7,19 -7.59
115 5,62 165 741 -285
116 5,88 166 837 -2,58
117 0,63 167 88 -27
e 4,53 I68 13,72 -1,04
118 6,22 169 14,03 2,05
120 6,99 170 14,14 1,71
121 5,36 171 11,11 0,94
122 511 72 14,33 1,68
123 5,85 173 14,25 -0,71
124 6,03 174 14,73 -0.4
125 12,06 -5 175 13,9 -0,09
126 12,37 -4.81 176 14,04 -0,1
127 12,37 49 177 14,18 -0,72
128 12,37 -4.91 178 14,67 -0,41
129 12,37 -3,58 179 14,18 -0,2
130 12,37 -3,68 180 14,33 -0,2
131 12,37 -3,58 181 8,85 -1,92
132 12,06 -5 182 10,17 -0,57
133 12,68 -3,49 183 11,41 -0,65
134 12,66 -3,58 184 89 -0,57 -13,16
135 10,88 -543 185 14,33 -0,98
136 12,98 -4,25 186 14,33 -0,57
137 12,52 -3,12 187 14,47 -0,68
138 12,62 -4,01 188 88 -0,57 -11,28
139 13,13 -3,93 189 0 -84
140 13,12 -368 190 869 -8.2
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Porgio | oK Porgio pK J
imino amino anelN guanido N imino amino anelN guanido N [

141 12,37 -3,25 191 1083 7.8

142 12,68 -4,04 192 10,08 -6,76

143 12,99 -3,96 183 10,32 -6,88

[44 12,98 -3,71 194 3,51

145 91 -4B8 195 3,51

146 9,37 -347

147 10,66 -3,56

148 89 -347

149 847 -489

150 802 -347

1100 898 -8,16 1107 12,49 -367

1101 B85 -8094 1108 12,49 -367

1102 99 -755 1109 12,36 -3,67

1103 9689 -676 110 12,8 -3,58

1104 929 -5B8 111 12,78 -3,58

1105 8,82 -873 1112 10,62 -3,58

1106 10,58 -8,09 1113 10,27 -3,568

[0043]Torna-se evidente a partir dos dados aqui apresentados, que a maioria
das estruturas 11-1113 compreendem porgdes imino preferidas tendo um pK maior
que 7,5 ou até mesmo maior que 8,5.

[0044]0s valores de pK podem ser tomados a partir de bancos de dados pu-
blicos. Como alternativa, existe software especialista de dominio publico que pode
calcular, prever ou extrapolar esses valores, por exemplo, ACD/Labs v7 (pelo Ad-
vanced Chemistry Development, Ontario, Canada) ou similar.

[0045]As porcbes imino analisadas acima estao ilustrando os ensinamentos
da presente invencdo, sem limita-los aos exemplos especificos. E claro que é possi-
vel mudar a posi¢cdo do substituinte, em particular quando os sistemas de anel tais
como pirroles ou piridinas sao usados para a pratica desta invencdo. Também é
possivel substituir os radicais alifaticos utilizados ao longo de 11-1113 por residuos
aromaticos ou porgdes de arila. A lista a seguir de compostos (A1) até (A21) prové
alguns exemplos que devem ilustrar ainda mais essas modificagdes, em que L € de-

finido como acima.
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[0046]A seguinte tabela 2 prové valores calculados ou de banco de dados
para o pK das porg¢des contendo imino (A1) até (A21)). Para porgdes imino quarteni-
zadas, um valor hipotético de 99 foi introduzido para apenas destacar este fato.

Tabela 2: Valores de pK para estruturas (A1) a (A21).

Estrutura | Atomo pK Atmo pK Atomo pK
A1 anel 7,29 fora -7,16
A2 anel 99
A3 anel 99 fora -6,76
A4 anel 7,06 fora 0,91
A5 anel 4,74
A6 imino 12,15 amidina -4,95
A7 imino 3,07 amidina -12,14 anel 99
A8 imino 14,24 anel -1,31
A9 imino 14,18 amidina -0,72
A10 imino 12,52 amidina -3,12
A11 imino 14,15 anel -1,27
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A12 imino 14,25 amidina -0,71
A13 imino 12,31 amidina -5
A14 imino 13,75 amidina -0,76
A15 imino 10,98 amidina -5,43
A16 imino 7,96

A17 imino 9,44 amidina -8,39
A18 imino 9,78 amidina 0,95
A19 imino 8,52 fora 1,86
A20 imino 11,97 amidina -6,3
A21 imino 12,5 amidina -3,6

[0047]Mais uma vez, muitas das estruturas apresentadas na Tabela 2 acima
compreendem por¢des imino preferidas tendo um pK maior que 7,5 ou ainda maior
do que 8.5.

[0048]Como mencionado acima, as por¢des imino carregadas podem ser
combinadas com ancoras de lipidios ou por¢des hidrofdbicas para produzir lipidios
ou anfifilicos que sado capazes de formar bicamadas lipidicas por si s6 ou podem ser
integrados em membranas lipidicas formadas a partir de lipidios ou outros anfifilicos.
Em algumas modalidades, lipidios especificos ou anfifilicos sdo selecionados a partir

dos exemplos L1 a L17 apresentados a seguir,
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[0049]em que R1 e R2 s&o independentemente um do outro um porcdes al-
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quila, alquenila ou alquinila tendo entre 8 e 24 atomos de carbono e 0, 1 ou 2 liga-
¢des insaturadas.

[0050]Alguns destes lipidios foram apresentados anteriormente na literatura,
por exemplo, os lipidios de guanido em WO91/16024, WO97/43363, WO98/05678,
WO01/55098, WO2008/137758 (lipidios de aminoacidos), em EP 0685234 (baseado
em diacilglicerdis), US 5.965.434 (também baseado em diacilglicerdis) ou os com-
postos de piridinio em US 6.726.894. Além disso, como demonstrado em
WO029086558 ou ilustrado na estrutura (15), também é possivel usar estruturas prin-
cipais de lipidios alternativos, por exemplo, aqueles que constituem um segmento de
ligante de dioxolano, mantendo a funcionalidade dos respectivos grupos cabeca.

Misturas de Lipidios e Outros Lipidios Opcionais

[0051]A presente invencdo divulga misturas de lipidios compreendendo anfi-
filicos anidnicos e catidnicos; em que pelo menos uma parte dos anfifilicos catiéni-
cos séo lipidios de imino que sao substancialmente carregados em condigdes fisio-
l6gicas, e em que adicionalmente pelo menos uma porgéo dos anfifilicos aniénicos
sao lipidios de carboxila ou lipidios de fosfato.

[0052]A co-presencga de ambos os lipidios catibnicos que incluem uma por-
¢ao imino carregada em seu grupo cabeca polar e lipidios anidbnicos compreendendo
uma funcdo carboxila ou fosfato em seu grupo cabeca polar € uma caracteristica
central desta invengao. Isto €, lipossomas ou conjuntos lipidicos que substancial-
mente faltam de um destes elementos ndo sdo contemplados na pratica da presente
invengao. Os lipidios de imino catidénicos e os lipidios anidnicos podem estar presen-
tes em diferentes proporgdes; as proporgdes sdo caracterizadas aqui como "razdes
de carga" (relagdo cation: anion, C/A, ver definigdes) em toda esta divulgagdo. Em
muitas modalidades a razdo C/A esta acima de 0,33, em modalidades preferidas
essa proporcao € acima de 0,5 e em algumas modalidades, a proporgéo € igual ou

superior a 0,66. Em aspectos preferidos das modalidades o C/A é igual ou inferior a
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trés, em aspectos preferidos adicionais, a propor¢ao é igual ou inferior a 2 e em as-
pectos particularmente preferidos, a proporgao € igual ou inferior a 1,5.

[0053]Em muitos aspectos das modalidades, a mistura de lipidio resultante
tem carater anfotérico. Lipidios de imino tendo um pK de mais de 7,5, e adicional-
mente os lipidios de imino preferidos tendo um pK de 8,5 ou superior sdo essencial-
mente carregados em condi¢des fisiologicas, sua carga real torna-se proxima e,
eventualmente, idéntica a sua carga nominal. O pK tipico de lipidios de carboxila é
entre 4,5 e 6 e esses lipidios s&o, portanto, também carregados em pH fisiologico.
Misturas de ambos os lipidios de imino e carboxila, portanto, tém carga negativa li-
quida em pH fisiolégico mesmo que C/A seja menor do que 1, a carga liquida se tor-
na 0 em C/A = 1 e positiva para C/A > 1.

[0054]Em pH baixo, a carga anidnica desaparece em torno do pK do lipidio
de carboxila, o que torna misturas de lipidios tendo um C/A < 1 primeiro neutras e,
em seguida, carregadas positivamente. A reversdo de carga € caracteristica para
C/A < 1 e define o carater anfotérico. Misturas de lipidios tendo C/A =1 ou C/A > 1
também sofrem uma reducdo de cargas negativas em pH baixo, mas n&o ha rever-
sdo de carga. No entanto, deve ser notado que a relagéo entre C/A e o carater anfo-
térico dos conjuntos lipidicos resultantes implica em uma distribuicdo essencialmen-
te igual, estatistica, de porgbes carregadas através de uma dada bicamada. Isso
significa que a parte interna e externa de uma membrana deve ter a mesma compo-
sicdo de lipidios carregados para manter a plena validade desses calculos. Isto pode
nao ser sempre o caso, como demonstrado no exemplo 9 e lipossomas de carater
anfotérico podem ser formados mesmo com misturas de lipidios tendo C/A > 1. Ain-
da assim, as correlagdes entre a composicdo da membrana e o carater anfotérico
divulgados aqui ddo uma boa orientagéo para a selecdo de misturas de lipidios.

[0055]As misturas de lipidios podem ainda compreender lipidios catidnicos

adicionais, anidnicos, neutro / zwitteridbnico ou funcionalizados. Lipidios catidnicos
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adicionais podem ser componentes conhecidos como DOTAP, DODAP, DC-Chol e
similares. Lipidios anibnicos adicionais podem ser selecionados a partir de fosfolipi-
dios de carga negativa, tais como fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, acido dicetilfos-
férico, cardiolipina e similares. Lipidios neutros ou zwitteribnicos sao colesterol, fos-
fatidiletanolamina, fosfatidilcolina, esfingomielina e similares.

[0056]Em modalidades preferidas o lipidio neutro é o colesterol. Mais prefe-
ridas sao variantes em que as misturas de lipidios compreendem entre 10% em mol
e 50% em mol de colesterol, ainda mais preferidas séo variantes com cerca de 20%
em mol e 40 %. em mol de colesterol

[0057]Um grupo importante de lipidios funcionalizados sdo aqueles que in-
cluem extensdes de polimero tal como polietilenoglicol (PEG-lipidios). Numerosos
lipidios PEGilados sdo conhecidos no estado da técnica e as diferengas essenciais
podem ser encontradas em (i) o tamanho e grau de ramificagdo da cadeia de PEG,
(i) o tipo do grupo ligante entre PEG e a porcao inserida na membrana da molécula
e (iii) o tamanho da membrana, dominio hidrofobico inserido na membrana de um
lipidio PEGilado. Outros aspectos sao PEGilagéo (iv) a densidade da modificagao
nas assemblies de lipidio e (v) sua orientagao dentro de tais conjuntos lipidicos.

[0058]Em muitas modalidades do aspecto (i), o fragmento PEG tem um peso
molecular entre 500Da e 5.000 Da, em modalidades mais preferidas, este fragmento
tem um peso molecular de cerca de 700Da a 2.500 Da e ainda mais preferidas s&o
fragmentos PEG de cerca de 2.000 Da. Em muitas modalidades, a porgdo PEG é
um PEG de cadeia unica, ndo-ramificado.

[0059]Modalidades tipicas de aspecto (ii) sdo porgdes fosfoetanolamina,
porcdes diacilglicerdis ou os grupos cabega polares de ceramidas.

[0060]O tamanho do dominio inserido na membrana hidrofébica, caracteri-
zado no aspecto (iii) € uma outra caracteristica importante de tais moléculas, assim

como determina o tempo de permanéncia da membrana do lipidio PEG dentro de
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uma bicamada. Como um exemplo, lipidios PEGilados t¢ém um dominio hidrofébico
curto, tal como DMPE-PEG2000 (um conjugado de dimiristoilfosfatidiietanolamina-
PEG, em que a cadeia de PEG tem um peso molecular de 2000Da) difunde uma
dada membrana em poucos segundos, enquanto o homoélogo de DSPE-PEG2000
reside em uma bicamada por muitas horas ou dias (ver Silvius, J.R. e Zuckermann,
M.J. (1993) Biochemistry 32, 3153-3161 ou Webb, M.S. et al. (1998) em Biochim
Biophys Acta 1372: 272-282 ou Wheeler et AL. ( 1999), Gene Ther 6: 271-281.

[0061]PEGilagao ao mesmo tempo, prové estabilidade coloidal a lipossomas,
em particular a combinagdes de lipossomas catidénicos com cargas de acido nucléico
anibnicos, tal como ilustradoem US 6.287.591, mas também prejudica a captacgéo
celular e/ou endossomal de lipossomas (ver Shi.F. et al. (2002) em Biochem. J.
366:333-341). Um PEGilagéo transitéria € agora estado da técnica e satisfaz a ne-
cessidade de tanto estabilidade coloidal quanto atividade das particulas.

