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DESCRIPCION
Polimeros activos sobre membranas
REFERENCIA CRUZADA PARA SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud esta relacionada con la solicitud anterior provisional de documento de patente de Estados Unidos N°®
de serie 60-443906 presentada el 31 de enero de 2003.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La via de penetracion celular para la mayor parte de los farmacos convencionales es la difusién a través de las
membranas biolégicas. Por esta razén, los farmacos tienden a ser moléculas pequefias (Pm < 500) y anfipaticas,
que contienen tanto funcionalidades hidréfobas como hidréfilas. Estas caracteristicas engendran moléculas con
solubilidad acuosa, al tiempo que les permiten cruzar la bicapa lipidica no polar de la membrana celular. Por el
contrario, los farmacos utilizados en las terapias antisentido y génicas son polimeros hidréfilos relativamente
grandes y con frecuencia también acidos nucleicos cargados muy negativamente. Ambas de estas caracteristicas
fisicas obstaculizan su difusion directa a través de la membrana celular. Por esta razén, la principal barrera para la
terapia génica y terapia antisentido es el transporte del farmaco al interior celular. Esta situacién contrasta con el
desarrollo de medicamentos estandar en el que la identificacién del farmaco es la principal barrera en el desarrollo.

La ruta de entrada para la mayoria de las macromoléculas como el ADN y oligonucleétidos en células es la
endocitosis. Una vez absorbidas por la célula, el endosoma es o bien reciclado de vuelta a la superficie celular, o
madura a un endosoma final y finalmente a un lisosoma. En este proceso, el pH gradualmente disminuye de 7 a 6 a
medida que el endosoma inicial se convierte en endosoma final. En el endosoma final, el pH disminuye de 6 a
menos de 5 a medida que madura en un lisosoma. En el endosoma final y lisosoma, enzimas tales como proteasas,
nucleasas y glicosilasas digieren los componentes hidrolizables en el compartimento. Para evitar la degradacién de
los acidos nucleicos y otros farmacos potenciales en el lisosoma, debe romperse el endosoma, y su contenido
liberado, antes de su evolucion a un lisosoma. Una vez que se produce la endocitosis, el endosoma se convierte en
un endosoma final en el curso de unos 10 minutos [Mukherjee et al. 1997]. El endosoma final contiene enzimas
hidroliticas tales como proteasas [Berg et al. 1995] y otras enzimas hidroliticas. Enzimas digestivas adicionales
aparecen a medida que el endosoma se transforma en un lisosoma.

Para que los materiales escapen de los endosomas al citoplasma, la membrana del endosoma debe romperse. La
ruptura del endosoma puede ocurrir por presién osmotica que causa que la membrana se hinche y explote [Zuber et
al. 2001], por agentes perturbadores de la membrana que desnaturalizan la estructura de dos capas de la
membrana, o una combinacion de estas fuerzas. Métodos para lograr la liberacién del endosoma a menudo se
basan en el entorno del lisosoma y/o endosoma para desencadenar la ruptura de la membrana y liberar su
contenido. Por ejemplo, los vectores pueden ser sustratos de enzimas lisosomales tales como las proteasas. La
proteolisis puede dar como resultado una activacién de un compuesto activo sobre la membrana que a continuacién
desestabiliza las dos capas. Un ejemplo de rotura de membrana desencadenada por enzimas son las proteinas de
la cubierta de los adenovirus que modifican su estructura y su capacidad disruptiva de la membrana con la ruptura
proteolitica [Skehel et al. 2000].

