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RESUMO
“NANO-TRANSPORTADORES DE BASE LIPIDICA PARA ENTREGA
DIRECCIONADA DE VECTORES VIRAIS E PROCESSO PARA A SUA
PRODUCAO”

A presente invencdo estéd relacionada com nanoparticulas
transportadoras de material genético, particularmente na
forma de virus recombinantes (vectores virais), compostas
por vesiculas lipidicas, contendo 1lipidos neutros e/ou
neutros e negativos, um vector wviral e um ligando
responsavel pelo direccionamento das nanoparticulas para as
células alvo que o vector viral iréd transduzir, por forma a
garantir uma entrega especifica de genes a células alvo,

bem como o seu processo de obtencéo.

0 processo de obtencéao das nanoparticulas inclui
basicamente trés etapas: 1) associacdo dos vectores virais
as vesiculas 1lipidicas; 2) conjugacdo de um polimero
hidrofilico a superficies das nanovesiculas; 3) conjugacdo

de um ligando a extremidade distal do polimero hidrofilico.

Desta forma a invencdo apresenta caracteristicas adequadas
para entrega de genes a um conjunto especifico de células
apds administracéo, nomeadamente intravenosa,
independentemente do tropismo normal do vector associado
aos lipossomas, permitindo o tratamento de patologias em
que as células alvo da terapia ndo estejam directamente
acessiveis a uma aplicacdo local e minimizando os efeitos
secundarios consequentes da interaccdo nédo especifica dos
vectores virais com outras células, assim como a resposta
imunitadria inata desencadeada contra estes vectores,

aplicando-se, por isso, na area farmacéutica.



DESCRICAO
“NANO-TRANSPORTADORES DE BASE LIPIDICA PARA ENTREGA
DIRECCIONADA DE VECTORES VIRAIS E PROCESSO PARA A SUA
PRODUCAO”

Dominio Técnico da Invencéao

A presente invencdo 1insere-se na 4&area da biotecnologia
farmacéutica, nomeadamente na &rea da terapia génica. A
invencéao diz respeito a métodos de preparacéo de
nanoparticulas transportadoras de material genético de base
lipidica, com aplicacdo ©para a entrega especifica e
selectiva de genes a células alvo, envolvidas em
patologias. Mals especificamente consiste em nanoparticulas
de composicédo lipidica, transportando vectores adenovirais,
direccionadas para células alvo e destinadas ao tratamento

de patologias.

Estes nano-transportadores sdo utilizadas numa composicdo
farmacéutica caracterizadas por conterem um veiculo
farmaceuticamente aceitédvel e podendo incluir outros
compostos, como por exemplo néao limitativo agentes
lisosomotrépicos, conservantes, estabilizantes coloidais
peptideos com propriedades fusogénicas e sinais de

localizacdo nuclear.

Antecedentes da Invencgao

A terapia génica constitui uma estratégia terapéutica
promissora para o tratamento de uma grande variedade de
patologias, incluindo deficiéncias hereditéarias, como a
fibrose «c¢istica, ou adquiridas, tais como o cancro e
doencas neurodegenerativas e cardiovasculares. O dgrande
numero de ensaios clinicos a decorrer, envolvendo

protocolos de terapia génica, enfatiza o seu interesse.



Neste contexto a entrega eficiente e especifica de genes a
células alvo sdo considerados aspectos criticos para o
sucesso das referidas abordagens terapéuticas. Desse modo,
a escolha de um sistema de transporte adequado, para
transferéncia do gene desejado de um modo seguro e

eficiente, é de importancia crucial.

O interesse suscitado pela &area da terapia génica levou ao
desenvolvimento de véarias estratégias para entrega de
genes. De um modo geral, os vectores utilizados para esse
fim podem classificar-se em vectores do tipo viral ou
vectores ndo virais. Dentro do segundo grupo, o©0s mais
representativos sdo os sistemas compostos por lipossomas
catidénicos e ADN plasmidico (lipoplexos). Apesar da sua
relativa seguranca, a eficiéncia de transfeccdo dque
caracteriza estes sistemas, ¢é Dbaixa ou inexistente em
varios tipos <celulares, verificando-se toxicidade para
doses elevadas de 1lipossomas catidénicos. Para além dos
problemas referidos, oS lipoplexos apresentam
caracteristicas inadequadas para utilizacdo intravenosa.
Assim a carga positiva dos lipidos catidénicos, promove néao
sé a 1interaccdo 1nespecifica com macromoléculas de carga
negativa existentes na circulacéo sanguinea (ex.
Proteinas), levando a destabilizacdo dos referidos
lipoplexos, mas também com células' sanguineas e/ou do
endotélio vascular. Esta caracteristica resulta ndo s em
transducéo nao produtiva, Ccomo também em efeitos
secundarios causados pela expressdo do transgene noutras
células que ndo as células alvo. Estas caracteristicas
representam restricdes ao sucesso da sua aplicacdo e, por
esse motivo, estes sistemas ainda estédo longe de

constituirem alternativas viavels em terapia génica.



0O documento Use133243 divulga a utilizacdo de ADN
plasmidico associado a lipossomas catidénicos para
tratamento de doencas e relaciona-se com métodos de
tratamento de cancro por administracdo de um complexo de
ADN adenoviral/lipossoma a animais portadores de tumores.
Por oposicdo, as nanoparticulas alvo da presente invencéao
ndao apresentam na sua composicdo lipidos catidnicos,
comummente utilizados por facilitarem a interaccdo com as
células, para além do que se encontram associadas a
vectores virais e n&do directamente ao ADN do virus,
conforme descrito no documento US6133243. Adicionalmente,
as nanoparticulas descritas no Aambito desta patente
apresentam um sistema de direccionamento (constituido por
um polimero hidrdéfilo e um ligando), o que permite a
interaccdo com as células de um modo especifico, em vez da
interaccéo inespecifica mediada pelos lipossomas

catidénicos.

O documento W01999025320 divulga a utilizacdo de ADN viral
complexado com lipossomas catidénicos para tratamento de
doencas, em que o} sistema desenvolvido facilita a
transferéncia do gene. No sistema descrito o ADN ndo estéa
preferencialmente contido numa particula viral.

Os principais aspectos técnicos inovadores da patente em
avaliacdo sao semelhantes aos referidos para o documento

US6133243.

Os documentos “Crystal et al., 19947°, “Bellon et al.,
1997”3, “Gahery-Segard et al., 1997”4, “Tursz et al.,
1996”77, “Welsh et al., 19947°, “Zuckerman et al., 199977,
“Channon et al., 19967°, “Whitlock et al., 20047 e
“Lamfers et al., 20017'Y divulgam a utilizacdo de vectores

adenovirais para transferéncia de genes e consequente



transducdo para uma dgrande variedade de células. Por este
facto, a utilizacdo destes vectores tém-se demonstrado de
grande interesse.

Nos documentos referidos os vectores adenovirais séo
utilizados sem qualquer tipo de modificacdo, engquanto que
as nanoparticulas gque apresentédmos tiveram como base a
associacdo dos referidos vectores a nanovesiculas lipidicas

e posterior direccionamento.

Outras vantagens atribuidas aos vectores adenovirais
incluem a possibilidade de poderem ser produzidos com
titulos muito elevados, de permitirem a c¢lonagem de
fragmentos de ADN de elevado tamanho, assim como a sua

expressao regulada''.

Actualmente, s&do duas as principais limitacdes associadas a
estes vectores quando se considera a sua administracédo
intra-venosa, visando a entrega de genes direccionada a
determinado tipo celular. Uma dessas limitacdes & o
tropismo para outras células, em detrimento das células
alvo, o que é em parte devido a dispersdo da expressdo dos
receptores celulares utilizados por estes vectores para
reconhecimento e entrada nas células. Esta caracteristica
resulta ndo sé em transducdo ndo produtiva, como também em
efeitos secundérios causados pela expressdo do transgene
noutras células gque ndo as células alvo. Com efeito, apds
administracdo num modelo murinico, mais de 90% dos vectores
localizam-se no figado. As células de Kupffer, 0s
macrofagos predominantes no figado, reconhecem e
internalizam vectores adenovirais, o gque conduz a uma
eliminacdo rapida destes. Este aspecto estéd relacionado com
a outra limitacéo dos vectores adenovirais: a

imunogenecidade (“Brody et al., 19947%¢, “Jooss et al.,



199877, “Kaplan et al., 199677, “Schagen et al., 2004717,
“Christ et al., 19977'° e “Bessis et al., 2004""7).