[0062]Um outro aspecto (iv) de PEGilagao € a densidade de tal modificagao,
0 que deve estar entre 0,5 e 10% em mol da mistura de lipidio, em modalidades pre-
feridas o grau de PEGilagéo é cerca de 1 a 4% em mol.

[0063]Uma vez que PEGilacdo de uma dada bicamada estabiliza a fase la-
melar da assemblie de lipidios e prejudica fuséo lipidica associada a formacao de
uma fase hexagonal, a quantidade de porgdes de PEG residual em uma bicamada
deve ser minima. Isto pode ser alcangado por titulagcdo da quantidade necessaria de
PEGlipidios. Em algumas modalidades de aspecto (v) os lipossomas sao, portanto,
PEGilados tanto em partes da membrana quanto a quantidade de PEG € minimiza-
da. Em outra variante, a remogao de PEG é tdo completa quanto possivel. Enquanto
isso € facilmente alcancado pelos lipidios PEG associados a bicamada externa, a
difusdo nao é essencialmente possivel para lipidios PEG anexados ao interior da
estrutura lipidica. E, portanto, uma modalidade preferida do aspecto (v) da presente

invencao prover lipossomas compreendendo imino carregados e lipidios de fosfato
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ou carboxila adicionalmente compreendendo lipidios PEGilados, em que os lipidios
PEGilados sao, essencialmente, situados na superficie externa.

[0064]Tais lipossomas podem ser caracterizados pelo processo de sua pro-
ducado, em que lipossomas sdo formados em uma primeira etapa e essa etapa com-
preende também o encapsulamento de moléculas de carga. Os PEG-lipidios séao,
entdo, inseridos na bicamada externa dos lipossomas pré-fabricados em uma se-
gunda etapa, por exemplo, pela adigdo de uma solugdo micelar de lipidios PEGila-
dos na suspensédo de lipossomas. Em uma modalidade especifica de tal processo,
os lipossomas sequestram os acidos nucléicos que sdo formados misturando uma
solucdo aquosa de acidos nucléicos com uma solugdo alcodlica de lipidios. Lipos-
somas que sequestram acidos nucléicos sao formados espontaneamente e os lipi-
dios PEGilados sao adicionados em uma etapa subsequente.

[0065]Com a vantagem particular, tal processo pode ser praticado com li-
possomas anfotéricos, uma vez que estes lipossomas ja fornecem estabilidade co-
loidal e um elemento de tempo entre a formacao de lipossomas e PEGilagéo € me-
nos critico. A preparacao de lipossomas anfotéricos que encapsulam acidos nucléi-
cos é divulgada em WO 02/066012, a sua continuagdo US2007/0252295 ou ainda
em WO 07/107304.

[0066]Em uma modalidade preferida, lipossomas anfotéricos compreenden-
do lipidios de imino e carboxi ou fosfato sdo PEGilados em sua superficie externa,
provendo as quantidades necessarias de lipidios PEG juntamente com o tampao de
neutralizacdo. Para isso, os lipidios PEG podem ser dissolvidos no tampao de neu-
tralizagdo, em outra modalidade, os lipossomas sao formados e neutralizados e os
lipidios PEG sao adicionados separadamente apds um intervalo de tempo entre 0,1s
e varios dias. Em ainda outra modalidade, os lipossomas sao formados e neutraliza-
do e a suspensio de lipossomas € ainda mais concentrada e os lipidios PEG sao

adicionados apos a concentragao dos materiais. Em ainda outra modalidade, os li-
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possomas sao formados e neutralizados e concentrados e o acido nucléico néo-
encapsulado € removido e, opcionalmente, o tampao para a suspensao de liposso-
mas é trocado e os lipidios PEG sado adicionados depois. Em resumo, os lipidios
PEG podem ser adicionados a qualquer momento apds a formagao e o encerramen-
to dos lipossomas.

[0067]Em outras modalidades os lipossomas compreendendo lipidios e imi-
no e carboxila ou fosfato tém pH-sensivel de carater catibnico e sdo PEGilados em
sua superficie externa, fornecendo as quantidades necessarias de lipidios PEG so-
bre a formagao e o encerramento dos referidos lipossomas, seguindo as etapas de-
lineadas acima. Uma vez que lipossomas de pH-sensivel sdo mais propensos a for-
mar agregados na presenga de acidos nucléicos, a PEGilagao rapida € preferencial
e os lipidios PEG sao adicionados imediatamente apds o encerramento do liposso-
mas, por exemplo, entre 0,1 s e 1 min apds a sua producao.

[0068]Em contraste com os métodos acima rendendo lipossomas de produto
que sdo essencialmente PEGilados em sua superficie externa, a presenga de lipi-
dios PEGilados durante a formacéao real de lipossomas, isto €, antes das estruturas
nascentes proximas, resulta em um produto diferente. Embora os dados estruturais
ainda nao foram obtidos, o versado na técnica seria de esperar em situagao tal que
uma quantidade substancial de por¢des PEG também reside na parte interna da
membrana. Isto é similar a situagdo da carga de acido nucléico, que também tem
acesso a ambas as partes do lipossoma nascente e do qual uma parcela substancial
pode ser detectada dentro dos lipossomas, uma vez que estes foram fechados.

Conjuntos lipidicos

[0069]0s componentes aqui mencionados podem ser montados em varias
estruturas conhecidas pelo versado na técnica. Estes podem ser lipossomas com-
preendendo um ou uma série de bicamadas individuais, outras conjuntos lipidicos

supramoleculares ou vesiculas tendo um consideravel volume interior que prové
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uma fase aquosa. Também podem ser gotas de emulsdo ou estruturas em forma de
assemblies de lipoplex, esta ultimo em muitas modalidades compreendendo com-
plexos eletrostaticos entre os lipidios e acidos nucléicos. Em modalidades preferi-
das, estas estruturas sao lipossomas ou vesiculas. Em muitas modalidades, os li-
possomas ou vesiculas tém um interior aquoso consideravel. Em muitos aspectos
desta invencdo, um ingrediente farmacéutico ativo € complexado, encapsulado, se-
questrado ou nao associado com os conjuntos lipidicos.

[0070]Dado o grande numero de lipidios de fosfato ou imino e carboxila uteis
e adicionais, um numero muito elevado de combinagdes potencialmente uteis existe,
criando assim uma maior necessidade para a selecado e otimizacado entre as muitas
variantes. WO08/043575 da orientacdes especificas e prové um método para a oti-
mizagao de conjuntos complexos de lipidios, especificamente para bicamadas lipidi-
cas, como discutido em mais detalhes aqui. Em resumo, os ensinamentos
WOO08/043575 demonstram que misturas de lipidios anfotéricos formam bicamadas
estaveis em condi¢cdes de pH acido e neutro, no entanto, as bicamadas formadas a
partir dessas misturas de lipidios podem sofrer transi¢cao de fase e fusdo no seu pon-
to isoelétrico, que normalmente esta em condi¢des levemente acidas. WO08/043575
divulga o uso de grupos cabecga de lipidios de tamanho moderado ou pequeno para
os componentes lipidicos carregados. WO 08/043575 também ensina o uso de ions
de tampao de grande dimensdo ou volumosos para estabilizar as fases lamelares
em pH baixo, durante o procedimento de carregamento, bem como o uso de ions de
tampao de grande dimensao ou volumosos para estabilizar as fases lamelares em
pH neutro durante o armazenamento. Em particular, é feita referéncia as paginas 44
- 57 de WO 08/043575, que apresentam os elementos essenciais citados acima. A
referéncia adicionalmente divulga o uso de lipidios neutros tendo um tal grupo cabe-
¢a pequeno para maximizar a atividade de fusao. Lipidios neutros tipico para a fusao

melhorada s&o colesterol ou DOPE. Consideragdes especificas e regras de otimiza-
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¢ao para os lipidios neutros s&o ainda apresentadas em WO 09/047006, em particu-
lar nas paginas 63 até 70.

[0071]Ao todo, WO 08/043575 ou WO 09/047006, referidos em conjunto co-
mo "Referéncias" aqui proveem orientag&o racional para a otimizagdo dos conjuntos
lipidicos. As referéncias néo sao restritas a lipossomas anfotéricos, mas proveem um
modelo abrangente para a relag&o estrutura - atividade de conjuntos lipidicos.

[0072]A presente invencgao representa um avango na técnica, uma vez que
prové métodos otimizados de formulagao de lipossomas, que s&o capazes de con-
tornar ligacéo celular, interacdo ou competicdo com lipoproteinas ou outros compo-
nentes do soro. Embora os métodos ensinados por referéncias provejam as informa-
¢des necessarias para a fusogenicidade dos conjuntos lipidicos, eles ficam em silén-
cio com relagdo a uma previsao da ligagao celular dos lipossomas.

[0073]Assim, € um objeto da presente invengéo para prover conjuntos lipidi-
cos, misturas de lipidios, e lipossomas formulados pelo método divulgado nas refe-
réncias em combinacdo com as propriedades inesperadas observadas quando se
utiliza um lipidio de imino que é substancialmente carregado em condigdes fisioldgi-
cas é usado em combinacdo com um lipidio anidénico tendo uma carboxila ou fosfato,
ou seja, porcao negativamente carregada. Sem querer se comprometer com a teo-
ria, as novas composi¢cdes formuladas neste documento podem facilitar uma melhor
ligacao celular tipo proteina e absorgéo - uma caracteristica que ndo € conhecida na
técnica.

[0074]As misturas de lipidios descritas aqui podem ter propriedades catiéni-
cas de pH sensivel ou anfotéricas, ambas as quais sdo geralmente transportadas
para os conjuntos lipidicos ou lipossomas pelos lipidios que as formam. Proprieda-
des de carga podem facilmente ser previsiveis, conforme descrito no WO 02/066012
para uma distribuicdo simétrica dos lipidios para ambos os folhetos de uma mem-

brana lipidica ou bicamadas. No entanto, em alguns casos, a distribuicdo de lipidios
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do folheto ultraperiférico pode ser diferente de outras partes do conjunto. Macrosco-
picamente, as misturas de lipidios compreendendo lipidios de imino carregados em
combinagao com lipidios de carboxila ou fosfato tendo C/A de alguma maneira maior
do que 1 pode, portanto, ainda formar lipossomas tendo carater anfotérico, como
demonstrado no exemplo 9 e figura 1.

[0075]Para fins de otimizacdo em em silicio e previsao, misturas de lipidios
da presente invencao tendo uma C/A < 1 sdo consideradas anfotéricas e podem
formar conjuntos lipidicos classificadas como misturas "amphoter I" de acordo com a
classificagao das referéncias. Em outras modalidades, as misturas de lipidios s&o
usadas que tém C/A = 1 ou C/A > 1, que sédo misturas de lipidios catidnicos de pH
sensivel, que a sua carga € neutra ou catidbnica em pH fisiolégico e se torna mais
catidnica com pH decrescente. As misturas sensiveis ao pH catidnico das modalida-
des que ndo tem mais um ponto isoelétrico, como € o caso com os seus homodlogos
anfotéricos. Ainda assim, as relacdes estrutura-atividade providas nas referéncias
sao aplicaveis aquelas desde que uma compreensio universal do comportamento
de fase de conjuntos lipidicos em combinagdo com ions de soluto e independente-
mente da sua carga.

[0076]Por razdes de clareza, as misturas de lipidios da presente invengao
compreendem um ou mais lipidios catidénicos tendo um grupo imino que € substanci-
almente carregado em pH fisiolégico, adicionalmente compreendendo um ou mais
lipidios aniénicos tendo um grupo carboxila ou fosfato, opcionalmente compreen-
dendo lipidios neutros.

[0077]O carater anfotérico dos lipossomas tem outras vantagens. A carga de
superficie negativa de tais lipossomas ou conjuntos de lipidios melhora muito a es-
tabilidade coloidal dos lipossomas em suspenséo. Isto é de particular importancia
em combinagdes com cargas polianidnicas tais como acidos nucléicos, que facil-

mente produzem agregados com lipossomas catiénicos.
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[0078]A carga de superficie negativa neutra para as conjuntos lipidicos ou li-
possomas anfotéricos também é vantajosa quando administradas a lipossomas in
vivo, em que ela impede a adsorgao inespecifica no endotélio ou a formacado de
agregados com componentes do soro, como observado com lipossomas catidnicos
(ver Santel et al. (2006) em Gene Therapy 13: 1222-1234 para adsor¢cédo endotelial
dos lipossomas catidnicos ou Andreakos et AL., (2009) em Arthritis and Rheuma-
tism, 60:994-1005 para a prevengao da formagao de agregados com lipossomas an-
fotéricos).

[0079]Assim, em modalidades preferidas, os lipossomas desta invengao tém
carater anfotérico. Dentro desse grupo, € vantajoso evitar percentagens muito baixas
do componente catibnico para manter o carregamento eficaz de particulas com car-
gas polianiénicas, por exemplo, acidos nucléicos. Em outras modalidades preferidas,
o C/A é maior de 0,5.