La disminuciéon en el pH a medida que un endosoma madura a un lisosoma puede también utilizarse para
desencadenar la disrupcion de la membrana y la liberacion de su contenido. Las infecciones virales a menudo
requieren la acidificacion del compartimento endosomal [Carrasco 1994]. Para imitar esta actividad viral
sintéticamente, se han disefiado muchos agentes de transfeccién no viricos con componentes dependientes de pH.
Agentes que son débilmente basicos, pKa 5-7, pueden ser protonados de forma reversible en el entorno acido del
endosoma. Algunos ejemplos son la cloroquina, polietilenimina y poli-L-lisina histidilada. El efecto de estos
compuestos tampon es aumentar el nimero de protones necesarios para una disminucion en el pH. Se postula que
el aumento del nimero de protones, y como consecuencia sus contraiones, produce un aumento en la presion
osmoética del endosoma, que lleva a la ruptura de la membrana, el efecto de esponja de protones [Zuber et al. 2001].

Otro mecanismo para la disrupcion de la membrana dependiente del pH es el uso de agentes cuya interaccion con
una membrana depende de su protonacion, por ejemplo, el hemisuccinato de colesterol [Lai et al. 1985], péptidos de
la cubierta virica y sus derivados [Plank et al. 1998] y &cido polipropilacrilico (PPA) [Cheung et al. 2001]. Una
caracteristica comun de estos agentes es que son moléculas que contienen acidos carboxilicos y grupos hidréfobos
que estan menos cargados a medida que baja el pH. La disminucién en la carga hace que las moléculas sean mas
hidréfobas, y por lo tanto mas disruptivas de las membranas.

El polimero sintético méas estudiado que contiene carboxilatos para la disrupcion del endosoma es el PPA [Lackey et
al. 2002]. El grupo de propilo en cada mondmero de grupos de PPA constituyen los grupos hidréfobos del polimero.
Otro polimero sintético que contiene carboxilatos es el acido polietilacrilico (PEA). PEA también es activo en la
membrana de manera dependiente del pH. Sin embargo, dependiendo del peso molecular del polimero, se produce
el inicio de la actividad de membrana para PEA muy por debajo del pH de 6. Mediante el aumento de la longitud del
grupo hidréfobo de PEA por un carbono, para producir PPA, la dependencia del pH del polimero cambia a
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condiciones menos &cidas tal que la iniciacién de la actividad de la membrana se produce al pH fisiolégicamente
mas pertinente de 6,5. Ademas de los acidos poliacrilicos, polimeros de acidos poliaminos que contengan residuos
de aspartato o glutamato también exhiben carga negativa sensible al pH. Muchos polimeros naturales sensibles al
pH dependen de estos residuos anionicos para su dependencia del pH

COMPENDIO DE LA INVENCION

En una realizacion preferida, describimos una clase de polimeros aniénicos basados en el anhidrido maleico
capaces de romper las membranas celulares. Los polimeros pueden ser homopolimeros, copolimeros aleatorios o
copolimeros alternos. Se incorporan grupos hidr6fébos en los polimeros por medio de la copolimerizacién con
mondmeros hidréfobos o haciendo reaccionar grupos hidréfobos con anhidridos en el polimero.

En una realizacion preferida los polimeros descritos pueden utilizarse para transportar compuestos biolégicamente
activos a las células in vivo o in vitro. Los polimeros facilitan la liberacion de compuestos biolégicamente activos
desde vesiculas en el citoplasma después de la coendocitosis del polimero y el compuesto. En una realizacion, el
compuesto biolégicamente activo y el polimero se asocian con la célula de manera que en ambas moléculas se
produce endocitosis por la célula. En otra realizaciéon el compuesto biolégicamente activo y el polimero se asocian
entre si a través de una interaccion no covalente para formar un complejo. El complejo es, a continuacion, asociado
a la célula. En otra realizacion, el compuesto biolégicamente activo se une de forma covalente al polimero. La
molécula de polimero-compuesto es, a continuacion, asociada a la célula.

En una realizacién preferida, la funcionalidad del polimero puede ser modificada 0 mejorada por la unién covalente
de grupos funcionales. Pueden agregarse grupos funcionales al polimero por medio de la copolimerizacién o por
medio de la reacciéon con un anhidrido en el polimero.