Assim, a administracdo de doses elevadas destes vectores
induz toxicidade como consequéncia da activacdo da resposta
imunitdria inata, a qual envolve a inducdo de citocinas
tais como a IL6 e a IL 8, como resultado da exposicéo
directa das proteinas da cépside viral a mondbcitos e
macrbfagos, ou pela exposicdo de antigénios virais

expressos a superficie das células infectadas.

Por outro lado a resposta imunitéaria adaptativa, é
responsavel pela neutralizacdo do vector, antes deste
atingir as células alvo (“Gahery-Segard et al., 199779,
“Yang et al., 199577, “wohlfart, 19887°Y e “Toogood et al.,
1992771,  Mesmo que os anticorpos estejam ausentes na
primeira administracdo (“Bessis et al., 20047"7) podem
desenvolver-se rapidamente apds exposicdo dos vectores
virais, impedindo a viabilidade de administracdes
subsequentes. Neste contexto, importa referir que a maioria
da populacdo humana Jj& teve contacto com adenovirus e

portanto possui imunidade humoral contra estes vectores®’.

Uma das estratégias desenvolvidas por outros investigadores
para circunscrever alguns dos problemas referidos, baseia-
se na eliminacdo das interaccdes anteriormente referidas

por associacdo dos vectores virais a lipossomas catidnicos.

Os documentos “Steel JC et al., 2005””, “Mizuno M, Yoshida
Jj., 1998”8, “Yotnda P et al., ZOOZ”M, “Mizuno M et al.,
20027%°, “Steel JC et al., 2007”°°, “Steel JC et al., 2004”7’
e “Lee et al., 20007°° divulgam a utilizacdo da associacéo

de vectores adenovirais a lipossomas catiénicos,



demonstrando que os lipossomas catidénicos tém a capacidade
de promover a transducdo mediada pelos vectores adenovirais

e de protegé-los de anticorpos preexistentes.

As nanoparticulas descritas no presente pedido de invencéo
ndo apresentam na sua composicdo lipidos catidnicos,
comummente utilizados por facilitarem a interaccéo
electrostéatica com as células (de uma forma nao
especifica). Adicionalmente, as nanoparticulas descritas no
ambito desta patente apresentam um sistema de
direccionamento (constituido por um polimero hidréfilo e um
ligando), o que permite a interaccdo com as células de um
modo especifico, em vez da interaccdo inespecifica mediada
pelos lipossomas catidnicos. Adicionalmente, o processo de
preparacdo das nanoparticulas inclui um passo de separacdo
dos vectores virais nédo associados aos lipossomas, ao

contrdrio dos sistemas apresentados.

O documento US6110490 divulga a utilizacdo de membranas com
multi ou bi-camadas, contendo pelo menos uma lipopoliamina,

e particulas de adenovirus.

As principais diferencas em relacdo a patente US6110490 e
as nanoparticulas que desenvolvemos sdo semelhantes as
referidas no paragrafo anterior, com a excepcao do
direccionamento. Contudo, no exemplo de direccionamento
referido pelos autores da referida patente, o ligando ¢é
associado directamente a membrana do lipossoma, engquanto
que na 1invencdo em avaliacdo apresentamos um sistema de
direccionamento que inclui um polimero hidréfilo, e em que
o ligando é acoplado covalentemente ao polimero, permitindo
o afastamento da nanovesicula, com inequivocas vantagens em

termos de expecificidade de interaccdo com as células alvo,



ao mesmo tempo que confere maiores tempos de circulacédo as

nanoparticulas.

Contudo, apesar das vantagens referidas, no que respeita a
utilizacdo de misturas de lipossomas catiénicos e virus, as
desvantagens associadas a sistemas catidnicos previamente
referidas inviabilizam a administracdo intravenosa das

referidas formulacdes.

A presente invencdo, sendo realizada com lipossomas neutros
e/ou neutros e negativos, e contendo um sistema para
aumento do tempo de circulacdo assim como direccionamento
activo para células alvo, permite ultrapassar os problemas

existentes no estado da arte.

Assim, nesta invencdo utiliza-se uma composicéo de
lipossomas diferente das anteriores, na medida em dque, no
que respeita a composicdo lipidica dos lipossomas, foram
utilizados lipidos neutros e/ou lipidos neutros e
negativos, ao contrario das formulacdes habituais que

contém na sua composicdo lipidos catidénicos e colesterol.

Adicionalmente, os métodos de preparacdo das composicdes
constantes deste pedido de invencdo também diferem dos
divulgados no estado da técnica, uma vez dque o filme
lipidico foi preparado com lipidos ndo catidénicos e foi
hidratado directamente com a solucdo contendo os vectores
adenovirais, ao contréario da maioria dos sistemas
apresentados em que 0s lipossomas sao preparados
previamente a sua complexacdo com as particulas virais ou
com o ADN viral. O processo de extrusdo das nanovesiculas
contendo vectores adenovirais, para reducao e

homogeneizacdo do tamanho das ©particulas opde-se aos



processos normalmente utilizados, em que a extrusdo, quando
realizada, ¢é efectuada antes da associacdo dos vectores
adenovirais. Nos sistemas previamente descritos nédo ¢é
efectuada a remocdo de vectores viralis ndo associados aos
lipossomas. De acordo com O nosso conhecimento, o processo
de purificacdo constituido por uma ultracentrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio é apresentada pela primeira

vez para remocdo de vectores virais livres de lipossomas

associadas a vectores virais.

Em nenhum dos sistemas anteriormente referidos estéa
descrita a ©preparacdo de nanoparticulas direccionadas
através da conjugacdo covalente de ligandos nem estéo
descritas as condicdes de acoplamento quer do polimero quer
do ligando a superficie da nanoparticula. No ambito da
presente invencéo, as condicbes de acoplamento foram
optimizadas em funcdo da manutencdo da actividade bioldgica

e viabilidade do vector viral.

Para além disso, o facto do método de preparacdo das
composicdes incluir um passo que permite separar
(purificar) os lipossomas dos virus livres ndo associados a
estes, permite diminuir a expressdo ndo especifica e a
resposta inflamatéria que seria mediada por esses vectores

livres.

Descrigdao Geral da Invencgao
A presente invencdo estd relacionada com composicdes para
entrega direccionada de genes a células alvo, bem como o

seu processo de obtencéao.

1. Caracteristicas das composic¢des de nano-transportadores



Os nanotransportadores compreendem uma associacdo de
vectores adenovirais e nanovesiculas lipidicas, as gquais
contém na sua composicdo lipidos neutros, ou lipidos
neutros e negativos. A seleccdo deste tipo de lipidos tem
por objectivo minimizar as interaccdes ndo especificas do
nanotrasnportador com os componentes do sangue (proteinas e
células) e/ou com células endotelias wvasculares ou com

células de outros oérgéaos.

A escolha dos lipidos DOPE e CHOL como lipidos adjuvantes
deve-se as propriedades fusogénicas do DOPE, e a
estabilizacdo das vesiculas lipidicas promovidas pelo CHOL,
na presenca de soro. O EPC utilizado também auxilia na
estabilizacéao das nanovesiculas lipidicas e permite
diminuir a quantidade parcial dos 1lipidos anteriormente
referidos, o©0s qualis poderdo apresentar tendéncia para
interagir com moléculas do complemento in vivo. A molécula
de PI foi wutilizada sempre gque se Jjulgou necessario

conferir aos lipossomas carga negativa.

As razdes subjacentes a ndo utilizacdo de lipidos
catiénicos prendem-se com a diminuicdo de interaccdes entre
estes e as proteinas sanguineas ou com a superficie
negativa das células, permitindo a posterior interaccédo e
acumulacdo em células alvo, diminuindo os riscos de efeitos

secundarios apds administracdo intravenosa.