[0080]Quando aplicados sistemicamente, isto €, na corrente sanguinea, os
lipossomas passam por uma certa distribuicdo dentro do corpo. Locais de destino
tipicos séo figado e bago, mas também incluem as células circulantes fagocitarias.
Os lipossomas também entram em contato com o endotélio em torno dos vasos
sanguineos e podem transfectar essas células. A acumulacdo de lipossomas em
locais inflamados e tumores é de relevancia terapéutica particular.

[0081]O versado na técnica iria apreciar métodos para direcionar a distribui-
cdo de particulas em direcdo a um ou a outro sitio. E bem conhecido que os lipos-
somas tendo um pequeno didmetro de cerca de 150 nm ou menos podem penetrar
no endotélio do figado, ganhando assim acesso a hepatdcitos e outras células do
figado parénquimo. Em aspectos em que a focalizagdo dos hepatdcitos do figado é
de interesse terapéutico, os lipossomas desta invencao podem ser de 150 nm ou
menos de didmetro, em modalidades preferidas, os lipossomas podem ser inferior a

120 nm de didmetro.
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[0082]Também é sabido que as particulas com um didametro de 100 nm ou
mais sdo bem reconhecidas por células fagociticas. Portanto, em modalidades em
que macrofagos ou células dendriticas constituem o alvo de interesse, os liposso-
mas desta invengdo s&do 120 nm ou maior. Em algumas modalidades, estes lipos-
somas sdo 150 nm ou maior. Em outras modalidades esses lipossomas podem ser
tdo grandes como 250 nm, ou até 400 nm de tamanho.

[0083]Também tem sido descrito que a carga de superficie pode influenciar
o tempo de circulagdo, portanto a biodistribuicdo de lipossomas e € bem estabeleci-
do que PEGilagao reduz a carga de superficie e os resultados em circulagao prolon-
gada dos lipossomas. Circulagao prolongada é geralmente pensada para maximizar
a distribuicdo para tumores. Portanto, nos aspectos em que os tumores constituem o
alvo de interesse, os lipossomas desta invencao tém uma carga de superficie liquida
pequena e sao caracterizados por um C / A entre 0,67 e 1,5. Em modalidades prefe-
ridas para aplicagbes como as misturas de lipidios formando os lipossomas tém um
C/A entre 0,8 e 1,25. Além disso, os lipossomas visando tumores sdo de tamanho
pequeno. Em modalidades preferidas, tais lipossomas sédo menores do que 150 nm,
em outras modalidades preferidas, os lipossomas sdo menores do que 120 nm. Em
algumas modalidades, os lipossomas ainda compreendem lipidios PEG.

Cargas para os Lipossomas desta Invengéo

[0084]0s lipossomas ou conjuntos de lipidios desta invengado podem seques-
trar ou encapsular pelo menos um agente ativo. O agente ativo pode incluir um far-
maco. Em algumas modalidades, o agente ativo pode incluir um ou mais acidos nu-
cléicos. Em modalidades preferidas, o ingrediente ativo € composto de acidos nu-
cléicos.

[0085]Sem ser limitada a utilizagdo, os lipossomas ou conjuntos lipidicos
descritos na presente invencado sido bem adequados para uso como veiculos para

farmacos baseados em acido nucléico, tais como por exemplo, oligonucleotideos,
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polinucleotideos e plasmideos de DNA. Estes farmacos sao classificados em acidos
nucléicos que codificam uma ou mais sequéncias especificas de proteinas, polipep-
tideos ou RNAs e em oligonucleotideos que especificamente podem regular os ni-
veis de expressao da proteina ou afetar a estrutura da proteina por meio, inter alia,
interferéncia com emendas e truncamento artificial.

[0086]Em algumas modalidades da presente invengao, portanto, a terapéuti-
ca a base de acido nucléico pode incluir um acido nucléico que é capaz de ser
transcrito em uma célula de vertebrados em um ou mais RNAs, cujos RNAs podem
ser mRNAs, shRNAs, miRNAs ou 1tbozimas, em que tais mRNAs codificam para
uma ou mais proteinas ou polipeptideos. Tal terapéutica de acido nucléico pode ser
plasmideos de DNA circulante, construtos de DNA linear, como vetores MIDGE (Ex-
pressao Génica imunogenicamente definida minimmalistica) conforme divulgado em
WO 98/21322 ou DE 19.753.182, ou mRNAs pronto para a tradugao (por exemplo,
EP 1392341).

[0087]Em outras modalidades da invengao, oligonucleotideos podem ser
usados que podem ser existentes em acidos nucléicos ou proteinas intracelulares.
Os acidos nucléicos podem codificar um gene especifico, de tal forma que o oligo-
nucleotideo € adaptado para atenuar ou modular a transcricdo, modificar o proces-
samento da transcricdo ou interferir com a expressao da proteina. O termo "acido
nucléico alvo" engloba DNA de codificagcdo de um gene especifico, bem como todos
os RNAs derivados de DNA tal, sendo pre-mRNA ou mRNA. A hibridizagao especifi-
ca entre o acido nucléico alvo e um ou mais oligonucleotideos dirigidos contra se-
quéncias podem resultar em uma inibicdo ou modulagdo da expressio da proteina.
Para alcancar alvos especificos, o oligonucleotideo deve adequadamente compre-
ender um trecho continuo de nucleotideos que € substancialmente complementar a
sequéncia do acido nucléico alvo.

[0088]0ligonucleotideos que preencham os critérios acima referidos podem
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ser construidos com varios diferentes testes e topologias. Os oligonucleotideos po-
dem compreender nucleosideos que ocorrem naturalmente ou modificados compre-
endendo, mas n&o limitados a, DNA, RNA, acidos nucléicos bloqueados (LNA), aci-
dos nucléicos desbloqueados (UNA's), RNA 2'O-metil (2'0Ome), RNA 2' O-metoxietil
(2’MOE) em suas formas de fosfato ou fosfotioato ou Morfolinos ou acidos nucléicos
de peptideo (PNA). Oligonucleotideos podem ser de unico filamento ou duplo fila-
mento.

[0089]0ligonucleotideos sao estruturas polianidnicas tendo 8-60 cargas. Na
maioria dos casos, estas estruturas sdo polimeros compreendendo nucleotideos. A
presente invengdo nao se limita a um mecanismo especifico de agdo dos oligonu-
cleotideos e uma compreensao do mecanismo nao € necessaria para praticar a pre-
sente invengdo. Os mecanismos de acéo de oligonucleotideos podem variar e po-
dem compreender efeitos, designadamente, na juncéo, transcrigdo, transporte cito-
plasmatico nuclear e tradugao.

[0090]Em uma modalidade preferida da invengao, oligonucleotideos de unico
filamento podem ser usados, incluindo, mas n&o limitados a oligonucleotideos com
base em DNA, acidos nucléicos bloqueados, 2’-oligonucleotideos modificados e ou-
tros, comumente conhecidos como oligonucleotideos antisentido. Estrutura principal
ou modificagdes de bases ou agucar podem incluir, mas nao estdo limitadas a, DNA
de Fosfotioate (PTO), RNA de 2'0O-metil (2'0Ome), RNA 2'Fluoro (2'F), 2'0-metoxietil-
RNA (2’MOE), acidos nucléicos de peptideo (PNA), N3'-P5' fosfoamidatos (NP), aci-
dos nucléicos 2'fluoroarabino (FAN), acidos nucléicos bloqueados (LNA), acidos nu-
cléicos desbloqueados (UNA), fosfoamidato de morfolina (Morfolino), acido nucléico
de ciclohexeno (CENA), triciclo-DNA (tcDNA) e outros. Além disso, quimicas mistu-
radas s&o conhecidas na técnica, sendo construidas a partir de mais de uma espé-
cie de unico nucleotideo como copolimeros em bloco copolimeros ou gapmers ou

em outras disposigdes.
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[0091]Além dos oligonucleotideos acima mencionados, a expressao da pro-
teina também pode ser inibida usando o dobro de moléculas RNA de filamento duplo
contendo os motivos de sequéncia complementar. Tais moléculas de RNA sao co-
nhecidas como moléculas de siRNA na area (por exemplo, WO 99/32619 ou WO
02/055693). Outros SiRNAs compreendem siRNAs de unico filamento ou siRNAs de
duplo filamento tendo um filamento n&o-continua. Mais uma vez, varios quimicos
foram adaptados a esta classe de oligonucleotideos. Além disso, sistemas hibridos
DNA / RNA sao conhecidos na técnica. Outras variedades de siRNA compreendem
construtos de trés filamentos em que dois filamentos menores hibridizam para um
filamento comum mais longo, o assim chamado meroduplex ou sisiRNA tendo inter-
valos ou lacunas em sua arquitetura.

[0092]Em uma outra modalidade da presente invengao, oligonucleotideos
decoy podem ser usados. Estas moléculas de DNA duplo filamento e modificagdes
quimicas das mesmas nao tém como alvo os acidos nucléicos, mas fatores de trans-
cricdo. Isto significa que se proteinas de ligagcdo de DNA especificas de sequénca de
ligacdo de oligonucleotideos decoy e interferem com a transcrigdo (por exemplo,
Cho-Chung, et al., em Curr. Opin. Moi. There., 1999).

[0093]Em uma modalidade adicional da invengéao, oligonucleotideos que po-
dem influenciar a transcricdo de hibridagdo em condigdes fisioldgicas para a regido
promotora de um gene pode ser usado. Mais uma vez, quimicos diversos podem se
adaptar a essa classe de oligonucleotideos.

[0094]Em uma alternativa adicional da invengdo, DNAzimas podem ser usa-
dos. DNAzymes s&o oligonucleotideos de unico filamento e modificagdes quimicas
dos mesmos com atividade enzimatica. DNAzimas tipicos, conhecidos como o mo-
delo "10-23", sdo capazes de clivar RNA de unico filamento em locais especificos
sob condigdes fisiologicas. O modelo de 10-23 de DNAzimas tem um dominio catali-

tico de 15 desoxirribonucleétidos altamente conservados, flanqueados por dominios
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de dois substratos de reconhecimento complementares a uma sequéncia alvo no
RNA. Clivagem da mRNAs alvo pode resultar em sua destruicdo e a DNAzymes re-
cicla e cliva multiplos substratos.

[0095]Em ainda outra modalidade da invencdo, ribozimas podem ser usa-
das. Ribozimas sao oligorribonucleotideos de unico filamento e modificagdes quimi-
cas das mesmas com atividade enzimatica. Elas podem ser operacionalmente divi-
didas em duas componentes, uma estrutura de loop-tronco conservadas formando o
nucleo catalitico e de sequéncias de flanqueamento que sao complementares as
sequéncias inversas em torno do sitio de destino em uma dada transcricdo RNA.
Sequéncias de flanqueamento podem conferir especificidade e podem geralmente
constituir 14-16 nt no total, estendendo-se em ambos os lados do sitio de destino
selecionado.

[0096]Em outras modalidades da invencéo, aptameros podem ser usados
para direcionar proteinas. Aptameros sao macromoléculas compostas por acidos
nucléicos, tais como RNA ou DNA, modificagdes quimicas dos mesmos que se ligam
firmemente a um alvo molecular especifico e sdo tipicamente 15-60 nt de compri-
mento. A cadeia de nucleotideos pode formar interagdes intramoleculares que do-
bram a molécula em uma forma tridimensional complexa. A forma do aptamero per-
mite que ela se una firmemente contra a superficie da sua molécula alvo, incluindo,
mas nao limitada a proteinas acidas, proteinas basicas, proteinas de membrana,
fatores de transcricdo e enzimas. Ligacdo de moléculas de aptamero pode influenci-
ar a funcdo de uma molécula alvo.

[0097]Todos os oligonucleotideos acima mencionados podem variar de
comprimento entre o minimo de 5 ou 10, de preferéncia 15 e ainda mais de prefe-
réncia 18, e tantos quanto 50 ou 60, de preferéncia 30 e mais preferivelmente 25 de
nucleotideos por filamento. Mais especificamente, os oligonucleotideos podem ser

oligonucleotideos antissentido de 8- a 50 nucleotideos de comprimento que catali-
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sam a degradagdo mediada por RNAseH de sua sequéncia alvo ou tradugéo blo-
gueiam ou redirecionam jungdo ou agem como antagonistas, que podem ser siRNAs
de 15 a 30 pares de bases de comprimento, ou eles podem ainda representar oligo-
nucleotideos decoy de 15 a 30 pares de bases de comprimento. Alternativamente,
eles podem ser oligonucleotideos complementares que influenciam a transcrigdo do
DNA gendmico de 15 a 30 nucleotideos de comprimento, eles podem ainda repre-
sentar DNAzimas de 25 a 50 nucleotideos de comprimento ou ribozimas de 25 a 50
nucleotideos de comprimento ou aptameros de 15 a 60 nucleotideos de comprimen-
to. Tais subclasses de oligonucleotideos sdo muitas vezes funcionalmente definidas
e podem ser idénticas ou diferentes ou compartilham algumas, mas n&o todas, as
caracteristicas de sua natureza quimica ou arquitetura sem afetar substancialmente
0s ensinamentos da presente invengdo. O ajuste entre o oligonucleotideo e a se-
quéncia alvo é preferencialmente perfeita com cada base do oligonucleotideo for-
mando um par de base com a sua base complementar sobre o acido nucléico alvo
ao longo de um trecho continuo do numero acima referido de oligonucleotideos. O
par de sequéncias pode conter uma ou mais diferengas dentro do referido trecho
continuo de pares de base, embora isso seja menos preferido. Em geral, a composi-
¢ao quimica do tipo e como acidos nucléicos é de pouco impacto para o desempe-
nho dos lipossomas da invengao como veiculos seja in vivo ou in vitro, - e o versado
na técnica pode descobrir outros tipos de oligonucleotideos ou acidos nucléicos
adequados para combinagao com os lipossomas anfotéricos da invengao.