Mas objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes de la siguiente descripcion detallada cuando
se tome junto con los dibujos que la acompanan.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 llustracion de la formacion de polianiones basada en la polimerizacién de anhidrido maleico: homopolimeros,
copolimeros aleatorios, y copolimeros alternos. Los grupos carboxilo se muestran en forma protonada.

FIG. 2 llustracién de polimeros sintetizados por polimerizacion del polimero de butil vinil éter - anhidrido maleico
(BVEMA) con alcoholes y aminas para formar ésteres y amidas. Los grupos carboxilo se muestran en forma
protonada.

FIG. 3. llustracion grafica del potencial hemolitico de los polimeros BVEMA, M-BVEMA y P-BVEMA.
DESCRIPCION DETALLADA

Se describe una nueva clase de polimeros aniénicos que se pueden utilizar para transportar compuestos
biolégicamente activos a las células. Estos polimeros contienen monémeros de anhidrido maleico y facilitan la
liberacion de compuestos bioldgicamente activos desde las vesiculas después de la endocitosis. En la FIG 1 se
muestran polianiones sintéticos basados en la polimerizacion del anhidrido maleico. El anhidrido maleico
polimerizado por iniciacion por radicales puede polimerizarse consigo mismo para formar un homopolimero, para
formar homopolimeros de anhidrido maleico, o puede polimerizarse con comondmeros tales como el estireno o los
éteres de vinilo para formar los copolimeros de anhidrido maleico. El estireno mismo se polimeriza por un
mecanismo basado en radicales; por lo tanto, los copolimeros de estireno y anhidrido maleico (copolimeros basados
en estireno - anhidrido maleico) son aleatorios, es decir, la composicion total del polimero depende de la proporcion
de los mondmeros, pero el orden de los mondémeros es aleatorio. Por el contrario, los mondmeros de éter de vinilo
no se polimerizan por polimerizacion de radicales a menos que reaccionen con anhidrido maleico; por lo tanto, los
polimeros compuestos de anhidrido maleico y éteres de vinilo (copolimeros basados en éter de vinilo -anhidrido
maleico), son alternantes, es decir, el mondémero de éter de vinilo va seguido del monémero de anhidrido maleico
seguido del éter de vinilo y asi sucesivamente. Los polimeros resultantes contienen grupos anhidrido. Estos grupos
anhidrido, a continuacion, pueden ser hidrolizados para formar grupos diacido. Alternativamente, puede hacerse
reaccionar los polimeros con alcoholes y/o aminas para formar acidos y ésteres y/o amidas. Los polimeros
resultantes contienen de 1-2 grupos carboxilato por cada anhidrido maleico. Los polimeros son por lo tanto,
polianiones.

Pueden incorporarse grupos hidréfobos en polianiones derivados del anhidrido maleico por copolimerizaciéon con
estireno o éter de vinilo (FIG. | y 2), y/o haciendo reaccionar el polianhidrido con cualquier molécula (incluyendo,
pero sin limitarse a, alcoholes y aminas) capaz de reaccionar con un anhidrido para formar un enlace covalente de
manera que al menos permanezca un carboxilo en el monémero de anhidrido. Los expertos en la materia
reconoceran facilmente que la molécula puede formar un enlace covalente con cualquier carbonilo del anhidrido
(FIG. 2). La reaccion de alcoholes hidréfobos y/o aminas hidréfobas con grupos de anhidrido en el polianhidrido
ocasiona la formacién de ésteres hidréfobos y/o amidas hidréfobas de acido polimaleico. Los polianiones resultantes
puede adquirir hidrofobicidad por los grupos alquilo en el éter de vinilo, el grupo fenilo del estireno o por moléculas
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que se han hecho reaccionar con el anhidrido. Los éteres de vinilo pueden seleccionarse del grupo integrado por:
alquil vinil éter, éteres de arilo vinilo y similares.