As composicdes de nano-transportadores, para além de
conterem as nanoparticulas transportadoras, ainda contém um
veiculo farmaceuticamente aceitédvel e também podem conter
outros compostos facilitadores da sua funcédo terapéutica
e/ou transportadora. Por exemplo podem conter compostos com

capacidade fusogénica incluidos nas membranas ou no
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compartimento aquoso das nanoparticulas, ou outros
destabilizadores de membranas (como por exemplo proteinas
ou peptideos) que promovam ou facilitem a saida do wveiculo
farmacéutico do endossoma e a sua entrega no espaco
intracelular. Pode ainda conter sinais de localizacéo
nuclear que facilitem a entrada do ADN no nucleo celular,
assim como compostos que inibam a degradacdo dos vectores
virais pelo proteossoma. Pode também conter compostos
proteicos, ou respectivos genes, que inibam a exposicdo de
porcdes das proteinas virais ou do transgene a superficie
celular, responséavel pela eliminacdo dessas células por

parte do sistema imunitéario.

Os vectores adenovirais, abrangidos pela presente invencéo,
podem ser os normalmente utilizados e preparados a partir
de técnicas correntes de engenharia genética, incluindo os
diferentes serotipos, diferentes possibilidades de
construcdo molecular e diferentes variantes morfoldgica e
estrutural. Por exemplo o vector adenoviral com deleccédo do
gene E1 é& produzido em células e posteriormente purificado
em tampdo HEPES/sacarose pH 8,0 de acordo com o método
convencional do gradiente duplo de cloreto de césio. Os
vectores produzidos correspondem aos serotipos 2 e 5,
podendo no entanto corresponder os outros serotipos, e
inclui os genes da proteina terapéutica sob o controlo de
promotores adequados, por exemplo do promotor do
citomegalovirus (CMV). O vector adenoviral pode também ser
manipulado geneticamente, no sentido de diminuir a sua
imunogenecidade e de modular a sua capacidade de replicacéo

in vivo.

A superficie das nanovesiculas encontra-se modificada,

através da insercdo de moléculas de polimeros hidréfilos,
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tais como o poli(etilenoglicol) (PEG). As vantagens da
inclusdo de polimeros hidrofilicos, a superficie da
nanoparticula, acarretam varias vantagens: (i) aumento da
estabilidade das nanoparticulas; (ii) maiores tempos de
circulacéo sanguinea apobds administracéo intravenosa
(propriedades farmacocinéticas); e (iii) servir de é&ncora
ao acoplamento covalente de ligandos. 0 polimero
hidrofilico utilizado (PEG), permite o acoplamento do
ligando por 1ligacdo covalente, funcionando como uma ponte
entre o lipossoma e o ligando. O facto da ligacdo referida
ser do tipo covalente, permite minimizar o risco de
destabilizacdo associado aos lipossomas mais comummente
utilizados, em que a associacdo do ligando a estes ocorre
por interaccdes electrostéaticas. Para além do referido é de
considerar que o afastamento do ligando da superficie do
lipossoma, possibilitado pela molécula de PEG, permita
evitar o impedimento estéreo da superficie dos lipossomas,
facilitando a interaccdo entre o ligando e o respectivo

receptor.

Os ligandos podem ser um peptideo, uma proteina, um
anticorpo monoclonal (ou qualquer outra variante como por
exemplo um fragmento de anticorpo), um aptamero, ou
qualquer outra molécula ou construcdo gue resulte numa
interaccéo especifica com  um receptor existente a
superficie de células alvo. Os ligandos seleccionados devem
ser caracterizados ©por estabelecerem ligacdo com as
moléculas existentes nas células alvo de um modo selectivo
e com elevada afinidade, sendo que essa ligacdo deve ser
seguida de internalizacédo, para que deste modo se consiga
maximizar a entrega do veiculo farmacéutico as células
alvo. A titulo de exemplo, o ligando transferrina & um

ligando natural que como tal ndo estimula o sistema
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imunitédrio, enquanto que o anticorpo contra a E-selectina
apresenta uma elevada afinidade e selectividade permitindo
a entrega eficiente do ADN a células alvo. Entenda-se por
selectividade a capacidade de reconhecer as células alvo na
presenca de outras células e de outros compostos,
nomeadamente proteinas, e afinidade a forca da ligacéo
estabelecida entre o ligando das nanoparticulas e a

respectiva molécula expressa a superficie da célula alvo.

A invencdo aqui apresentada permite adicionalmente mascarar
os vectores adenovirais minimizando a resposta imunitéaria
aguda desencadeada por este tipo de agentes bioldgicos,
permitindo ainda proteccdo contra a neutralizacdo mediada
por anticorpos pré-existentes. No seu conjunto estas
caracteristicas tornam as nanoparticulas, e as composicdes

que as contém, adequadas para a administracdo intravenosa.

Simultaneamente, a possibilidade de modular o tamanho e a
carga de superficie dos lipossomas permite controlar a sua
estabilidade fisica, assim como a sua farmacocinética,
permitindo a preparacdo de composicdes mais adequadas para

administracdo intravenosa.

Por outro lado, o tamanho sub-micrométrico das particulas
produzidas permite a circulacdo sanguinea sem riscos de
obstrucdo de capilares de menor calibre e por periodos de

tempo mais prolongados.

Adicionalmente, alteracdes no tamanho permitem modular a
via de internalizacdo celular®’’°. Por esse motivo, houve
uma preocupacdo em produzir particulas de baixo tamanho. Os
resultados de associacdo celular obtidos por microscopia

confocal revelam que a fluorescéncia das células incubadas
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com lipossomas direccionados de 400 nm, se concentra
principalmente a nivel da membrana celular, sem dque ocorra

internalizacdo celular significativa das nanoparticulas.

Uma vez que este perfil de associacdo poderéd comprometer a
eficiéncia da entrega de genes as células alvo optou-se
pela utilizacdo de lipossomas preparados por extruséo
através de membranas de 200 nm de didmetro de poro. As
respectivas imagens de microscopia confocal demonstram que
a fluorescéncia detectada neste caso, se deve ndo so6 a
ligacdo dos imunolipossomas a membrana citoplasmética, mas

também & internalizacdo pelas células endoteliais, ao

contrdrio do observado com os imunolipossomas de 400 nm.

Os resultados obtidos pela técnica PCS indicam dque o
tamanho dos imunolipossomas extrudidos através das
membranas com didmetro de poro de 200 nm é de 185,2 nm (7/_
9,4). Estes lipossomas apresentam o referido tamanho médio
um més apds a sua preparacdo, o que consiste num indicador

da estabilidade fisica das nanoparticulas.

Deste modo, a utilizacdo de lipossomas neutros ou de carga
negativa permite evitar as interacgdes nédo especificas com
proteinas negativas do soro e membranas celulares, o dJue
aliado ao tamanho sub-micrométrico e a presenca do polimero
hidrofilico a superficie das particulas confere
estabilidade bioldégica e longos tempos de circulacédo.
Adicionalmente, o acoplamento do ligando, permite a entrega

direccionada dos adenovirus recombinantes as células alvo.

2. Processo de obtencdo das composicdes de nano-

transportadores
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2.1 — Associlacdo de vectores virais a lipossomas neutros e
negativos

Para a obtencdo das referidas composicdes, de acordo com a
presente invencédo, preparou-se material de origem viral que
foi encapsulado em nanovesiculas lipidicas, através de um

processo que envolve a hidratacédo de um filme lipidico.

Durante o processo de hidratacdo do filme 1lipidico, nem
todos 0os vectores adenovirais ficam associados aos
lipossomas. Nesse sentido, ¢é importante que estes virus
sejam removidos para evitar a transducdo ndo especifica

mediada por estes agentes.

Assim, apds hidratacdo do filme lipidico e extrusédo dos
lipossomas resultantes, os rAd (adenovirus recombinantes)
ndo associados aos lipossomas foram removidos por ultra-

centrifugacdo em gradiente de cloreto de césio.

2.1.1 - Caracterizacéo

O método do cloreto de césio, originalmente desenvolvido
para purificar adenovirus de residuos das células onde
estes foram produzidos, foi adaptado para purificacédo de

lipossomas associados aos rAd.