[0098]Em certos aspectos e, como demonstrado aqui, os lipossomas de
acordo com a presente invencao sdo uteis para transfeccdo de células in vitro, in
VIiVO OU eX Vivo.

Modalidades Especificas

Lipidios baseados em Colesterol

[0099]Para ilustrar os ensinamentos da presente invencao, derivados cati6-
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nicos de porgdes de colesterol compreendendo porgdes guanido (grupo imino carre-
gado, CHOL-GUA) porg¢des imidazol (grupo imino ndo carregado, CHIM) ou dimeti-
lamino ou porgdes de trimetil amdnio (grupos ndo-imino, mas carregados, DC-CHOL

ou TC-CHOL) foram sistematicamente combinados com diferentes lipidios anidnicos.

CHOL-GUA

CHIM

[00100]Os lipidios anibénicos utilizados foram CHEMS (colesterol como parte
hidrofdbica, grupo responsavel carboxilico), DMGS ou DOGS (porgéo hidrofébica de
diacilglicerdis, grupo de carga de acido carboxilico) ou DOPA (glicerol diacil como
grupos hidrofébicos, grupo de carga de éster de fosfato). Para a maioria das combi-
nacdes de cation / anion, uma série de 8 misturas binarias tendo relagées C/A entre
0,33 e 2 foi preparada, as combinagdes dos lipidios catibnicos com DOPA foram tes-
tadas em C/A 0,75 e 1. Colesterol foi adicionado em todas as misturas de lipidios
para constituir entre 20 e 40% em mol, como indicado.

[00101]Todos os lipossomas foram carregados com siRNA PLK-1, um oligo-
nucleotideo capaz de inibir a producédo da quinase do ciclo celular PLK-1 e transfec-
¢ao de sucesso foi medida pela inibicdo da viabilidade celular das células de teste
(ver também Haupenthal et al., Int. J. Cancer (2007), 121:206-210. Inibi¢gdo inespeci-

ficas da viabilidade celular, isto &, efeitos citotoxicos, foram monitorados por prepa-
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ragdes de controlo compreendendo um siRNA n&o-alvo da mesma composicéo geral
€ nas mesmas quantidades.

[00102]A transfeccao de células foi seguida em meio de cultura de células
normais ou com a presencga adicional de 10% do soro do camundongo, um potente
inibidor da captacao celular de muitos lipossomas anfotéricos. A eficacia de trans-
fecgcao é expressa como ICso0, a concentragcdo necessaria para alcangar uma inibigcao
de 50% da viabilidade celular.

[00103]A relac&o entre o ICs0 em meio regular e o ICso com a adigdo de soro
de camundongo € usada como uma meétrica para a inibigdo da captagao celular pelo
soro do camundongo. Esta relagdo € de 5 ou superior para lipossomas sem proprie-
dades especificas visando, € 5 ou menor para os lipossomas desta invencgao, isto €,
lipossomas compreendendo grupos imino carregados em combinagdo com lipidios
carregados negativamente.

[00104]Como demonstrado adicionalmente nos exemplos 14, a melhor trans-
fecgcao resistente a soro de células HelLa pode ser alcangada por combinacdes de
CHOLGUA com os DOGS de lipidios de carboxila. Especialmente bons resultados
foram obtidos na presenca de menos de 40% de colesterol e misturas tendo um C/A
de entre 0,5 e 1,5. Se todos os outros componentes, tais como DOGS ou colesterol
foram mantidos constantes e o grupo cabegca GUA foi trocado contra uma dimetila-
mina como no DC-CHOL, os lipossomas ainda estdo ativos na auséncia, mas nao
na presenga de soro de camundongo. O mesmo pode ser observado para combina-
¢des de CHIM e DMGS.

[00105]Combinagdes de lipidios catidnicos baseados em colesterol com o
DOPA lipidico de fosfato lembram as descobertas em que as melhores atividades
foram observadas para a CHOLGUA lipidica de imino. Além disso, o soro resistente
a transfeccao de CHOLGUA: DOPA lipossomas pode ser observado, embora com

uma inibigdo substancial em comparacdo com a auséncia de soro. Combinacdes
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para DOPA com CHIM ou DC-CHOL nao resultou em qualquer transfec¢ao na pre-
senca de soro.

Lipidios baseados em DACA

[00106]Para adicionalmente investigar a dependéncia da transfeccgéo resis-
tentes a soro da quimica de grupo cabeca, os lipidios foram sintetizados usando um

ancora acido carboxilico dialquila comum (DACA) como seu dominio hidrofébico:

HaCy7 0
HaCor NH ADACA (Amino-DACA)
H:.‘-lic‘l? 0 HN
N GUADACA (Guanidino-DACA)

H33C1T NH_\— 2

NH
H33c1? EO,
HaaC NH 4 \N
T _Q PDACA (Piridil-DACA)
HuCyy O
Moy N N—CH, MPDAGA (Metilpiridil-DACA)
H33Cyy .

>—< NH
HaaCy7 NH—@—{ BADACA {Benzamindin-DACA)
NH,

[00107]Em que a porcao DACA foi obtida pela adicao de acido oléico para

oleiliodeto como descrito no exemplo 10 e o composto resultante é:

Hat
%

HiC

DACA - acido dialquil-carboxilico
[00108]Fora dos lipidios catidnicos, GUADACA, MPDACA ou BADACA tém
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uma porgao imino carregada em seus grupos cabega polares. O grupo cabecga de
PDACA é essencialmente sem carga, devido ao baixo pK da por¢ao piridina (pK cal-
culado € 5,9), enquanto a variante metilada resulta na formagado do composto piridi-
nio constantemente carregada MPDACA. ADACA tem um pK suficientemente alto de
cerca de 9, mas falta o componente imino. No entanto, pequenas quantidades de
enamina respectiva podem se formar a partir desse componente como o grupo ami-
no esta situado na posicédo D a partir do amido, permitindo a estabilizacdo mesomé-
rica da forma imina.

[00109]Combinagdes com os lipidios aniénicos, CHEMS, DMGS, DOGS e
DOPA foram preparadas como descrito acima para os lipidios baseados em coleste-
rol série semelhante de diferentes lipossomas tendo varia relagbes C/A entre 0,33 e
2 (ou 0,75 e 1 para o fosfato de lipidios) foram produzidos.

[00110]Além disso, os lipossomas foram carregados com siRNA alvo PLK-1
Ou uma sequéncia nao relacionada e as propriedades de transfecgao foram testadas
em células HelLa, na presenga ou auséncia de soro de camundongo.

[00111]Como demonstrado em outros exemplos 14 e 15, o soro resistente a
transfeccao de células Hela pode ser alcangado por combinacées de GUADACA ou
MPDACA com lipidios ou lipidios de carboxila ou fosfato. Além disso, estes lipidios
rendem transfec¢cdo muito eficiente de PLK-1 siRNA também na auséncia de soro.
Isto implica que n&o ha ativagcdo dos lipossomas com componentes do soro como
descrito recentemente para lipossomas tendo um grupo cabega dimetilamino (Akinc
et al, Mol. Ther (2010) publicagao eletrobnica em 11 de maio, ahead of print DOI:
10.1038/mt .2010.85). Niveis muito elevados de atividade do veiculo sdo também
observados para relagdes C/A entre 0,5 e 1,5 para as combinagdes com os lipidios
carboxilicos e para C/A. 0,75 ou 1 para os lipidios de fosfato. Em muitos destes ca-
sos, as formulagdes tém propriedades de carga anfotérica.

[00112]A falta de metilagcdo do composto de piridinio MPDACA da a PDACA
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relacionada. Embora ainda portando uma fungao imina, esta funcdo nao é mais car-
regada como em MPDACA; PDACA também nao é ativo como lipidios catibnicos
para fins de transfecgdo. Em uma outra variante o anel aromatico do grupo cabega
foi mantido, mas a imina carregada foi entdo apresentada como parte de um grupo
aminida extra-anular. Este composto foi encontrado ativo como um lipidio de trans-
feccdo, por exemplo, em combinagdes com CHEMS ou DMGS em que também re-
sultou em transfeccéo resistente a soro.

Lipidios Adicionais com Base em Acidos Dialquilcarboxilico.

[00113]Achados semelhantes foram feitos usando o lipidio de piridinio

SAINT-18, conforme descrito em US 6.726.894 (estrutura 31).
[31]

R

[00114]SAINT-18 foi combinado com varios anions de lipidios, tal como
CHEMS, DMGS ou DOGS. As razbes dos lipidios catidnicos e aniénicos foram vari-
adas de forma sistematica e as misturas binarias resultantes opcionalmente foram
ainda providas com 20 ou 40% em mol do colesterol. As misturas de lipidios indivi-
duais foram transformadas em lipossomas e usadas para o encapsulamento de um
siRNA ativo e controle. Quando testado em células HelLa, na presenca de meio nor-
mal de cultura celular, inibicao eficiente e especifica da viabilidade celular foi obser-
vada para inumeras as formulacdes testadas, conforme demonstrado no Exemplo 8.
No entanto, nenhum dos lipossomas tendo um C/A >= 1 rendeu a transfeccao de
células na presencga de soro de camundongo. Em contraste, um grande numero de
formulacgdes anfotéricas resistiu ao desafio de soro e fez transfec¢cao das células de
forma eficaz. Além disso, o efeito foi especifico para o siRNA PLK-1 e concentracbes
muito mais elevadas de lipossomas carregados com um siRNA ndo relacionado
(SCR) foram necessarias para inibir a proliferagao celular ndo especifica. Os melho-
res resultados foram obtidos usando SAINT18 em combinacdo com DMGS. Lipos-

somas compreendendo SAINT-18 e DMGS, adicionalmente caracterizados por C/A
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<1, portanto, dentro da competéncia desta invencéo.

Lipidios de amino a base de acido

[00115]Para ilustrar adicionalmente os ensinamentos da presente invencéo,
os lipidios de guanido catibnicos PONA (palmitoil-oleoil-nor-arginina, estrutura 21)
foram combinados com varios anions de lipidios, tais como CHEMS ou DMGS. As
razdes dos lipidios catibnicos e anidnicos foram variadas de forma sistematica e as
misturas binarias resultantes foram adicionalmente providas opcionalmente com
20% em mol de colesterol. As misturas de lipidios individuais foram transformadas
em lipossomas e usadas para o encapsulamento de um siRNA ativo e controle.
Quando testado em células Hela, a inibicdo eficiente e especifica da viabilidade ce-
lular foi observada para a maioria das formulagdes testadas, conforme demonstrado
no Exemplo 5. A atividade n&o foi ou foi apenas marginalmente afetada pela presen-
¢a de soro humano ou camundongo.

[00116]No Exemplo 6, o CHEMS lipidico anidnico foi combinado com deriva-
dos de PONA, em que a porgao guanido foi substituida por um grupo amino (PO-
Namina) ou um grupo amdnio quarternizado (PONam®bnio), como mostrado nas es-

truturas (21) e (23).
vy
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[00117]Mais uma vez, as relagdes entre os componentes lipidicos anidnicos
e catibnicos foram sistematicamente variadas e 20% de colesterol estava presente

em todas as misturas de lipidios. O material foi formulado em lipossomas e usado
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para o encapsulamento de siRNA ativo e controle. Quando testado em células Hela,
a inibicao eficiente e especifica da viabilidade celular foi observada para todas as
formulagdes contendo um excesso molar dos lipidios catiénicos. Para misturas com-
preendendo quantidades molares mais elevadas do CHEMS lipidico aniénico, a me-
Ilhor atividade foi observada em combinagdes com PONA, enquanto PONamina:
combinagdes CHEMS so6 foram eficazes em alguns casos. As combinagbes PONa-
monioCHEMS nao foram eficazes quando um excesso de lipidios aniénicos foi usa-
do.

[00118]Além disso, fora das misturas compreendendo um excesso de lipi-
dios CHEMS anibnico, a atividade de transfeccdo do PONA: combina¢gdes CHEMS
foi apenas marginalmente afetada pela presengca de soro humanos ou de camun-
dongo, enquanto a atividade de PONamina: combina¢ées CHEMS foi concluida su-
primida na presenga de soro de camundongo. As formulagées PONaménio perma-
neceram inativas na presenca de soros.

[00119]Combinagdes de PONA, PONamina ou PONamonio com os lipidios
de fosfato DOPA também foram testados como descrito no exemplo 15. Ambos
PONA e PONamina, mas nao resultou em soro PONamadnio resistente a transfec¢ao
de células Hela.