Otras moléculas capaces de reaccionar con un anhidrido también pueden ser vinculadas covalentemente al
polimero. Moléculas que pueden asociarse al polimero pueden seleccionarse de la lista que comprende:
compuestos biolégicamente activos, grupos de senal con las células como dianas, modificadores de interaccion,
estabilizadores estéricos, moléculas reportero y otros grupos disefiados para agregar funciones al polimero o
aumentar la utilidad del polimero.

Se ha estudiado el copolimero de estireno y anhidrido maleico (SMA) como un agente de transporte de farmacos
[Maeda et al. 2001]. Diversos derivados de SMA han sido sintetizados en los que diversos grupos alquilo se han
incorporado al polimero por reaccion con el anhidrido. En concreto, se ha sintetizado un polimero de transporte de
farmacos por medio de la reaccion de los anhidridos de SMA con alcohol butilico a fin de producir un polimero que
contiene tanto grupos butilo como fenilo seguido de la conjugacion al farmaco anticancerigeno neocarzinostatina
(NC). EI polimero-farmaco conjugado resultante, SMANC, ha sido aprobado para los tratamientos de cancer en
Japon. SMANC y otros polianiones macromoleculares conjugados a farmacos se han utilizado para dirigir farmacos
a los tumores por medio de un fendmeno de los tumores sélidos denominado permeabilidad y retencion mejoradas
(EPR). El efecto EPR es una funcién de la hipervascularizacion y la arquitectura vascular defectuosa asociados con
los tumores solidos. Esta vasculatura inusual da como resultado mayor permeabilidad de los vasos del tumor y
mayor retencion de las moléculas grandes. El efecto EPR facilita la extravasacion de farmacos poliméricos mas
selectivamente a los tejidos del tumor y es un mecanismo ampliamente invocado para la seleccién de una variedad
de polimeros a los tumores.

Se describen polimeros que contienen anhidrido maleico para transportar compuestos biolégicamente activos al
citoplasma de las células por medio de la endocitosis, no sélo como vehiculos para el transporte basado en EPR de
farmacos a la superficie de la célula. Estos polimeros son capaces de romper las membranas intracelulares después
de la endocitosis. Nosotros hemos investigado copolimeros alternos de diversos vinil alquil éteres y anhidrido
maleico. Los grupos de anhidrido de estos polimeros pueden ser hidrolizados para forma diacidos o pueden hacerse
reaccionar con otras moléculas, tales como alcoholes y/o aminas para producir ésteres y/o amidas. Estos polimeros
son sintetizados facilmente a partir de los monémeros comercializados: alquil vinil éteres y anhidrido maleico. Por el
contrario el polimero PPA se sintetiza a partir de un monémero que es el producto de una sintesis de 4 etapas
[Borszeky et al. 1997]. Los copolimeros de anhidrido maleico - éter de vinilo resultantes contienen grupos anhidrido
que pueden hacerse reaccionar con cualquier nucleofilo para producir facilmente una variedad de nuevos polimeros.

Los polimeros que contienen anhidrido maleico pueden ser evaluados en cuanto a su potencial para endosomolisis
por el ensayo de la lisis de globulos rojos de la sangre en funcién del pH. Por ejemplo, se polimerizaron etil, propil y
butil vinil éter con anhidrido maleico y se hidrolizaron para formar los mondémeros de diacido. Los polianiones
obtenidos se probaron en cuanto a la lisis dependiente del pH. El polimero basado en butil vinil éter fue el Unico
capaz de lisar la membrana de los glébulos rojos. Por el contrario, los polimeros de &cido acrilico que contienen
grupos de propilo son eficaces en la lisis.