A ultra-centrifugacdo de uma solucdo salina contendo rAd
livres (ndo associados a lipossomas) originou 3,2% (/-
4,1) de unidades infecciosas na fase de HBS (fase em que
posteriormente se fard a recolha dos lipossomas), enguanto

Q

que 94,5 % (/. 0,8) do numero total de unidades infecciosas

X

exlistentes no gradiente se encontra na interface entre as
solucdes de cloreto de césio com densidades de 1,41 e 1,27.
Este resultado indica que o método referido é adequado para

remover vectores adenovirais ndo encapsulados de uma
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mistura contendo vectores livres e encapsulados em

lipossomas.

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada pela técnica
de PCR gquantitativo em lipossomas contendo adenovirus do
tipo 2, ~codificando a enzima p-galactosidase, sob o
controlo do promotor do citomegalovirus (Ad;pCMVLacZ).

Adicionalmente ¢é possivel recuperar as particulas virais
ndo associadas aos lipossomas, por diadlise, e reutiliza-los

na preparacdo de novas nanoparticulas.

2.2 — Insercdo de um polimero hidrofilico a superficie das
nanovesiculas

Na superficie dos lipossomas encontra-se uma molécula de
PEG mono ou bi-funcional. A utilizacdo de moléculas de PEG
bi-funcional, implicam a presenca de aminas primarias ou
outros grupos reactivo na composicdo dos lipossomas, sendo
que neste caso o acoplamento foi efectuado ao grupo amina

do lipido DOPE.

O acoplamento das moléculas de PEG bi-funcional foi
efectuado na presenca de tampdao de HEPES a pH 7,4, na
presenca de EDTA, uma vez que estas condicdes facilitam a
reaccdo de acoplamento e permitem a proteccdo do outro

grupoc reactivo.

O excesso de PEG, ndo acoplado aos lipossomas, foil, neste
caso, removido por cromatografia de exclusdo molecular,
utilizando um tampdo de HEPES a pH 7,2, na presenca de
EDTA, uma vez que estas condicdes favorecem a posteriori, o

acoplamento do ligando ao respectivo grupo reactivo.
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2.3 — Acoplamento de um ligando a extremidade distal do
polimero hidrofilico

O acoplamento do ligando é efectuado a extremidade distal
da molécula de PEG, correspondendo ao terminal reactivo,
tanto no caso de moléculas de PEG bifuncionais, como
monofuncionais. Sempre que necessario, o ligando é
previamente activado de modo a adquirir grupos reactivos,

0s quais reagem com o terminal reactivo da molécula de PEG.

A activacdo do 1ligando, sempre dgue necessaria pode ser
efectuada com VAarios compostos, nomeadamente com 2-
iminotiolano, sendo que nestas condicdes é necessario para
cada ligando determinar a razao ideal de 2-
iminotiolano/ligando para obter a quantidade ideal de
grupos mercapto (SH) associados ao ligando. Demasiados
grupos mercapto no ligando podem promover a conjugacdo da
mesma molécula a diferentes grupos reactivos da molécula de
PEG, inviabilizando a interaccdo com as células alvo. A
quantidade insuficiente de grupos mercapto no ligando pode

comprometer a sua conjugacéo.

Apds acoplamento do ligando, os grupos reactivos ainda
existentes sdo desactivados com o0s reagentes apropriados,
sendo que, o ligando dque se encontre em excesso, & removido

posteriormente por cromatografia de exclusdo molecular.

3 - Demonstracdo de eficdcia dos nanotransportadores
obtidos pelo processo descrito

As nanoparticulas desenvolvidas apresentam direccionamento
eficiente para células alvo e tem a capacidade de
transportar 0os vectores adenovirais até ao espaco

intracelular, induzindo expressdo do transgene apenas nas
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células alvo, mantendo simultaneamente caracteristicas

favorédveis a administracdo intravenosa.

O perfil de associacdo celular obtido pela técnica de
citometria de fluxo com lipossomas de 200 nm, contendo
vectores adenovirais, demonstra que gquando os lipossomas
direccionados sao incubados com células endoteliais
activadas 78% das células apresentam uma fluorescéncia
superior aos controlos negativos. Estes controlos
correspondem a incubacdo de lipossomas ndo direccionados
(ou seja, lipossomas aos dquais ndo se procedeu ao
acoplamento do ligando) com células activadas e quiescentes
(ou seja, células que ndo expressam a molécula de
superficie para a qual os lipossomas foram direccionados)
assim como a incubacdo de lipossomas direccionados com
células guiescentes. A especificidade da interaccédo celular

foi confirmada por microscopia confocal.

Entenda-se por células activadas, células que foram
incubadas com um mediador inflamatdédrio, por exemplo com ©
TNF-o, passando a expressar e a apresentar na superfice
celular novas moléculas, gque ndo se detectam nas mesmas
células enquanto no estado quiescente (ndo activadas). Este
processo de activacdo mimetiza a situacdo dque decorre,
quando em determinadas patologias ocorre acumulacdo local
de mediadores inflamatérios, verificando-se a expressdo ou
sobre-expressdao de determinadas moléculas como a E-
selectina, gue constituem excelentes alvos para direccionar

nanoparticulas.

Apds verificacdo da eficiéncia de associacdo dos lipossomas
direccionados as respectivas células alvo, procedeu-se a

anadlise da respectiva eficiéncia de transducdo por
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estabelecimento da curva dose/resposta das nanoparticulas,
utilizando-se a técnica de citometria de fluxo. Os
lipossomas desenvolvidos transduzem especificamente células
endoteliais activadas. A incubacdo de células no estado
quiescente com lipossomas direccionados resultou em niveis
insignificantes de transducdo. O mesmo ¢ valido para
lipossomas nédo direccionados incubados tanto com células
endoteliais quiescentes, como com células endoteliais
activadas. O aumento da concentracao de lipossomas
direccionados com a gqual as <células activadas sé&o
incubadas, resulta num aumento do numero de células
transduzidas, até se atingir um plateau de 34,25% de

células transduzidas, para uma concentracdo de lipido de 32

M.

Estes resultados estdo em consondncia com o0s niveis de
associacéo celular previamente descritos e permitem

concluir que os niveis de transducédo observados em células

endoteliais activadas, apdés tratamento com lipossomas
direccionados, sédo dependentes da dose inicial de
lipossomas. A observacdo das células endoteliais por

microscopia confocal confirmou a especificidade na entrega
de genes e consequente transducdo em células endoteliais

activadas.

E de realcar que os estudos de transducdo foram realizados,
incubando os imunolipossomas com as células por um periodo
de 12 horas, na presenca de soro fetal de bovino néo
desactivado. A especificidade da transducdo observada é
indicativa da estabilidade das nanoparticulas em condicdes

proximas das fisioldgicas.
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Com o objectivo de desvendar os mecanismos subjacentes a
entrega de genes mediada pelas nanoparticulas
desenvolvidas, as células endoteliais activadas foram
incubadas com imunolipossomas durante 1 hora, a 37 ou a 4°
C. Os resultados demonstram claramente que a 4° C os
lipossomas direccionados ficam retidos a superficie das
células sem que ocorra internalizacdo, ao contrario do que
se observa quando a incubacdo é realizada a 37° C. Nestas
condicdes & possivel observar lipossomas ligados a
superficie celular, mas também uma quantidade significativa
de fluorescéncia citoplasmética, indicacdo inequivoca da
internalizacdo celular das nanoparticulas. Estes resultados
indicam que a internalizacdo dos lipossomas direccionados é
dependente de energia, sugerindo o envolvimento da via

endocitica.

Adicionalmente, as células endoteliais previamente
activadas, foram incubadas com excesso de ligando (20
ng/ml) . Os resultados obtidos demonstram que o excesso de
ligando foi suficiente para abolir a transducdo mediada por
imunolipossomas, indicando claramente que a internalizacéo
dos lipossomas direccionados contendo vectores adenovirais
estd a ser mediada pelo ligando acoplado ao terminal distal
da molécula de PEG. Numa perspectiva mais abrangente, estes
resultados traduzem a vantagem da estratégia desenvolvida
neste trabalho: o direccionamento de vectores adenovirais
especificamente para células endoteliais activadas, por uma
via de internalizacdo independente do receptor natural

destes vectores virais.