[00120]0s dados combinados suportam uma captacao preferencial de com-
binagdes lipidicas compreendendo lipidios de guanido em combinagdo com carga
negativa, por exemplo, lipidios de carboxila ou fosfato. Isto pode estar relacionado
as consideragdes mecanicista feitas mais adiante. A atividade constante e elevada
das formulagdes tendo um excesso do componente de lipidios catidnicos pode ser
devido a interacao eletrostatica entre essas particulas e a superficie da célula, que,
no entanto, é inespecifica. Em linha com esta visao é o fato de que a atividade das
formulagdes catidbnicas ndo depende tanto da natureza dos lipidios anidnicos ou ca-

tibnicos.
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[00121]Em outros experimentos, os lipidios de guanido PONA foram combi-
nados com CHEMS, DMGS ou DOGS. Mais uma vez, uma variagao sistematica das
razoes de ambos os compostos lipidicos anidnicos e catidnicos nas respectivas mis-
turas binarias foi realizada e as formulagdes foram ainda providas com 0, 20 ou 40%
em mol de colesterol. Quando testadas como acima, a grande maioria das formula-
¢des foram ativas na proliferacdo de células na inibicado de células HeLa com um
ICs0 sendo inferior a 6 nM (ver Exemplo 7). Uma comparagéo entre as concentra-
¢des necessarias para a eficacia do siRNA ativo e inativo, no entanto, revelou dife-
rengas significativas entre as formulagdes. A medida de comparacgéo, € a relagao
entre os valores ICso para ambos de siRNA, aqui expresso como relagdo SCR / PLK.
Apenas formulagdes selecionadas alcangam valores significativamente maiores do
que 5. Formulagdes ainda mais preferidas tém SCR / PLK> = 10. Todas estas formu-
lagdes preferidas podem ser caracterizadas por sua relagdo entre o componente li-
pidico catidénico e aniénico, que é inferior a 1.

[00122]Esta invencgao identifica quimica especifica de grupos cabega de lipi-
dios como critica para a captagdo em certas células na presenca de soros de outra
forma inibitéria. Com preferéncia, combinacdes anfotéricas de lipidios anidnicos
compreendendo grupos carboxilicos e lipidios catidbnicos compreendendo porg¢des
imino carregadas resultam nas propriedades desejadas. Em contraste, as formula-
¢des compreendendo os mesmos lipidios catidbnicos ndo dependem de uma quimica
especifica de grupo cabega e sdo menos toleradas pelas células.

Ligagao de Lipoproteina

[00123]As lipoproteinas competindo com a transfecgéo de lipossomas inclu-
em uma variedade de estruturas, de acordo com sua densidade. Estas s&o conheci-
das como os quilomicrons, particulas VLDL, LDL, IDL ou HDL. Na via endogena, os
quilomicrons s&o sintetizados no revestimento epitelial do intestino delgado e s&o

montados usando ApoB-48, uma variante mais curta do produto do gene ApoB. Mai-
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or intercambio de lipoproteinas com particulas de HDL conduz a transferéncia de
ApoC-Il e ApoE a particula de quilomicrons, o primeiro mediador da ativacédo da li-
poproteina lipase, uma enzima necessaria para a liberagao de lipidios da particula.
Os quilomicrons hidrolizados assim chamados remanescentes que sao absorvidos
principalmente no figado via reconhecimento da sua parte ApoE. A sintese, matura-
¢ao, uso e reciclagem de particulas de VLDL seguem o mesmo caminho, mas co-
mecga no figado e esta usando a proteina ApoB-100 como unidade de formagao de
estrutura. Mais uma vez, ApoE medeia a captacao eventual e reciclagem dos VLDL
remanescentes, as particulas chamadas IDL, (ver também
http://en.wikipedia.org/wiki/Lipoprotein).

[00124]ApoE divide homologia estrutural nas apolipoproteinas A e C, em que
todos eles compreendem repeticdes anfipaticas em tandem de 11 aminoacidos. Da-
dos cristalograficos confirmam a existéncia de estruturas helicoidais anfipaticas es-
tendida para fragmento de ApoE e ApoA-l e também revelam uma organizagao de
carga misturada na face polar destas hélices. Estes dados estdo disponiveis ao pu-
blico a partir do Protein Data Bank RCSB (disponivel em
www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e entrada 1AV1.pdb da a estrutura da proteina de
ApoA-l. Os aminoacidos 129-166 de Hpe.pdb representam o fragmento de ligagéo
LDL receptor de ApoE. Em contraste com a sua semelhanga geral, as trés apolipo-
proteinas mostram desvios especificos quando a sua composicdo de aminoacidos é
analisada. Em ApoE, arginina € o aminoacido catiénico prevalecente nas repeti¢cdes
tandem. Em contraste, ApoA tem quantidades iguais de lisina e arginina, enquanto
ApoC tem um excesso de residuos de lisina.

Tabela 3: Analise da composi¢gdo de aminoacidos em repetigdes em tandem
de apolipoproteinas relacionadas. Sequéncia de dados foram obtidas a partir da

Swiss-Protavailable em www.expasy.ch/sprot/sprot-top. html).

Sequéncia ApoAl ApoE ApoC-ll
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Entrada SwissProt P02647 P02649 P02655
Ponto final 68 - 267 80 — 255 23 -101
Extensé&o 199 175 78
IP 5,55 9,16 4,66
N° de lisina 18 8 6
N° de arginina 14 25 1
N° de Histidina 5 1 0
N° de acido aspar- 10 8 4
tico
N° de acido gluta- 28 22 7
mico
ApoAl ApoE ApoC-ll
Lisina (%) 9% 5% 8%
Arginina (%) 7% 14% 1%
Histidina (%) 3% 1% 0%
Acido aspartico (%) 5% 5% 5%
Acido glutamico 14% 13% 9%
(%)

[00125]Em resumo, a superficie polar de lipoproteinas naturais é coberta
com apolipoproteinas, das quais ApoE é um motivo de ligagdo comum para a capta-
¢ao celular dessas particulas. As por¢cdes de agua exposta do ApoE representam
um mosaico de cargas anidnicas e catibnicas, em que as cargas anibnicas sao cria-
das a partir dos terminais carboxila livres de residuos de acido aspartico e glutadmico.
As cargas catidnicas compreendem uma mistura de grupos amino e guanido com
muitos poucos imidazois. Estando presentes

[00126]A fim de imitar o padrdo de reconhecimento do cassete de ligagéo

ApoE na superficie de lipossomas, diferentes alternativas podem ser seguidas. E
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possivel sintetizar fragmento de peptideo ApoE e enxertar tais peptideos na superfi-
cie de lipossomas. Isto tem sido demonstrado por Mims et al., J Biol. Chem. 269,
20539 (1994); Rensen et al, Moi Pharmacol. 52, 445 (1997); Rensen et al, J. Lipid
Res. 38, 1070 (1997);. Sauer et al t Biochemistry 44, 2021 (2005) ou Versluis et al, J
Pharmacol. Exp. Ha 289, 1 (1999). No entanto, o alto custo associado com a sintese
de peptideos e derivatizagdo chamada para abordagens alternativas.

[00127]Uma apresentacdo direta das porgdes carregadas requeridas utili-
zando misturas de diferentes lipidios carregadas, potencialmente compreendendo
adicionalmente lipidios neutros produziria uma estrutura muito mais simples e elimi-
naria as necessidades para a producao de peptideo oneroso e derivatizacdo. Um
desafio consideravel desse tipo de abordagem é a difusdo planar dos grupos carre-
gados dentro da bicamada lipidica, que até entdo ndo esta clara se a afinidade de
uma assemblie menos organizada efetivamente compete com as afinidades providas
pelas lipoproteinas auténticas. Além disso, os grupos cabega de lipidios carregados
de forma oposta podem formar pontes de sal uns com os outros, enquanto as liga-
¢des de hidrogénio entre os poucos grupos funcionais sdo detectadas no cassete de
ligacéo das lipoproteinas, por exemplo, ApoE. Isto pode explicar a atividade de imi-
no: combinagdes de lipidios de fosfato, como GUADACA: DOPA ou MPDACA:
DOPA. Enquanto DOPA prové duas cargas negativas em condi¢des fisiologicas, im-
pedimento estérico desativa a formacdo de um sal de um DOPA e dois lipidios
GUADACA. Como tal, nestas membranas o sal carregado negativamente entre
DOPA e GUADACA deve co-existir com moléculas GUADACA livres, assim, facili-
tando a presenca simultanea de elementos separados anidnicos e catibnicos em um
conjunto de lipidios comum.

[00128]A teoria acima € mencionada sem limitar os resultados desta inven-
¢ao. Sem querer estar ligado a esta teoria em particular, pode-se supor que as com-

binagdes de lipidios de imino carregado com lipidios de carboxila carregados negati-
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vamente ou fosfato de imitar as propriedades da superficie das lipoproteinas cober-
tas com ApoE. As particulas podem naturalmente ser utilizadas, desenvolvidas e
otimizadas, sem esse conhecimento. O pano de fundo tedrico pode, no entanto ser
util para entender os principios orientadores ou aplicabilidade dos vetores descritos
nas modalidades diferentes desta invengéo.

[00129]Por exemplo, € sabido, que os receptores de lipoproteinas tém perfis
de expressdo em varios tipos células e esse conhecimento pode ser usado para
avaliar populagdes de célula alvo para os lipossomas desta invengéo.

[00130]0O LDL-receptor é altamente expresso em tumores e nas células
broncoepiteliais do pulmao (ver Su Al, Wiltshire T, Batalov S, et al (2004) Proc Natl
Acad Sci EUA 101 (16):6062 - 7, também  publicado em
http://en.wikipedia.org/wiki/File:PBBJ3E_LDLR 202068_s_at_tn.png)

[00131]0s lipossomas desta invengao sao, portanto, especificamente adap-
tados para aplicagdes no campo da oncologia, mas também para a transfec¢ao de
células especificas de pulmao. Enquanto os tumores sdo acessiveis a partir circula-
¢ao sistémica através do efeito EPR (permeabilidade aumentada e retencdo), que é
através de vascularizagdo tumoral com vazamento, as células broncoepiteliais po-
dem ser alvo também das vias aéreas.

[00132]Em uma modalidade especifica desta invencao, aerossois de lipos-
somas compreendendo lipidios de carboxila e imino carregados ou fosfato sdo, por-
tanto, utilizados para as formas de dosagem inaladas para o direcionamento das
células pulmonares, em particular as células broncoepiteliais.

Legendas da Figuras

[00133]As Figuras 1 - 6 exibem os resultados do experimento descrito no
exemplo de triagem 14. A natureza dos lipidios catidénicos € indicada nas figuras
menores e outras lendas e eixo sdo semelhantes para todos os itens de exibicao e

sdo dadas na figura separada e menor abaixo. As barras duplas denotam liposso-
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mas com 20% de colesterol (barra a esquerda) e 40% de colesterol (barra a direita),
respectivamente.

[00134]Barras representam os valores de ICso para as respectivas combina-
¢bes de liposomas / siRNA nas condi¢gdes experimentais para cada figura, isto €,
seja na presenga ou auséncia de soro de camundongo. Estes valores |ICso denotam
as concentragdes necessarias para uma inibicdo meio-maxima do crescimento celu-
lar e sdo dadas em nM. As concentracdes maximas dos itens de teste foram de 40 e
36 nM para a auséncia ou presencga de soro de camundongo, respectivamente.

A ordem dos itens de teste é a seguinte:

Figura 1 o lipidio aniénico € CHEMS - sem adigdo de soro de camundongo

Figura 2 o lipidio aniénico € CHEMS + adigdo de soro de camundongo

Figura 3 o lipidio aniénico € DMGS - sem adi¢ao de soro de camundongo

Figura 4 o lipidio aniénico € DMGS + adi¢cédo de soro decamundongo

Figura 5 o lipidio aniénico € DOGS - sem adi¢g&o de soro de camundongo

Figura 6 o lipidio aniénico € DOGS + adigdo de soro de camundongo

Exemplos

[00135]0s ensinamentos desta invencdo podem ser mais bem compreendi-
dos com a consideragdo dos exemplos a seguir. No entanto, estes exemplos n&o
devem de modo algum limitar os ensinamentos da presente invengao.

Exemplo 1 - Produgéo de lipossomas, caracterizagcdo e encapsulamento de
SIRNA

[00136]Lipossomas foram preparados utilizando métodos conforme divulga-
do em WOOQ07/107304. Mais especificamente, os lipidios foram dissolvidos em iso-
propanol e lipossomas foram produzidos pela adigdo de solugdo de siRNA em 20
mM de NAAC, 300 mM de Sacarose, pH 4,0 (pH ajustado com HAc) a mistura de
lipidios alcodlicas, resultando em uma concentragéo de alcool final de 30%. As sus-

pensdes lipossomais foram formadas deslocadas para pH 7.5 com o dobro do volu-
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me de 136 mM de Na2 HPO4, 100 mM de NaCl (pH 9), resultando em uma concen-
tracao de lipidio final de 3 mM e uma concentragao de isopropanol final de 10%.

[00137]Lipossomas foram caracterizados em relagdo ao seu tamanho de
particula usando espalhamento de luz dindmico (MALVERN 3000HSA).

[00138]SiRNA ativo: 21 mer blunt terminada segmentagdo do camundongo e
MRNA PLK-1 humano como em Haupenthal et al., Int. J. Cancer (2007), 121 :206-
210.