También se describen los polimeros formados por reaccion del polimero de butil vinil éter - anhidrido maleico
(BVEMA) con alcoholes y aminas para formar ésteres y amidas (FIG. 2). El éster metilico de BVEMA (M-BVEMA) y
la amida propilica de BVEMA (P-BVEMA) fueron sintetizados y probados en cuanto a su actividad hemolitica. La
incorporacion de ambos grupos alquilo aumenté la actividad de lisis de estos polimeros y aumenté el pH al que se
produjo la actividad de lisis, de pH 6 a 6.5 (FIG. 3). Estos efectos sobre la actividad de la membrana pueden ser
debidos a la disminucion de densidad de carga del polimero por la formacion de los grupos éster y amida y/o por el
aumento de la hidrofobicidad de los polimeros.

El transporte de compuestos biolégicamente activos al citoplasma de la célula se ve facilitado por la coendocitosis
de los compuestos biolégicamente activos con los polimeros que contienen anhidrido maleico. En uno de los
aspectos de la invencion, el compuesto biolégicamente activo y los polimeros que contienen anhidrido maleico no
estan asociados entre si pero ambos sufren endocitosis por la célula. En otro aspecto de la invencion, el compuesto
biolégicamente activo y el polimero que contiene el anhidrido maleico estan asociados entre si por medio de
interacciones covalentes o no covalentes. Las interacciones no covalentes incluyen interacciones ionicas,
interacciones hidréfobas, interacciones de Van der Waals e interacciones de afinidad. Esta asociacion puede activar
0 mejorar la co-endocitosis del compuesto biolégicamente activo y los polimeros que contienen anhidrido maleico.
La célula puede estar in vivo o in vitro. Para el transporte de un compuesto biolégicamente activo a una célula in
vivo, el polimero y compuesto biolégicamente activo se insertan en el animal de una manera que permita que el
polimero y el compuesto biolégicamente activo se pongan en contacto con la célula. Las vias de administracion
parenteral incluyen intravascular, intramuscular, intraparenquimal, intradérmica, subdérmica, subcutanea,
intratumoral, intraperitoneal, intratecal, subdural, epidural y las inyecciones intralinfaticas que utilizan una jeringa y
una aguja o catéter. Otras vias de administracién incluyen intraparenquimal en tejidos como el mdusculo
(intramuscular), higado, cerebro y rindn. Las rutas epiteliales incluyen la via de administracién oral, nasal,
respiratoria y vaginal.

Definiciones
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Para facilitar la comprension de la invencion presente, se definen a continuacién una serie de términos y frases:

Un polimero es una molécula construida por enlaces repetitivos de unidades mas pequenas llamadas mondémeros.
El polimero puede ser de tipo lineal, de red ramificada, estrella, peine o de escalera. El polimero puede ser un
homopolimero en que se utiliza un Unico monémero o puede ser un copolimero, en el que se utilizan dos o mas
monomeros.

La cadena principal de un polimero se compone de los a&tomos cuyos enlaces se necesitan para la propagacion de la
longitud del polimero. Por ejemplo en poli-L-lisina, se requieren el carbono carbonilo, carbono a y los grupos amino a
para la longitud del polimero y son por lo tanto, atomos de la cadena principal. La cadena lateral de un polimero se
compone de los atomos cuyos enlaces no son necesarios para la propagacion de la longitud de polimero. Por
ejemplo, en poli-L-lisina, los carbonos B, y, 8 y € y el nitrdgeno € no son necesarios para la propagacion del polimero
y son por lo tanto atomos de cadena lateral.

Otros componentes de los monémeros y polimeros: los polimeros pueden tener grupos funcionales que mejoran su
utilidad. Estos grupos pueden ser incorporados en los monémeros antes de la formacién del polimero o conectados
al polimero después de su formacién. Los grupos funcionales se pueden seleccionar de la lista que consiste en:
grupos de diana, modificadores de interaccién, estabilizadores estéricos y compuestos activos de membrana, grupos
de afinidad y grupos reactivos.