As nanoparticulas desenvolvidas demonstraram ser eficientes
no reconhecimento e entrega de adenovirus recombinantes a

células endoteliais activadas, com consequente expressdao do
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transgene transportado, apresentando caracteristicas
adequadas para administracdo sistémica, factos dque se
traduzem no elevado potencial para aplicacdo em terapia
génica para patologias com envolvimento de células

endoteliais.

Para além disto, apresentam ainda flexibilidade de
preparacdao em diversos aspectos. Deste modo, podem ser
preparadas com lipidos neutros, ou neutros e negativos, de
natureza diversa. As nanoparticulas desenvolvidas séao
flexiveis quanto ao vector viral incluido, podendo também
considerar-se a inclusido de quimeras virails, resultantes da
conjugacdo de caracteristicas vantajosas provenientes de

dolis ou mais vectores virais num sbé vector viral.

4- Vantagens relativamente a outros produtos e processos
andlogos e aplicacdes

As composicdes, de acordo com a presente invencdo, permitem
aliar as vantagens dos vectores virais as dos lipossomas
direccionados, ou seja, conjugar a elevada eficiéncia de
transducdo caracteristica dos vectores adenovirais com a
capacidade dos lipossomas direccionados para conferir
proteccéo, atenuar imunogenicidade e direccionar
especificamente para as células alvo, ao mesmo tempo dgue
exibem propriedades farmacotécnicas adequadas a uma

administracdo intravenosa.

O assunto desta 1invencdo consiste num novo sistema de
entrega de genes em que se utilizam as caracteristicas das
nanovesiculas de modo a ultrapassar as desvantagens
associadas aos vectores adenovirais. Deste modo é possivel
mascarar os vectores virais, evitando respostas imunitérias

agudas induzidas pelas proteinas da capside wviral,
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caracteristicas destes vectores virais, evitando
simultaneamente o efeito neutralizante dos anticorpos
preexistentes, que existem potencialmente nos pacientes a
tratar. O sistema ¢é versatil em relacdo ao vector viral
introduzido. As vesiculas lipidicas apresentam
caracteristicas que permitem minimizar interaccdo com
proteinas séricas e com células dque ndo as células alvo e
simultaneamente, apresenta elevados tempos de circulacéao,
caracteristicas estas, que resultam da presenca de
polimeros hidrofilicos a superficie das nanovesiculas, e da
manipulacdo do tamanho e da carga destas. No seu conjunto
os aspectos referidos tornam as nanoparticulas, e as
composicdes que as contém, adequadas para a administracéo
intravenosa. Adicionalmente, o direccionamento gque lhe foi
conferido possibilita o reconhecimento de células alvo (por
exemplo células tumorais ou células endoteliais activadas),
permitindo a transferéncia de genes e respectiva expressio
especificamente para as células referidas. Simultaneamente,
a eficiéncia de expressdo do transgene mediada pelas
vesiculas é significativamente potenciada pela utilizacéo
dos vectores adenovirais, reconhecidos pela sua eficiéncia

de transducdo de véarios tipos celulares.

Deste modo, a entrega de genes pode ser efectuada de um
modo especifico sempre que se verifique sobreexpressdo ou
expressdo de novo de determinada molécula a superficie das
células que sédo definidas como células alvo. Deste modo,
conjugando um ligando a superficie dos lipossomas é
possivel que estes promovam a ligacdo especifica das
nanoparticulas a superficies das células alvo, a sua
consequente internalizacdo e transferéncia do material

genético transportado para o citoplasma.
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A presente invencdo exibe ainda a possibilidade de permitir
a entrega concomitante de genes a células endoteliais
activadas da vasculatura de tumores e as células tumorais,
dependendo do tamanho dos lipossomas e do tropismo do
ligando acoplado a superficie das nanovesiculas, podendo
utilizar-se ligandos com afinidade para a E-selectina, ou
para os receptores da transferrina, respectivamente, ou os
dois ligandos em simultédneo, permitindo assim uma abordagem

terapéutica mais abrangente e eficaz contra o tumor.

Assim, a presente invencdo pode representar uma mais valia
terapéutica em situacdes de isquémia com o objectivo de
promover a angiogénese, utilizando-se para tal ligandos com
afinidade para a E-selectina, ou outras moléculas expressas
especificamente em células endoteliais activadas.

Adicionalmente, pode mediar a entrega intravenosa de genes
a células endoteliais activadas presentes em situacdes
inflamatérias como a artrite reumatdide com o objectivo de

inibir o processo inflamatédrio.

Descrigao das Figuras

Figura 1: Representacdo esquemdtica das nanoparticulas
direccionadas contendo adenovirus recombinantes (rAd) - rAd
(1) encapsulados em lipossomas (2) os quals apresentam a
superficie modificada por um polimero hidréfilo
(poli(etilenoglicol) ou PEG) (4) ao terminal distal do qual

se acoplou o ligando (3).

Figura 2: Representacdo esquemdtica da interaccdo entre os
lipossomas contendo o0s vectores adenovirais com as células
alvo. A nanoparticula apresentada na Figura 1 interage com
a célula alvo (5), a qual é reconhecida devido a afinidade

entre o ligando presente nos lipossomas e as moléculas
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expressas a superficie destas (representadas por circulos

vermelhos) .
Figura 3: Representacdo esquemédtica da internalizacéo
celular dos lipossomas direccionados e respectivo

processamento. Apds reconhecimento da nanoparticula as
respectivas moléculas de superficie, esta sofre
internalizacdo por um processo endocitico, acabando por ser
liberto para o citoplasma (6). Apds entrada no nucleo (7),
os virus sofrem descapsidacdo de modo a libertar o ADN

viral, permitindo o seu processamento.

Descrigao Detalhada da Invengao

1. Prepara¢do das nanoparticulas

O filme lipidico, composto por PI (fosfatidilinositol)/EPC
(fosfatidilcolina de ovo) /DOPE (dioleil-
fosfatidiletanolamina) /CHOL (colesterol) na razdo molar
3/2/3/2, ou por EPC/DOPE/CHOL na razdo molar 5/3/2, foi
preparado por evaporacdo do cloroférmio da mistura
lipidica, recorrendo a um fluxo de azoto. De seguida, o
filme lipidico foi hidratado com uma solucdo aquosa
contendo o0s vectores adenovirais, de modo a obter uma
concentracdo total de lipido de 4,5 mM e uma concentracéo
de vectores adenovirais de 3,5 x10% unidades

infecciosas/ml.

Os lipossomas multilamelares resultantes foram extrudidos
por filtros de policarbonato com poros de didmetro de 200

nm, utilizando um extrusor (Avestin).

Os adenovirus recombinantes ndo associados aos lipossomas
foram separados dos lipossomas contendo rAd por

ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de c¢ésio. O
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gradiente de cloreto de césio fol preparado utilizando duas
solucdes de cloreto de césio com massas volUmicas de 1,41 e
1,27 kg/1, tendo-se pipetado 1,5 ml da solucdo de
concentracdo 1,41 kg/ 1, e 2,5 ml da solucdao com
concentracdo 1,27 kg/l. No topo, como ultima camada,
colocaram-se 0,5 ml de lipossomas. O gradiente de cloreto
de césio foli sujeito a ultracentrifugacdo a 155 000 g

durante 2 horas, a 18° C.

No caso particular, em que se analisou a eficiéncia deste
gradiente para remocdo de vectores ndo encapsulados em
lipossomas, a uUltima camada consistiu numa solucdo de HBS
contendo adenovirus recombinantes livres (5 x 10’ unidades
infecciosas de AdspCMVGEP). A determinacdo do numero de
unidades infecciosas por camada foli efectuada em células
HUVEC apés diadlise das diferentes camadas utilizando uma

membrana adequada.

Apbs remocdo dos vectores adenovirais n&do encapsulados
procedeu-se a quantificacdo do colesterol utilizando o kit
Infinity Cholesterol Reagent. O PEG heterofuncional (NHS-
PEG-Mal) fol incubado com os lipossomas numa razdo de 5 mg
de NHS-PEG-Mal por mg de colesterol, de modo a que o éster
N-hidroxisuccinimida (NHS) reaja com as aminas primédrias do
lipido DOPE. A reaccdo decorreu durante 2 horas, a uma
temperatura de 4° C, sob agitacdo suave e em atmosfera de

azoto.