SiRNA de controle (SCR): 21 mer da mesma fonte.

Exemplo 2 - Cultura Celular Geral e Ensaio de Proliferagéo

[00139]Células HelLa foram obtidas a partir de DSMZ (Colegcdo Alema de Mi-
crorganismos e Culturas de Células) e mantidas em DMEM (Gibco-Invitrogen) e su-
plementadas com 10% de SFB. As células foram pipetadas a uma densidade de
2.5x10% células / ml e cultivadas em 100 yL de meio a 37 °C sob 5% de CO2. Apds
16 h, os lipossomas contendo siRNA foram diluidos e 10 pl foram adicionados as
células para produzir concentragdes finais entre 0,4 a 100 nM PIki ou siRNA mistu-
rado; 10ul de tampéao de diluicdo também foram adicionados as células nio tratadas
e em pogos sem celulas. Placas de cultura de células foram incubadas por 72 horas
a 37 °C sob 5% de CO:z. Proliferagcao / viabilidade celular foi determinada usando o
ensaio de viabilidade celular CellTiter-Blue (Promega, EUA) de acordo com as ins-
tru¢des do fornecedor.

Exemplo 3 - Inibigdo da Transfecg¢do por Soros

[00140]Lipossomas com DODAP: DMGS: Colesterol (24:36:40% em mol) fo-
ram carregados com siRNA ativo e controle como acima e 25 yL dos lipossomas
foram incubados com 75 pL de soros de diferentes espécies (SIGMA-Aldrich) por 30
min. Depois disso, os lipossomas foram adicionados as células, a incubacgao foi
mantida por 72 horas e viabilidade celular foi determinada como descrito acima.

[00141]Quando incubados sem soro, administragao dos siRNA ativos resulta
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em uma forte inibigdo da proliferagao celular. Conforme demonstrado na Tabela 7
abaixo, este processo € inibido pela adicdo de soro.

Tabela 7: Inibicdo de Transfec¢do Celular por Soros de Origem Diferente.

ITipu:u_ de siRMNA, conc. de siRMA, Sorg _ Yiabilidade celular(%)
PLKA1 50 ni Menburm 7

PLK1 50 nM - Humano | o8

PLK1 50 nM Hamster 80

PLK1 50 i Rato 108

PLK1 50 nM Carmundongo 102
_Menhum | Menhum Menhurm | 100

Exemplo 4 - Inibicdo é dependente da Lipoproteina

[00142]Lipossomas como no Exemplo 3 foram incubados com soro humano
desprovido de certos fatores de complemento ou lipoproteinas (SIGMA-Aldrich) co-
mo acima e analisados por sua capacidade de mediar o efeito RNAi em células He-
La.

[00143]Conforme demonstrado na Tabela 8, a eficacia de transfeccao pode
ser restaurada por um esgotamento das lipoproteinas. Remocgao de fatores de com-
plemento foi ineficaz.

Tabela 8: Restauracdo de Transfecgdo Celular em Soros sendo Deficiente

de Varios Fatores.

ITipl:l de siRMA conc. de siRMNA =aro _|Miabilidade celular(%s)
PLE1 50 nM Menhum 7
PLKA 50 o Humano, cnlmpletn o8
PLK1 50 ni Humano, sem fator | g4
de complemento C3
PLEK1 50 nlvt Humano, sem fator | gg
de complemento CY
PLK1 50 nM Humano, lipoproteinal 18
deficiente
Menhum | Menhum Menhum 100

Exemplo 5 - Transfecgao resistente a Soro usando um lipidio de guanido
[00144]Uma série de lipossomas foi construida a partir de PONA: Lipidios

anibnicos: Colesterol (x: y: 20% em mol) e carregada com siRNA ativo e controle
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como no Exemplo 1. Dentro dessa série, a relagdo entre o componente catidénico
PONA e os lipidios aniénicos CHEMS ou DMGS foi sistematicamente variada entre
0,33 e 2, conforme indicado na tabela. Lipossomas tendo uma relag&o entre o: lipidio
catidnico : anidnico de 1 ou maior foram ainda providos com 2 % em mol de DMPE-
PEG2000 (Nippon Oils and Fats) para evitar a agregacéo das particulas. Essa modi-
ficagdo € indicada por um "+" na tabela. Reag¢des de controle com particulas tendo
C/A < 1 nao revelaram uma mudanca de propriedades de transfeccdo na presenca
ou auséncia de lipidios PEG.

[00145]Células HelLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e so-
ros de origem humana ou camundongos (Sigma-Aldrich) foram adicionados direta-
mente nas células por 120 min. Depois disso, os lipossomas foram adicionados as
células, em concentracdes entre 50 pM e 50 nM, a incubagé&o foi mantida por 72 ho-
ras e viabilidade celular foi determinada como descrito acima. A eficacia de transfec-
¢ao é expressa aqui como ICso, a concentragado necessaria para inibir a proliferagao
celular em 50%. Baixos valores ICso representam, portanto, transfeccéo altamente
eficaz.

[00146]Torna-se evidente a partir dos resultados na Tabela 9, que a adigao
de soro apenas marginalmente afeta a transfecgdo de siRNA mediada pelosa lipos-
somas do exemplo. Alguma inibicdo ainda é observada para os lipossomas de
PONA: CHEMS compreendendo baixas quantidades dos lipidios aniénicos (razdes
de 0,33 e 0,5, inibicao particularmente forte com o soro de camundongo).

Tabela 9: Eficacia de transfeccdo de lipossomas compreendendo porgdes

guanido na presencga de soros.
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i 1 CHEMS

razaolipidio catiﬁnicnfaniﬁlnicn 0,33 050 | 067| 0,82 14 | 1,22+ | 1,5+ 24

gem sora 38,54 121| 040) 056 | 1,83 161 | 070 | 1,42

Soro Humanao 199,00 210| 0B2| 113 216 1,92 | 1,70 1,83

Soro de camundongo 199,00 5000 156 | 194 247 | 1,890| 0,76 I 1.44
DMGS

Sem soro 023 054 001 001

=aro Humanao 160| 239| 288 221

Soro de camundongo 067 | 069 1,41 | 1,81

Exemplo 6: Criticalidade do grupo cabecga de guanido

[00147]Séries de lipossomas tendo razdes sistematicamente variadas entre
os componentes lipidicos catidnicos e anidnicos foram produzidas e carregadas com
siRNA como no Exemplo 5. Os componentes lipidicos catiébnicos foram PONA PO-
Namina e PONamonio, o lipidio aniénico foi CHEMS e o teor de colesterol foi fixado
em 20% em mol. Lipossomas tendo uma relagao do lipidio anidnico : catiénico de 1
ou mais foram ainda providos com 2 % em mol de DMPE-PEG2000 (Nippon Oils and
Fats) para evitar a agregacdo das particulas. Essa modificacdo é indicada por um
"+" na tabela.

[00148]Células HeLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e so-
ros de origem humana ou camundongos (SIGMA-Aldrich) foram adicionados direta-
mente nas células por 120 min. Depois disso, os lipossomas foram adicionados as
células, em concentracdes entre 50 pM e 50 nM, a incubagé&o foi mantida por 72 ho-
ras e viabilidade celular foi determinada como descrito acima. A eficacia de transfec-
¢ao € expressa aqui como ICso como no Exemplo 5.

[00149]Torna-se evidente a partir dos dados da Tabela 10, que s6 PONA, e
nem PONamina e muito menos PONaménio, medeia a transfec¢céo de células Hela,
na presencga de soro. Isto é mais notério no caso do soro de camundongo, que inibe

a transfecgao de forma mais agressiva. Um excesso de componentes lipidicos cati6-
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nicos em certa medida, compensa a perda de atividade mediada pelo soro, mas po-
de ser devido a adsorgao eletrostatica inespecifica desses lipossomas para as célu-

las.

Tabela 10: Criticalidade do grupo cabega guanido para a transfec¢ao de cé-

lulas resistentes a soro.

N PONA |
razdo CiA 0,33 0,5 0,67 0,82 1+ 1,22+ | 1,5+ 2+
_Sermn soro 429 1.8 0,6 1,0 4.1 5.4 24 | 68
saro humano | 80,0 2.5 2.2 20 1.8 2.8 &2 5,2
soro camund. | 8o 31,1 550 57 2.1 53 8,1 7.5
I
___PONamina
razao CAA 0,33 05 0,67 082 | 1+ 1,22+ | 15+ | 2+
semsor | 5 85,0 75 | 1000 | 30 | 52 30 | 25
soro hurmano | 1000 55,0 11,9 100,0 2.2 2.8 6,1 5.1
soro camund | 70,0 100,0 | 100,0 | 1000 75,0 700 | 393 | B7
POMNamidnio .
razan CrA, 0,33 0.5 0,67 0,82 1+ 1,22+ 1.6+ | 2+
Sam sora BO.O 100,0 80,0 40,0 65,0 95 8.5 52

soro hurnano | 950 | 900 | SO0 | 800 | 800 | 118 | 124 | 157
soro camund | 850 100,0 | 100,0 100,0 100,0 20,0 75,0 | 550

Exemplo 7 - Otimizagcdo da composic¢ao e lipossoma

[00150]Séries de lipossomas tendo razdes sistematicamente variadas entre
os componentes lipidicos catidnicos e anidnicos foram produzidas e carregadas com
siRNA como no Exemplo 5. O componente lipidico catidnico foi PONA, os lipidios
aniénicos foram CHEMS DMGS ou DOGS e o teor de colesterol variou entre 0 e
40% em mol. Lipossomas tendo uma razao de lipidio catidénico : aniénico de 1 ou
mais, mas também alguns dos outros lipossomas foram adicionalmente providos
com 2 % em mol de DMPE-PEG2000 (Nippon Oils and Fats) para evitar a agregacao
das particulas. Essa modificacéo € indicada por um "+" na tabela.

[00151]Células HelLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e li-

possomas foram adicionados as células, em concentracdes entre 6 nM e 200 nM, a
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incubagao foi mantida por 72 horas e viabilidade celular foi determinada como des-
crito acima. A eficacia de transfeccao é expressa aqui como ICso como nos exem-
plos acima. Além disso, o ICso foi determinado para os lipossomas carregando o
siRNA inativo (SCR) e a relacao entre ICso (SCR) e ICso (PLK1) foi determinada. Um
valor elevado para este parametro indica uma inibicdo muito especifica da viabilida-
de celular pelo siRNA PLK1, baixos efeitos inespecificos contribuido pelo veiculo e
baixos niveis de citotoxicidade em geral.

Tabela 11: Resultados de Otimizacao para CHEMS. Valores ICso detectaveis

maiores e menores sao 6 e 200 nM, respectivamente.

= 033|023+ | 05 | 05+ | 067 | 067+ [ 0,82 | 0,82+ | 1+ | 1,23+« | 15+ | 2+
PLK | 0% Chol | 44 | 77 g g g ] ] ] B E B g
20% Chol | 54 | 79 ] ] [ ] ) 6 B & G i
40% Chol | 67 | 94 | 6 g 6 [ & & & B B 5

B C/A | 033|033+ | 05 | 05+ | 067 | 0G7+ | 0,82 | 082+ | 1+ | 1.22+ | 1.5+ | 2+
SCR |0%Chol | 00 | 86 | 113 | 152 | 23 | 200 | 16 | 21 | 156 | 16 1@ | 11
Z20% Chol | 73 | 90 | 108 | 126 | 200 | 200 | 26 | 23 | 21 | 11 16 | 10
40% Chol | 94 | 117 | 198 | 200 | 200 | 200 | & 5 30 | 14 | 27 | 12

CiA 0,33 | 033+ | 05 | 05+ | 0,67 | 067+ | 082 | 0,.82% | 1+ | 1,22+ | 1,5+ | 2+
SCR/ | 0% Chol | 2,05 1,12 | 18,86 | 2533 | 3,81 | B3,33 | 2,60 | 352 | 250 | 268 | 230 | 1,84
PLK [20% Chol | 1,37 | 1,94 | 18,10 | 21,30 | 83,33 | 8333 | 4,26 | 5,77 | 3,45 | 1,84 | 2,65 | 1,50
40% Chol | 1,40 | 1,24 3286 | 83,33 (83,33 | 83,33 | 1,00 | 1,00 | 500 2,39 | 448 | 197

Tabela 12: Resultados da Otimizagdo para DMGS. Valores ICso detectaveis

maiores e menores sao 6 e 200 nM, respectivamente.

CIA 0,33 05 | 067 | 082 1+ | 129+ | 156+ | 2+

PLK | 0% Col 98 200 200 188 5 5 6 6
20% Col 6 B 8 8 (5 6

40% Col 6 6 B B B 6 5 6

CIA 0,33 0.5 0,57 0,82 1+ | 1,22+ | 15+ | 2+

SCR | 0% Col 200 200 200 158 14 6 10 14
20% Col | 200 54 8 8 13 8 g 10

4p% Col | 155 23 11 & & 14 g 12

CIA 0,33 0,5 067 | 082 1+ | 1,22+ | 15+ | 2+
SCR/ | 0% Col | 511 084 | 226 | 1,00 | 166 | 236
PLK |20%Col | 8333 | 9,01 1,27 1,26 | 220 | 1,55 | 145 | 1,69
40% Col | 2585 | 390 1,83 1,00 | 100 | 227 | 1,54 | 197
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Tabela 13: Resultados da Otimizagdo para DOGS. Valores ICso detectaveis

maiores e menores 6 € 200 Nm, respectivamente.