Los grupos de diana o ligandos, se utilizan para dirigir el polimero o complejo polimérico a las células, a células
especificas, a los tejidos o a ubicaciones especificas en una célula. Los grupos de diana mejoran la asociacion de
las moléculas con una célula. Ejemplos de grupos de diana incluyen aquellos que dirigen al receptor de la
asialoglicoproteina mediante el uso de residuos de asialoglicoproteinas o galactosa. Otras proteinas tales como la
insulina, EGF o transferrina pueden utilizarse para dirigir. Otros grupos de diana incluyen moléculas que
interaccionan con las membranas, tales como los acidos grasos, colesterol, compuestos de dansilo y derivados de
anfotericina. Se han utilizado una variedad de ligandos para dirigir farmacos y genes a las células y a receptores
celulares especificos. El ligando puede buscar un destino dentro de la membrana celular, sobre la membrana celular
o cerca de una célula. La unioén de un ligando a un receptor puede iniciar la endocitosis.

Un estabilizador estérico es un grupo hidrofilo de cadena larga que previene la agregacion del polimero final
obstaculizando estéricamente las interacciones electrostaticas de particulas a particulas. Los ejemplos incluyen:
grupos alquilo, cadenas de PEG, polisacaridos, moléculas de hidrégeno, y alquilaminas.

Un modificador de interaccion cambia la manera en que una molécula interacciona con ella misma u otras
moléculas, comparada con la molécula que no contiene ningin modificador de interaccion. El resultado de esta
modificacion es que las auto interacciones o interacciones con otras moléculas o aumentan o disminuyen. Por
ejemplo, el polietilenglicol es un modificador de interaccién que disminuye las interacciones entre las moléculas con
ellas mismas y con otras moléculas.

Los polimeros o compuestos activos sobre las membranas son moléculas que son capaces de modificar la
estructura de la membrana. Este cambio en la estructura puede demostrarse cuando el compuesto induce uno o
mas de los siguientes efectos en una membrana: una alteracién que permite la permeabilidad de moléculas
pequenas, la formacién de poros en la membrana, una fusion o fision de las membranas, una alteracion que permite
la permeabilidad de las moléculas grandes o una disolucion de la membrana. Esta alteracion puede ser
funcionalmente definida por la actividad del compuesto en al menos uno de los siguientes ensayos: lisis de glébulos
rojos (hemodlisis), fuga de liposomas, fusion de liposomas, fusion celular, lisis celular y liberacién de endosomas. Mas
concretamente, los compuestos activos en la membrana permiten el transporte de moléculas para cruzar la
membrana con un peso molecular superior a 50 unidades de masa atomica. Este transporte puede lograrse tanto
por la pérdida total de la estructura de la membrana, como por la formacién de agujeros (o poros) en la estructura de
la membrana, o el transporte asistido del compuesto a través de la membrana.

Un compuesto bioldgicamente activo es un compuesto con el potencial de reaccionar con componentes biol6gicos y
esta disefado para cambiar un proceso natural asociado con una célula. A efectos de esta solicitud, un proceso
natural celular es un proceso que esta asociado con la célula antes del transporte del compuesto biolégicamente
activo. Los compuestos biolégicamente activos pueden seleccionarse de la lista que comprende: productos
farmacéuticos/farmacos, proteinas, péptidos, inhibidores de enzimas, hormonas, citoquinas, antigenos, anticuerpos
y polinucledtidos.

La estructura general de un éter de vinilo es:

O-R

R puede ser cualquier grupo que contiene carbono. Cualquiera de los dos atomos de carbono puede ser enlazado a
atomos de hidrégeno o carbono.
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La estructura general de un estireno es:

Pueden hacerse sustituciones en cualquiera de los atomos de carbono del fenilo. Cualquiera de los dos atomos de
carbono que comparten un enlace doble puede ser enlazado a a&tomos de hidrégeno o carbono.