As moléculas de NHS-PEG-Mal gque ndo reagiram foram
removidas por cromatografia de excluséo molecular,
recorrendo a uma coluna de Sefarose CL-4b. A eluicdo foi
realizada com HBS 7,2 contendo EDTA numa concentracido de 2

mM (o perfil de eluicdo de uma solucdo de NHS-PEG-Mal
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através de uma coluna de Sefarose CL-4b foi previamente

determinada por medicdo da absorvancia a 240 nm).

O anticorpo foi previamente activado com 2-iminotiolano,
numa razdo molar de 1/10 em HBS pH 8, contendo EDTA na
concentracdo de 2 mM, e a temperatura ambiente. Apds
activacdo, o 2-iminotiolano foi removido por cromatografia
de exclusdo molecular. Para tal, preparou-se uma coluna
contendo Sefadex G 25 equilibrada com HBS pH 7,2 e EDTA na
concentracdo de 2 mM, e sujeitou-se a centrifugacdo a 400 g
durante 5 minutos e a 4° C para remocdo do 2-iminotiolano.
O anticorpo activado foil incubado com os lipossomas numa
razdo de 0,375 mg por umol de lipido total, por um periodo
de 2 horas ou 12 horas, a 4° C ou a temperatura ambiente,
sob agitacdo suave e em atmosfera de azoto. Apds este
periodo, o0s grupos maleiamida da molécula de PEG ainda
activos foram desactivados com B-mercaptoetanol numa razio

molar de 1 mol PEG por 5 mol de p-mercaptoetanol. O

anticorpo nado acoplado e o excesso de [PB-mercaptoetanol
foram removidos por eluicdo em coluna de Sefarose CL-4b

utilizando um tampdo de HBS a pH 7,4.

2. Caracterizacdo dos lipossomas

2.1. Medicdo dos tamanhos finais

O tamanho dos imunolipossomas, diluidos em HBS pH 7,4, foi
medido por espectroscopia de correlacdo fotdnica, num
aparelho designado PCS Submicron Particle Size Analyser da
Beckman Coulter. As medicdes foram realizadas a 25 °C, com
um tempo de equilibrio de 5 minutos durante 200 segundos,

com um angulo de leitura a 90°.

2.2. Determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo
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A eficiéncia de encapsulacdo foi calculada com base na
concentracdo de genomas de adenovirus, determinada por PCR
quantitativo, e na concentracdo de colesterol, determinada
utilizando o kit Infinity Cholesterol Reagent. O objectivo
de representar este parémetro corrigido para as variacdes
do colesterol prende-se com a necessidade de eliminar o
efeito das diluicbes e das perdas de lipido no wvalor final
da eficiéncia de encapsulacdo. As determinacdes por PCR
foram realizadas utilizando primers e uma sonda (FAM)
desenhados para o promotor CMV, tendo sido adgquiridos da
Applied Biosystems. O JumpStart Taqg ReadyMix contendo os
nuclebdétidos e a polimerase, foi adgquirido da Sigma Genosys.
A amplificacéo e a deteccdo foram realizadas num

instrumento ABI Prism 7000 da Applied Biosystem.

A quantificacdo dos genomas nas amostras fol realizada
imediatamente apds a hidratacdo do filme lipidico, e apds a
remocdo de vectores adenovirais né&do encapsulados por
centrifugacdo em gradiente de cloreto de <césio. Esta
quantificacdo fornece as concentracdes iniciais (i) e

finais (f) de genomas virais.

A quantificacdo do colesterol foil realizada imediatamente
apds a hidratacdo do filme lipidico (i), e apds a remocdo
de vectores adenovirais nédo encapsulados (f). A eficiéncia
de encapsulacdo foi determinada com base na férmula:
(concentracdo de genomas (f)/concentracido de colesterol
(£)) / (concentracdao de genomas (1)/ concentracao de

colesterol (i))X 100.

2.3. Cultura celular
As células endoteliais humanas da veia umbilical (HUVEC)

foram obtidas a partir do Servico de Células Endoteliais
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RuG/AZG (Groningen, Paises baixos). As células isoladas
foram cultivadas em frascos de cultura (Corning Costar)
revestidas com gelatina (Sigma) a 1 % e mantidas a 37° C
numa atmosfera de CO; a 5% e 95% de humidade. O meio de
cultura consiste em RPMI contendo Glutamax (Gibco)
suplementado com soro fetal de bovino (FBS) a 20% (ndo
desactivado), heparina (Sigma) na concentracdo de 18 U/ml
de, penicilina, estreptomicina e ECGF (Factor de

Crescimento Endotelial de bovino da Roche Applied Science).

2.4. Medicdo da eficiéncia de associacdo das nanoparticulas
as células
Os estudos de associacdo celular foram realizados por

citometria de fluxo e por microscopia confocal.

Nos estudos realizados por citometria de fluxo, as células
endoteliais HUVEC foram semeadas em placas de 24 pocos da
Costar, previamente revestidos com gelatina a 1%, com uma
densidade de 10 000 células por poco, 24 horas antes da
incubacdo com os lipossomas. Imunolipossomas ou lipossomas
ndo direccionados, contendo adenovirus recombinantes (LP
Ad-H18/7 ou LP Ad-PEG) ou ndo (LP-H18/7 ou LP-PEG), foram
incubados com as células endoteliais HUVEC numa

concentracdo de 80 UM de lipido total, durante 4 horas a

37° C, na presenca ou auséncia de TNF-o (100 ng/ml),

previamente incubado com as células durante 1 hora.

Nos estudos de microscopia confocal, as células foram
semeadas em laminas de 8 pocos, previamente revestidos com
1% de gelatina, na densidade de 10 000 células por poco.
Nas experiéncias de microscopia confocal wutilizaram-se
protocolos diversos, quer para os lipossomas desprovidos de

adenovirus (vazios), quer para aqueles contendo adenovirus.
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Assim, os estudos de associacdo de lipossomas vazios foram

realizados incubando LP-H18/7 ou LP-PEG com células
endoteliais HUVEC numa concentracdo de 80 uM durante 4

horas a 37°C, na presenca ou auséncia de TNF-o (100
ng/ml), previamente incubado com as células durante 1 hora.
Nos estudos de associacdo celular, os lipossomas contendo
vectores adenovirais (LP-Ad- H18/7 ou LP- Ad- PEG), foram
incubados com as células endoteliais HUVEC numa
concentracido de 40 uM. Para activar as células, o TNF-a foi
previamente incubado com as células durante 4 horas na
concentracdo de 100 ng/ml. Subsequentemente, as células
foram lavadas e incubadas com as formulacdes durante 1

hora, as temperaturas de 4°C ou 37°C.

2.5. Medicdo da eficiéncia de expressdo de entrega de genes
as células
As experiéncias de transfeccdo foram realizadas recorrendo

a citometria de fluxo e a microscopia confocal.

Nos estudos de citometria de fluxo, as células endoteliais
HUVEC foram semeadas numa placa de 24 pocos, na densidade
de 10 000 células por poco, 24 horas antes da experiéncia
de transducdo. Os lipossomas, LP Ad-H18/7 ou LP Ad-PEG,
foram incubados com as células endoteliais HUVEC na
concentracdo de 40 uM, embora em algumas condicdes tenham
sido wutilizadas outras concentracdes. A incubacdo foi
realizada por um periodo de 12 horas a 37°C, na presenca ou
auséncia de TNF-o na concentracdo de 100 ng/ml. Nos
estudos de inibicdo da transfeccdo, as células foram pré-
incubadas durante 30 minutos com H18/7, apds 4 horas de
incubacdo com TNF-a. Os lipossomas foram entdo incubados

com as células por 1 hora, ainda na presenca de E-
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selectina. Apds este periodo, as células foram lavadas e
incubadas durante mais 48 horas antes de realizar as

experiéncias de citometria de fluxo.