CiA 0,33 05 | 067 | 082 | 1+ 122+ | 15+ | 24

PLK | 0% Cal 200 200 200 200 B 5] 5 B

20% Col 22 200 200 200 6 6 6 8

40% Col B 170 200 200 6 6 6 5

ClA 0,33 0.5 0,67 0,82 1+ | 1,22+ | 1,5+ | 2+

SCR [ 0% Col | 200 200 200 200 14 10 16 10

20% Col 200 200 200 200 21 10 12 B

40% Col 15 197 200 200 12 7 ) g

CiA 0,33 0,5 0,67 0,82 1+ [ 1,22+ | 1,5+ | 2+
SCR/ | 0% Col  [sem efeitgsem efeito|sem efeitdsem efeito] 240 | 1,59 | 2,65 | 1,63
PLE | 20% Cu:nlm . 22,42 [5EM efeitizem efeitofserm efeito 345 | 1,85 | 2,07 | 1.29
ans, Col 2 48 116 [sem efeitoSem efeitol g3 | 109 | 1,48 | 1,55

Exemplo 8 - Lipossomas compreendendo um lipidio de piridinio

[00152]SAINT-18 foi usado como lipidios catidnicos, sua estrutura de piridi-
nio metilada prové uma porgéo imino carregada. CHEM DMGS e DOGS foram utili-
zados individualmente como lipidios aniénicos provendo o grupo carboxila funcional.
Séries de lipossomas tendo relagbes sistematicamente variadas entre os componen-
tes lipidicos catiénicos e anidnicos foram produzidas e carregadas com siRNA como
no Exemplo 5. A mistura de lipidios foi adicionalmente provida com 20 ou 40% em
mol do colesterol. Lipossomas tendo uma razéo de lipidio catiénico : aniénico de 1
ou mais foram adicionalmente providos com 2% em mol de DMPE-PEG2000 (Nip-
pon Oils and Fats) para evitar a agregacéo das particulas. Essa modificagdo é indi-
cada por um "+" na tabela.

[00153]Células HelLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e li-
possomas foram adicionados as células, em concentragcdes entre 50 nM e 50 pM, a
incubacédo foi mantida por 72 horas e viabilidade celular foi determinada como des-
crito acima. A eficacia de transfeccédo € expressa aqui como ICso como nos exem-

plos acima. Além disso, o ICso foi determinado para os lipossomas carregando o

Peticdo 870220077269, de 26/08/2022, pag. 63/78



56/66

siRNA inativo (SCR) e a relag&o entre ICs0 (SCR) e ICs0 (PLK1) foi determinada. Um
valor elevado para este parametro indica uma inibicdo muito especifica da viabilida-
de celular pelo siRNA PLK1, baixos efeitos inespecificos contribuidos pelo veiculo e
baixos niveis de citotoxicidade em geral.

Tabela 14: Resultados de transfeccdo para lipossomas de SAINT-18,

CHEMS e colesterol
' lipidio anidn CHEMS, sefm saro

razdo G4 | 033 | 05 | 067 | 082 | 1+ | 122+ | 1,5+ | 2+
PLK1 20%Col | 22 |semef| 47 | 330 | 178 | 72 | 41 | 27
40%Col | 78 |semef| 15 | 320 | 72 | 44 | 21 | 64
SCR 20% Col_|semef|semef] 499 |semef] 374 | 196 | 207 | 290
ansg Col | semef|sem ef|sam ef |S8M ef | sem ef. 169 18,6 280
SCRIPLK-1 | 20% Col | =227 ) 72 | =15 | 21 27 | 50 | 108

40% Col | =g 4 =325 | =16 | =70 3,8 87 | 44
lipidio anidn CHEMS, rmais soro de camundongo

e e e, e e

I 0,33 0.5 067 | 082 1+ 1,224 | 1.5+ 2+

PLKA 20% 0l |semef|semef| 444 [sem ef|sem ef | sem ef | A7
40% Col sem ef | serm ef |sem ef. |sem ef. |semef | semef| 355 | 23,1
SCR 20% Col | 5em el serm ef | sem ef|sem ef. |sem ef | sem ef.
40% Col sem ef sem ef. |sem ef | sem ef | sem ef) semef| 415 | 381
SCRIPLK-1 | 20%Col 1 =3,5 =16
40% Col | 1.2 1.6

Tabela 15: Resultados de transfeccao para lipossomas de SAINT-18, DMGS

e colesterol
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anidn de lipido DMGS, sem soro

razfo C/A | 033| 05 |o67| 082 | 1+ | 122¢] 1.5 2+

PLK1 | 20%: 08 | 23 |17 | 436 | 243 | 75 52 3,8
A0% 1.8 23 1,8 22 11,4 8.9 3.8 5,8

SCR 20% 7.7 5,2 53 | 380 281 | 276 | 105 10,3
40% 47 |semef|226| 57 277 | 285 | 81 8z

SCRIPLK-1 | 20% 92| 36 |31 08 1,2 | 37 | 20 | 27
40% 28 | =221 | 126 2.5 2.4 3,2 21 14

anidn dglipidin Oh|iG: mais snrn_de carnundongo ]

razdo C/A |p33| o5 |067| o082 i+ 1,22+ | 1,5+ 2%

PLK1 | 20% 40| 80 |27 |semef| 265 | 288 |sem ef | sem ef.
40% 20| 22 | 16| 16 |%emef| 210 |sem ef |sem ef
SCR | 20% 10,1 [sem ef. | o34 [semef| 294 | 312 | 257 | 284
4% | 77| 180 [258| 63 | 280 | 374 | 317 | 257
SCRIPLK-1 | 20% 25 | >62 | 88 11 | 1,1
a0% 39 | B0 |165| 39 18 |

Tabela 16: Resultados de transfeccéo para lipossomas de SAINT-18, DOGS

e colesterol

3 anidn I:j[a__I[E[din DOGS, sem 5010 ]
razao CAA| g a3 05 | 067 | 082 1+ | 1,22+ | 1,5+ 2+
PLK1  [20% Col | 389 | 380 |semef|semef] g2 | g1 | 70 | &1
| 40%C9 | 69 | 194 |semeflsemef| 207 | 87 | &5 | 85
SCR 208 Col |5em ef|sem ef |sem ef|sem ef| 275 | 205 10,2 | 258
apsCol | sem ef| sem ef| sem ef] som of

SCRIPLK-1 | 20% C9l | >14 | >13 30 | 25 | 15 | 43 |

a0%iCol | =73 | =26 =22 | *57 | =78 | =58
anidn de lipidio DOGS, mais soro

razdn CIAT 0,33 0.5 1 0,67 | 082 1+ 1,22+ 1:54- 2+
PLK-1  |20% Col | 22 | 184 [semef|semef| 275 | 205 | 263 | 281 |
a0%Col | a7 7.7 |semef] semef 274 | 202 | 304 | 308
SCR 20% ©Col | 28 |sem ef]sem eflsemef| 326 | 344 | 309 | 332
40%Col |semef| g2 |semef |sem ef| 3ps |8m ef|semef| 408
SCRY PLK-1 | 20% Col 13 | =27 1 1.2 1.1 12 | 1,2
40%Col | =188 | 14 [ 11 1,7 | =16 | 14

[00154]Como fica claro a partir dos dados nas tabelas 14 a 16, um grande
numero de lipossomas anfotéricos facilita a transfeccdo de células, mesmo na pre-
senca de soro de camundongo. Particularmente uteis sdo lipossomas compreen-

dendo SAINT-18 em combinagado com os cliacilglicerols DMGS e DOGS, enquanto a
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combinagdo com CHEMS so6 foi eficaz em C/A = 0,67. Tal como acontece com as
combinagdes PONA, os construtos anfotéricos transfectam as células com alta es-
pecificidade, enquanto as composig¢des tendo C/A > 1 n&o fornecem uma transfec-
¢ao altamente especifica, como indicado por SCR/PLK1 sendo abaixo de 2.

[00155]0utras modalidades e usos da invencéo serdo evidentes para aque-
les versados na técnica da consideragao da especificacdo e da pratica da invengao
divulgadas neste documento. A especificacdo e exemplos devem ser considerados
exemplares apenas com o verdadeiro escopo e espirito da invencéo indicados pelas
seguintes reivindicagoes.

Exemplo 9 - Medic¢bes de potencial zeta

9.1 Analise do potencial zeta para lipossomas formados a partir de PQNA:
CHEMS: CHOL

[00156]100 ul de uma mistura de lipidio compreendendo x% em mol de
PONA, y% de mol de CHEMS e 20% em mol de colesterol (20mM de concentragéo
de lipidios totais, solvente: isopropanol) foram injetados em 900 uyl de um tampé&o
compreendo 10 mM de acido acético e 10mM de acido fosférico pH4. X e Y, as per-
centagens molares para PONA e CHEMS foram ajustados para produzir o razdes de
C/A na tabela 17.

[00157]A suspenséo foi imediatamente centrifugada e 3 mL de um tampé&o
de ajuste de pH foi adicionada. Tampdes foram selecionados a partir do grupo de:
acido acético 50mM e acido fosforico 50mM, pH ajustado para 4, 5, 6,5 ou 7,5 utili-
zando NaOH ou 50mM de Na2HPO4/50mM de acetato de soédio PH9,4. O pH da mis-
tura foi gravado e é dado na tabela 17 abaixo, juntamente com os potenciais zeta
das particulas lipidicas resultantes que foram monitoradas através de um Zetastzer
HSA3000.

Tabela 17: Potenciais Zeta para as particulas de lipidios de PONA: CHEMS:
CHOL
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razdo CfA 05 | 087 0,82 1,00 1.22 15 2,00
pH final
7,56 5440 | -5880 | -58,20 | -61,80 | -21,80 | 2260 | #NV
7.20 -48 47 -46,00 -44,80 -20,00 =21,10 14,87 BNV
6,32 -44, 33 -37,07 -31,37 0,64 23,43 9,60 #NW
4,84 19,67 18,00 22,15 31,80 3277 32,57 28,37
303 | 3553 | 4173 | 4375 | 4663 | 4620 | 4340 | 4323

[00158]Claramente, as particulas exibem carater anfotérico mesmo para
misturas tendo C/A de 1,22, isto €, maior que 1. Particulas tendo um C/A de 0,67,
0,82 ou 1 também foram produzidas em pH7.4 e, posteriormente, expostas ao me-
nor pH. Nado houve mudancgas aparentes para os potenciais zeta apresentados na
tabela 17.

9.2 Medicbes Zeta potenciais de combinagcbes em que DOPA é o lipidio
anibénico

[00159]Particulas lipidicas também foram preparadas a partir de misturas bi-
narias de GUADACA e DOPA, uma combinagao imino / fosfato de grupos cabeca de
lipidios. As particulas foram preparadas da mesma maneira como descrito em 9.1 e

os potenciais zeta da tabela 18 foram registrados para misturas com diferentes ra-

zdes C/A:

Tabela 18: Potenciais Zeta para particulas lipidicas de GUADACA: DOPA

CIA 0,85 75| _Q.Efﬂ_| 1,16 1,4

pH final
45 21 13 38 4B 51
5,32 -24 22 20 33 35
6,25 -8 45| .30 2 24
7.02 -61 -7 -B -56 £
7.81 67| -78 -76 -85 -21

[00160]Tal como acontece com as particulas obtidas em 9.1, particulas com
carater anfotérico também sao obtidas com C/A > 1. Ainda assim, o drift no ponto

isoelétrico segue as expectativas.
9.3 Medigbes Zeta potenciais para DQTAP: CHEMS: CHOL

[00161]Para comparagao, as mesmas medidas foram realizadas com mistu-
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ras de lipidios no qual PONA foi substituido por DOTAP. Os resultados sao mostra-
dos na tabela 19. Em contraste com PONA: CHEMS particulas anfotéricas de
DOTAP: CHEMS sé&o encontradas somente em C/A < 1.

Tabela 19: Potenciais Zeta de particulas lipidicas de DOTAP: CHEMS:

CHOL
~ Razfio C/A | 0,67 0,82 1 122
pH final ] -

7,56 -37.7 -21,63 49 13,25
7,20 -50,17 -24.1 ENV | 12,55
6.32 v | HNY 1143 | 7,37
4,84 256 32,1 20,27 9,3
3,03 52,13 43,93 47,77 12,15

Exemplo 10 - Sintese dos CHOLGUA

[00162]25g de Colesterolcloroformiato e 50 equivalentes (eq.) de etitenodia-
mina foram dissolvidos em diclorometano e permitidos reagir por 6h a 20 °C. O ami-
noetilcarbamoil-colestererol foi isolado por cromatografia e cristalizagdo. Rendimento
foi de 28.7g e 90% de pureza.