Para os estudos de microscopia confocal o procedimento
seguido foi semelhante com a diferenca do plaqueamento das
células, o qual foi realizado conforme descrito na seccéo
Medicdo da eficiéncia de associacdo das nanoparticulas as

células (2.4).

Todas as experiéncias foram realizadas na presenca de soro

fetal de bovino ndo inactivado a 20%.

2.6. Avaliacdo da associacdo celular e da expressdo do
transgene

Nos estudos de citometria de fluxo, as células endoteliais
HUVEC foram lavadas trés vezes com PBS, incubadas com uma
solucdo de tripsina/EDTA até se destacarem das placas, e
imediatamente ressuspensas em PBS contendo 20% de soro.
Apds centrifugacdo foram novamente ressuspensas em PBS e
analisadas por citometria de fluxo para determinacdo das
células positivas para GFP. Para os estudos de transducéao
os lipossomas foram marcadas com Rh-PE para evitar
interferéncia com a leitura da fluorescéncia da GFP, e para
a anadlise da associacdo celular os lipossomas foram
marcados com Fluor-PE uma vez que 0O aparelho de citometria

de fluxo ndo permitia a andlise da Rho-PE.

Para os estudos por microscopia confocal, as células foram
lavadas com PBS e fixadas com p-formaldeido (PFA) a 4% e a
4°C. As células foram lavadas com PBS, e preparadas com
meio de montagem VectaShield contendo DAPI, apropriado para

a anadlise de amostras que apresentam fluorescéncia. Os
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lipossomas preparados para os estudos de transducdo foram
marcados com Rh-PE pela razdo Jja referida acima, e o0s
lipossomas preparados para os estudos de associacdo celular

foram marcadas tanto com Rh-PE como com Fluor-PE.

EXEMPLOS

Exemplo 1

A incubacdo de lipossomas de carga negativa acoplados ao
ligando transferrina, com células que apresentem receptores
de transferrina, induz um aumento na extensdo de associacéo
celular gquando comparado com a condicdo em gue as mesmas
células sdo incubadas com lipossomas sem transferrina. Os

lipossomas marcados com 2,5% de Rh-PE foram incubados com

células HEK-293 na concentracdo de 300 uM, durante 4 horas.
Apdbs esse periodo, as células previamente semeadas em
ladminas de 8 pocos, foram lavadas com PBS, fixadas com PFA
a 4% durante 15 minutos e posteriormente incubadas com
solucdo de glicina na concentracdo de 0,1 M. As léaminas
foram lavadas e montadas com meio de montagem Vectashield
contendo DAPI, e finalmente analisadas por microscopia
confocal. Os resultados demonstram gque a associacdo dos
lipossomas as células é superior gquando estes possuem o
ligando transferrina acoplado a sua superficie, indicando
que os lipossomas podem ser vectorizados para células

contendo receptores para a transferrina.

Exemplo 2

Lipossomas de carga negativa acoplados a um anticorpo anti-
E-selectina apresentam uma interaccdo acentuada com células
que expressam E-selectina. Os lipossomas vazios, marcados
com Fluor-PE, preparados por extrusdao através de membranas
com poro de diédmetro de 200 nm, foram incubados com PEG

heterofuncional durante 2 horas. Apds remocdo do PEG néo
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acoplado e incubacdo do ligando, os lipossomas foram

incubados com células HUVEC activadas, numa concentracdo de
80 UM de lipido, durante 4 horas. A activacdo das células

com TNF-o, na concentracdo de 100 ng/ml, teve inicio uma
hora antes da incubacdo com os lipossomas e prosseguiu
durante as 4 horas de incubacdo.Este processo de activacéo
induz a expressdo da molécula E-selectina a superficie das
células. Apds esse periodo, as células foram lavadas, e o
nimero de células positivas para a associacdo de lipido foi

determinada por citometria de fluxo.

Exemplo 3

Lipossomas de carga negativa contendo rAd, acoplados a um
anticorpo anti-E-selectina, apresentam uma 1interaccéo
acentuada com células qgue expressam E-selectina. Os
imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGEP,
foram incubados com as células HUVEC activadas ou
quiescentes (LP- H18/7), na concentracdo de 40 uM de lipido
total, durante 1 hora. O0s lipossomas controlo foram
incubados com células activadas ou quiescentes (LP- PEG),
nas mesmas condicdes. A activacdo das células HUVEC foi
realizada por incubacdo com TNF-o na concentracdo de 100
ng/ml durante quatro horas, antes da incubacdo com o0s
lipossomas. Apds incubacido dos lipossomas, as células foram
lavadas, fixadas e preparadas com meio de montagem para
anédlise por microscopia confocal, utilizando uma objectiva

Pan- Neofluar 40x/0.75.

Exemplo 4
A interaccdo entre lipossomas de carga negativa contendo
rAd, acoplados a um anticorpo anti-E-selectina induzem a

tranducédo especificamente nas células endoteliais activadas
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e n3do nas guiescentes. Os imunolipossomas marcados com Rh-
PE foram preparados a partir de uma concentracdo inicial de
Ad:pCMVGFP de 3,75 x10'" ui/ ml e incubados com células
activadas ou quiescentes na concentracdo de 40 UM em lipido
total. O mesmo foi aplicado a lipossomas nado direccionados.
Apds 12 horas de incubacdo, o meio de cultura foi
substituido por meio fresco e as células foram incubadas
mais 36 horas. Apds essa incubacdo, as células foram
lavadas, fixadas e preparadas com melo de montagem para
andlise por microscopia confocal, utilizando uma objectiva
Pan-Neofluar 40x/0.75. 0Os resultados demonstram que a
associacéo celular especifica anteriormente observada
resulta na ftransducdoc especifica das células alvo, due
expressam E-selectina, e ndo nas dque nao expressam a
referida molécula. Adicionalmente, nanoparticulas
semelhantes as referidas, mas sem o referido anticorpo néao
tém igualmente capacidade de transducdo das células alvo,

nas condicdes experimentais referidas.

Exemplo 5

A interaccdo entre lipossomas de carga negativa contendo
rAd, acoplados a um anticorpo anti-E-selectina induzem a
tranducao especificamente nessas células, a qual é

dependente da concentracdo de lipido inicial utilizada.

Os i1munolipossomas marcados com Rh-PE foram preparados a
partir de uma concentracdo inicial de AdspCMVGEP de 3,75
x10* ui/ ml e incubados com células activadas (LP Ad-H18/7
A) ou dguiescentes (LP Ad-H18/7 R), em concentracdes
variaveis de lipido total. O mesmo se aplicou a lipossomas
controlo ndo direccionados (LP Ad- PEG A e LP Ad- PEG R).
Apds 12 horas de incubacdo, o meio de cultura foi

substituido por meio fresco e as células foram incubadas
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mais 36 horas. Apds essa incubacdo, as células foram
lavadas, destacadas e analisadas por citometria de fluxo.
Os resultados apresentados foram determinados definindo o
valor da fluorescéncia de células incubadas com HBS como a

fluorescéncia basal.

Exemplo 6

A internalizacdo celular de lipossomas de carga negativa
contendo rAd, acoplados a um ligando é inibida a 4°c. Os
imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGEP
foram incubados na concentracdo de 40 uM de lipido total
com células HUVEC activadas ou quiescentes (LP- H18/7). A
incubacdo foi realizada durante 1 hora, a 37° C ou a 4° C.
A activacdo das células HUVEC fol realizada durante 4 horas
antes da incubacdo com os lipossomas por incubacdo com TNF-
o na concentracdo de 100 ng/ml. Apds incubacdo com o0s
lipossomas, as células foram lavadas, fixadas e preparadas
com meio de montagem para andlise por microscopia confocal
utilizando uma objectiva de &6leo Plan- Neofluar 100x/1.3. A
andlise do perfil de associacdo celular de imunolipossomas
contendo virus recombinantes encapsulados, demonstrou que a
4°C este processo é inibido, o que implica a utilizacédo de

energia no processo de internalizacdo celular.

Exemplo 7
A transducdo mediada por lipossomas de carga negativa
contendo rAd, acoplados a um ligando ¢é 1inibida pela

presenca de um excesso de ligando livre no meio de cultura.