[00163]CHOLGUA foi sintetizado a partir do aminoetilcarboamoil colesterol
isolado antes. 30g da substancia foram incubados com 1.5 eq. de cloridrato de 1H-
pirazol-1-carboxamidinio e 4eq. de N,N-diisopropiletiiamina em diclorometano / eta-
nol por 16h a 20 °C, apds o qual o produto foi isolado por cromatografia. Pureza de
95%, Rendimento 16.5g.

Exemplo 11 - Sintese de DACA, PDACA e MPDACA

[00164]42,4g, de alcool oleilico, 2,5 eq. de diisopropilazodicarboxylato 2.5
eq. de trifenilfosfina e 5 eq. de Lil foram reagidos em tetrahidrofurano (THF) p6 R24h
a 20 ° C. lodeto de oleila foi isolado por cromatografia em fase com uma pureza de
90%, o rendimento foi 13.4Q.

[00165]Em uma segunda etapa, 10 g de acido oleico foram misturados com
2,2 eq. de litiumdiisopropilamida em THF para 0,5 h em 20 °C, apds o que 1Eq. de

oleiliodeto foi adicionado. A mistura foi incubada por 2h a 20 °C e DACA purificado a
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partir da mistura de reagéo utilizando cromatografia. Pureza de 95%, rendimento
14,96 g.

[00166]Para a sintese de PDACA, 2g de DACA, 1,2 eq. de 4-picolilamina,
1,4 eq. de tetrafiuoroborato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N’-tetrametiluronium e 4 eq.
de N-metilmorfolina foram misturados em THF por 24h a 20 °C. A mistura de reagao
foi purificada incluindo cromatografia. Pureza de PDACA foi de 95%, o rendimento
foi de 1, 72g.

[00167]Para a sintese de MPDACA, 2g de PDACA foi dissolvido em THF,
juntamente com 2eq. de dimetilsulfato e a mistura foi incubada por 16h a 20 °C, apés
o que MPDACA foi purificado por cromatografia. Pureza de MPDACA: 95%, Rendi-
mento: 1.71g.

[00168]As estruturas de ADACA, PDACA e MPDACA sao representadas

respectivamente por:
HsC

ADACA

PDACA
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MPDACA

Exemplo 12 - Sintese de GUADACA

[00169]Em uma primeira etapa, 3,5 g de DACA e 1,5 eq. de 1,1-
carbonildiimidazol foram dissolvidos em diclorometano e incubados por 16h a 20 °C,
apods o qual 30 eq. de etilenodiamina foram adicionados. A mistura foi incubada por
4h a 20 °C apo6s o qual aminoetil-DACA foi purificado incluindo cromatografia. Pure-
za foi de 90%, Rendimento 3.2g.

[00170]GUADACA foi sintetizado a partir aminoetil-DACA e para isso, 3.2g
de aminoetil-DACA, 2,5 eq. de cloridrato 1H-pirazol-1-carboxamidina e 12eq. N,N-
diisopropiletilamina foram incubados por 3h a 20 °C, apés o que GUADACA foi iso-
lado. Pureza: 95%, Rendimento: 2.249.

[00171]A estrutura de GUADACA é representada por:

HsC T
3 N R VA

=

Hil O
\/\/V\L/W MH
" )
S WH NH,

GUADACA

Exemplo 13 - Sintese de BADACA
[00172]BADACA foi sintetizado a partir de DACA de acordo com o seguinte
procedimento: 4,15 g de DACA, 1,2 eq. de p-aminobenzamidina, 1,2 eq. de N,N'-

diciclohexilcarbodiimida e 3 eq. de 4-dimetilaminopiridina foram misturados em dime-
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tiformamida seca e incubadas por 16h em 70 °C. BADACA foi isolado a partir da
reagdo utilizando cromatografia. Pureza: 95% Rendimento: 1, 62g.

[00173]A estrutura de BADACA é representada por:

H,C

HsC )

HM
\G\{NH

NHz
BADACA

Exemplo 14 - Transfecgao resistentes a soro de lipidios catibnicos baseados
em DACA ou colesterol em combinagao com lipidios de carboxila

[00174]Série de lipossomas tendo razdes sistematicamente variadas entre
os componentes lipidicos catidnicos e anidnicos foram produzidas e carregadas com
siRNA como no Exemplo 5. Os componentes lipidicos catidnicos foram CHOLGUA,
CHIM, DC-CHOL, TC-CHOL GUADACA, MPDACA, BADACA e PDACA. Os lipidios
aniénicos foram CHEMS, DMGS ou DOGS e o teor de colesterol foi 20 ou 40% em
mol, todas as misturas de lipidios sao identificadas nas tabelas de dados. Liposso-
mas tendo uma razao de lipidio catiénico : aniénico de um ou mais (C/A > = 1) foram
adicionalmente providos com 1.5% em mol de DMPE-PEG2000 (Nippon Oils and
Fats).

[00175]Células HelLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e soro
de camundongo (SIGMA-Aldrich) foi adicionado diretamente as células por 120 min.
Depois disso, os lipossomas foram adicionados as células, a incubacgao foi mantida
por 72 horas e viabilidade celular foi determinada como descrito acima. As maiores
concentracdes de lipossomas foram 40nM e 36nM para experimentos na auséncia
ou presenca de soro de camundongo, respectivamente. A eficacia de transfeccéo é

expressa aqui como ICso (em nM de siRNA) como no Exemplo 5. Todos os resulta-
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dos desse experimento de triagem sdo mostrados nas figuras 1 - 6.

[00176]Muitas das misturas de transfeccao resultaram em transfecgao muito
potente de células HeLa com siRNA, como indicado pelos baixos valores ICso. Com-
binacdes de lipidios compreendendo lipidios de imino como CHOLGUA, mas mais
ainda MPDACA, GUADACA ou PONA permanecem transfectantes potentes, mesmo
na presenga de soro de camundongo.

Exemplo 15 - Transfecgéo resistente a soro de varios lipidios catibnicos em
combinagdo com lipidios de fosfato

[00177]Séries de lipossomas tendo razées C/A de 0,75 ou 1 foram produzi-
das e carregadas com siRNA como no Exemplo 5. Os componentes lipidicos cationi-
cos foram CHOLGUA, CHIM, DC-CHOL, GUADACA, MPDACA, BADACA, PONA,
DOTAP ou DODAP. O lipidio aniénico foi DOPA e o conteudo de colesterol foi de
40% em mol, todas as misturas de lipidios s&o identificadas na tabela 20. Liposso-
mas foram adicionalmente providos com 1,5% em mol de DMPE-PEG2000 (Nippon
Oils and Fats).

[00178]Células HelLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e soro
de camundongo (SIGMA-AIdrich) foi adicionado diretamente as células por 120 min.
Depois disso, os lipossomas foram adicionados as células, a incubagao foi mantida
por 72 horas e viabilidade celular foi determinada como descrito acima. A eficacia da
transfecgao se expressa aqui como ICso (em nM de siRNA) como no Exemplo 5.

[00179]Muitas das misturas de transfeccao resultaram em transfecgao muito
potente de células HeLa com siRNA, como indicado pelos valores muito baixos de
ICs0. Combinagdes de lipidios compreendendo lipidios de imino como CHOLGUA,
mas mais ainda MPDACA, GUADACA ou PONA permanecem transfectantes poten-
tes, mesmo na presenga de soro de camundongo.

Tabela 20: Valores 1Cs0 (nM de siRNA) para varios lipossomas na presenga

e auséncia de soro de camundongo. Inibigdo do soro "n&o potente" refere-se a falta
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de poténcia minima, na presenga de soro de camundongo, nesses casos o fator de

inibicdo ndo pode ser definido. A maior concentracédo de siRNA no teste foi 146nM.

- soro de camundongo :asnﬁrﬂzé:l:n inibigio de
- IC50 9% cs0
CIA Cation BH k1 IC50 Ser. | ICS0PLK1 o0 soro
CholGUA 8 160 104 146 12
CHIM 26 160 146 146 nio potente
DC-Chol 28 160 146 146 hio potente
MPDACA 5 67 10 146 2
0.75 GUADACA 6 39 26 146 4
BADACA 159 160 146 146 nio potente
PONA 6 24 146 146 nio potente
DOTAP 21 152 146 146 nio potente
DODAP 180 160 145 146 nao potente
CholGUA, 9 141 128 146 14
CHIM 33 160 146 146 nio potente
DC-Chol 29 160 146 146 hio potente
MPDACA 12 100 4 146 0,3
1 GUADACA 9 89 7 146 1
BADACA 38 160 146 146 nio potente
PONA 2 66 21 148 10
DOTAP 13 160 76 146 6
DODAP 94 160 146 146 nao potente

Exemplo 16 - Transfecgéo resistente a soro é pobre na auséncia de lipidios
carregados negativamente.

[00180]Uma série de lipossomas foi produzida a partir de lipidios catidnicos
e colesterol como um lipidio neutro. Nenhum lipidio aniénico foi utilizado nestas pre-
paracoes. Os componentes lipidicos catiénicos foram CHOLGUA, CHIM, DC-CHOL,
ADACA, GUADACA, MPDACA, BADACA, PONA, DOTAP e DODAP e os liposso-
mas foram produzidos com o procedimento descrito no exemplo 5.

[00181]O teor de colesterol foi de 40% em mol e lipossomas foram adicio-
nalmente providos com 1.5% em mol de DMPE-PEG2000 (Nippon Oils and Fats)
para evitar a formagao de agregados na presenca de siRNA.

[00182]Células HelLa foram cultivadas e mantidas como no Exemplo 2 e soro

de camundongo (SIGMA-AIdrich) foi adicionado diretamente as células por 120 min.
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Depois disso, os lipossomas foram adicionados as células, a incubagao foi mantida
por 72 horas e viabilidade celular foi determinada como descrito acima. A eficacia de
transfecgéo é expressa aqui como ICso (em nM de siRNA) como no Exemplo 5.

[00183]0s resultados obtidos sdo apresentados na tabela 21 abaixo. Em to-
dos os casos, a eficacia de transfecgao é substancialmente menor do que as mistu-
ras adicionais compreendendo um lipidio aniénico. Com a exce¢ao de GUADACA ou
PONA, nao havia nenhuma atividade detectavel na presenca de soro de camundon-
go.

Tabela 21: Valores 1Cso0 (nM de siRNA) para varios lipossomas na presenga
e auséncia de soro de camundongo. Inibigdo do soro "n&o potente" refere-se a falta
de poténcia minima na presenga de soro de camundongo, nesses casos o fator de
inibicdo ndo pode ser definido. A maior concentracdo de siRNA no teste foi de 160

ou 146nM na auséncia de presenca de soro de camundongo, respectivamente.

lzem =oro de camundongo | com soro de camund. | inibicao
Cation IC50 PLK1 IC50 Scr. | ICS0PLK1 | IC50 Ser. | de soro
CholGUA | 83 160 148 146 [ngo potente |
CHIM 160 160 148 146 |nao potente
DC-Chol 101 108 146 146 |ng0 potente |
MPDACA 27 154 146 146 | néo patente
GUADACA 22 8o 85 | 146 4
t BADACA a9 80 | 148 | 148 néo potente
PONA 30 100 | 70 99 2
DOTAP | 160 | 160 | 148 146 Inéo potente
DODAP 60 | 160 | 146 146 |ngo potente |
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REIVINDICACOES

1. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende uma das se-

guintes estruturas:

HsC

Hﬁf:'\/\/\/\L 0 NH
N HM va,H_J\NH?
GUADACA
H4C.
HsC o
HMN
\@YNH
NH:
BADACA
Hscav/"‘-\vﬂvf“\-.
H;C 0
W\/Lﬂﬂ )
T
T TN
MPDACA

Peticdo 870220077269, de 26/08/2022, pag. 75/78



2/3

Mo ™~ \(G
HM SN
A

=

HyC&

PDACA ou
H.C
S
HEC% o
HM
T WNHE
ADACA

2. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende o produto de
reacao de acido oleico com alcool oleilico na presenga de litiodiisopropilamida.

3. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende o produto de
reacao do composto, conforme definido na reivindicagdo 2, com 4-picolilamina na
presenca de O-benzotriazol-1-il-N,N,N’,N'-tetrametiluronio e N-metilmorfolina.

4. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende o produto de
reacao do composto, conforme definido na reivindicagao 3, com dimetilsulfato.

5. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende o produto de
reagcao do composto, conforme definido na reivindicagdo 2, com etilenodiamina na
presenca de 1,1’-carbonildiimidazol.

6. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende o produto de
reacdo do composto, conforme definido na reivindicaggo 5, com N,N-
diisopropiletilamina na presencga de 1H-pirazol-1-carboxamidina.

7. Composto CARACTERIZADO pelo fato de que compreende o produto de
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reacdo do composto, conforme definido na reivindicagdo 2, com p-
aminobenzamidina e  4-dimetilaminopiridina na presenca de N,N’-
dicicloexilcarbodiimida.

8. Composigcdo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende um conjun-
to lipidico para transfec¢ao de células, o conjunto lipidico compreendendo um com-
posto, conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, em que o con-
junto lipidico encapsula um agente ativo.

9. Composic¢ao, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADA pelo
fato de que o agente ativo é um acido nucléico ou um RNA.

10. Composicao, de acordo com a reivindicacao 8, CARACTERIZADA pelo

fato de que € para uso no tratamento de uma doenga em um humano.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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