Os imunolipossomas marcados com Rh-PE e contendo AdspCMVGEP

foram incubados na concentracdo de 40 UM em lipido total

com células HUVEC activadas (LP Ad-H18/7 A) ou quiescentes
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(LP Ad- H18/7- R), durante 1 hora. Os 1lipossomas néao
direccionados foram incubados nas mesmas condigdes, com
células activadas (LP Ad-PEG A) ou guiescentes (LP Ad-PEG
R). As células HUVEC activadas ou quiescentes foram
incubadas durante 30 minutos com o ligando 1livre na
concentracdo de 20 ug/ml e subsequentemente com 0sS
lipossomas ainda na presenca desse ligando. A activacdo das
células HUVEC foi realizada durante 4 horas antes da
incubacdo com os lipossomas por incubacdo com TNF-a na
concentracdo de 100 ng/ml. Apds 48 horas, as células foram
lavadas, destacadas e analisadas por citometria de fluxo.
Os resultados apresentados foram determinados definindo os
valores da fluorescéncia de células incubadas com HBS como

a fluorescéncia basal.

O efeito do excesso de ligando na eficiéncia da transducéo
demonstra que a transducédo é dependente do ligando acoplado

a superficie dos lipossomas.
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REIVINDICACOES

1. Nano-transportadores de base 1lipidica para entrega
direccionada de vectores virais caracterizadas por serem
compostos por uma parte lipidica, as vesiculas lipidicas,
formadas por lipidos neutros e/ou neutros e negativos, por
um vector viral contendo o material genético a transferir
para as células alvo, por um sistema de direccionamento as
células alvo e ainda por terem uma dimensdo variavel entre

100 a 400 nm.

2. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacdo anterior, caracterizadas por as vesiculas
lipidicas apresentarem na sua composicdoc lipidos neutros
e/ou neutros e negativos, como por exemplo ndo limitativo,
DOPE, EPC, PI e CHOL, e ndo apresentarem na sua composicdo

lipidos catidénicos.

3. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacéo 1, caracterizados por o) sistema de
direccionamento poder ser composto por um polimero
hidrofilico conjugado a superficie dos lipossomas due

permita o acoplamento de um ligando.

4. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacéao anterior, caracterizado por polimero

hidrofilico exibir um ou dois grupos reactivos.

5. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacdo anterior, <caracterizados por o polimero
hidr6filo ser preferencialmente uma molécula de PEG com um
tamanho entre 1000 e 5000 Da, podendo ser tanto mono como

bi-funcional.



6. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacdo anterior, caracterizados por o ligando se
encontrar acoplado ao terminal reactivo distal das

moléculas do polimero hidréfilo.

7. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacéo 1, caracterizados por o) sistema de

direccionamento ser composto apenas por um ligando.

8. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com a
reivindicacéo 1, caracterizados por o) sistema de
direccionamento poder ser composto por mais que um ligando

para direccionamento a alvos celulares diferentes.

9. Nano-transportadores de base lipidica, de acordo com as
reivindicacbes 7 e 8, caracterizados pelos ligandos se
encontrarem directamente acoplados a superficie das

nanovesiculas.

10. Composicdes farmacéuticas, caracterizadas por conterem
particulas de nano-transportadores de base lipidica, de

acordo com as reivindicacdes anteriores.

11. Composicdes farmacéuticas, de acordo com a
reivindicacdo anterior, caracterizadas por conterem um
veiculo farmacologicamente aceitavel e por poderem incluir
outros compostos, como por exemplo ndo limitativo agentes
lisosomotrépicos, conservantes, estabilizantes coloidais
peptideos com propriedades fusogénicas e sinais de

localizacdo nuclear.



12. Processo de producdo de nano-transportadores de base
lipidica, de acordo com as reivindicacdes 1 a 8,
caracterizado por os seguintes passos de obtencéo:

1) preparacao de lipossomas por hidratacdo de filme
lipidico com uma suspensdo de virus recombinantes, como por
exemplo ndo limitativo, vectores adenovirais, seguido de
purificacéao;

2) conjugacdo de um polimero hidrofilico, como por exemplo
ndo limitativo PEG, seguido de purificacéo;

3) acoplamento de ligando/s a extremidade distal do
polimero hidrofilico ou & superficie dos lipossomas,

seguido de purificacéo.

13. Processo de producadao de nano-transportadores, de acordo
com a reivindicacdo anterior, caracterizado por a suspenséao
lipossémica, apds o passo 1, ser submetida a um processo de

extrusdo para homegeneizacdo de tamanhos.

14. Processo de producdo de nano-transportadores, de acordo
com a reivindicacdo anterior, caracterizado por a suspenséao
lipossémica ser submetida a um processo de purificacéo,
como por exemplo ndo limitativo, por ultra-centrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio, para remocdo dos virus néo

encapsulados.

15. Processo de producdo de nano-transportadores, de acordo
com a reivindicacdo 12, caracterizado por, no passo 2, O
polimero hidrofilico, com um grupo reactivo, poder ser
inserido na mistura lipidica antes da hidratacdo do filme

lipidico ou inserido apds formacdo dos lipossomas.

16. Processo de producadao de nano-transportadores, de acordo

com a reivindicacdo 12, caracterizado por, no passo 2, O



polimero hidrofilico, com dois grupos reactivos, poder ser

acoplado apds formacdo dos lipossomas.

17. Processo de producdo de nano-transportadores, de acordo
com as reivindicacdbes 15 e 16, caracterizado por a
formulacdo ser submetida a um processo de purificacédo, como
por exemplo ndo limitativo, cromatografia de excluséo
molecular, para remocdo das moléculas de polimero néo

conjugadas a superficie dos nano-transportadores.

18. Processo de producdo de nano-transportadores, de acordo
com a reivindicacdo 12, caracterizado por, no passo 3, um
ligando como por exemplo ndo limitativo, uma proteina, um
peptideo, um anticorpo, um fragmento de anticorpo, um
aptamero ou uma molécula que exiba afinidade especifica
para um receptor celular, ser acoplado covalentemente a

extremidade distal de um polimero hidrofilico conjugado a

superficie dos nano transportadores de base lipidica.

19. Processo de producadao de nano-transportadores, de acordo
com a reivindicacdo anterior, caracterizado por o ligando
ser acoplado covalentemente a extremidade distal de um
polimero hidrofilico previamente a sua insercéo a

superficie dos nano transportadores de base lipidica.

20. Processo de producdo de nano-transportadores, de acordo
com as reivindicacdbes 18 e 19, caracterizado por a
formulacdo ser submetida a um processo de purificacédo, como
por exemplo ndo limitativo, cromatografia de excluséo

molecular, para remocdo dos ligandos ndo acoplados.



21. Utilizacdo dos nano-transportadores das reivindicacdes
1 a 8, caracterizada por ser aplicada na entrega

direccionada de genes a células alvo.

22. Utilizacdo dos nano-transportadores, de acordo com a
reivindicacdo anterior, caracterizada por se destinarem a
aplicacdo em terapia, como por exemplo ndo limitativo, em
terapia génica, anti-cancerigena, de doencgas
neurodegenerativas, de doencas vasculares, e de vdoencas
inflamatérias e outras associadas a processos envolvendo

células endoteliais activadas.

23. Utilizacdo dos nano-transportadores das reivindicacdes
1 a 8, caracterizada por se destinar ao fabrico de uma
composicdo farmacéutica para entrega direccionada de
material genético a células-alvo, preferencialmente para
aplicacdo em terapias génicas, como por exemplo nao
limitativos, terapias anti-cancerigenas, doencas
neurodegenerativas e em terapias para tratamento de
patologias associadas a processos envolvendo células

endoteliais activadas.

24, Utilizacdo, de acordo com a reivindicacdo anterior,

caracterizada pela composicéo farmacéutica ser
preferencialmente uma composicéo para aplicacéo
intravenosa.

25. Utilizacéo do processo de producéo de nano-
transportadores, de acordo com as reivindicacdes 12 a 20,
caracterizada por ser aplicada a producdo de nano-
transportadores de base lipidica, contendo material
genético e um sistema de direccionamento, de elevada

especificidade, responsavel pela identificacdo das células



alvo que o vector wviral irad transduzir, destinados a

terapia génica.
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