El término polinucledtido, o acido nucleico o acido polinucleico, es un término de la técnica que se refiere a un
polimero que contiene al menos dos nucledtidos. Los nucleétidos son las unidades monémeras de los polimeros de
polinucledtido. Los polinucledtidos con menos de 120 unidades mondémeras suelen denominarse a menudo
oligonucleotidos. Los &cidos nucleicos naturales tienen un esqueleto de desoxirribosa o ribosa-fosfato. Un
polinucleétido artificial o sintético es cualquier polinucleétido que es polimerizado in vitro o en un sistema libre de
células y contiene las mismas bases o similares, pero puede contener un esqueleto de un tipo distinto del esqueleto
de ribosa-fosfato natural. Estos esqueletos incluyen: PNAs (acidos nucleicos péptidos), fosforotioatos,
fosforodiamidatos, morfolinos y otras variantes del esqueleto de fosfato de los acidos nucleicos naturales. Las bases
incluyen las purinas y pirimidinas, que ademas incluyen los compuestos naturales adenina, timina, guanina, citosina,
uracilo, inosina y analogos naturales. Los derivados sintéticos de las purinas y pirimidinas incluyen, pero no se
limitan a, las modificaciones que colocan nuevos grupos reactivos tales como, pero no limitado a, aminas, alcoholes,
tioles, carboxilatos y alquilhaluros. El término base abarca cualquiera de los conocidos analogos de base de ADN y
ARN. El término polinucleétido incluye el acido desoxirribonucleico (ADN) y &acido ribonucleico (ARN) y
combinaciones de ADN, ARN y otros nucleétidos naturales y sintéticos.

Un polinucleétido puede ser transportado a una célula para expresar una secuencia de nucleétido exdégeno, para
inhibir, eliminar, aumentar o alterar la expresion de una secuencia de nucledtido enddgeno, o para afectar a una
caracteristica fisiol6gica especifica no naturalmente asociada con la célula.

Un inhibidor de la expresion de genes basado en un polinucle6tido comprende cualquier polinucleétido que contenga
una secuencia cuya presencia o expresion en una célula causa la degradacion de o inhibe la funcién, transcripcion o
traslacion de un gen de manera especifica a la secuencia. Los inhibidores de la expresion basados en
polinucleétidos pueden seleccionarse del grupo que comprende: siARN, microARN, ARN de interferencia o ARNi,
bicatenario dsARN, ribozimas, polinucleétidos antisentido y casetes de expresion de ADN que codifican siARN,
microARN, dsARN bicatenario, ribozimas o acidos nucleicos antisentido. siARN comprende una estructura de
cadena doble que por lo general contiene de 15-50 pares de bases y preferentemente de 19-25 pares de bases y
que tiene una secuencia de nucleétidos idéntica o casi idéntica a un gen diana expresado o ARN dentro de la célula.
Un siARN puede constar de dos polinucleétidos anelados o un polinucleétido Unico que forma una estructura de
horquilla. Los microARNs (miARNs) son polinucleétidos pequefios que no codifican, aproximadamente de 22
nucleétidos de longitud, que dirigen la destruccion o represién de la traslacion de sus mARNs dianas. Los
polinucleétidos antisentido comprenden una secuencia que es complementaria a un gen o mARN. Los
polinucleétidos antisentido incluyen, pero no se limitan a: morfolinos, 2'-O-metil polinucleétidos, ADN, ARN y
similares. El inhibidor de expresion basado en polinucleétidos puede ser polimerizado in vitro, recombinante, puede
contener secuencias quiméricas, o pueden ser derivados de estos grupos. El inhibidor de expresion basado en
polinucleétidos puede contener ribonucleétidos, desoxirribo-nucleétidos, nucleétidos sintéticos o cualquier
combinacion adecuada tal que el ARN y/o gen dianas sean inhibidos.

Ejemplos

Ejemplo 1. Transporte del farmaco a las células usando polimeros aniénicos basados en anhidrido maleico: para
evaluar la habilidad de estos polimeros como ayudantes en el transporte de un compuesto biolégicamente activo
elegimos evaluar la habilidad de estos polimeros para trasportar un oligonucleétido antisentido.

Los oligonucleétidos de morfolino fosforodiamidato (PMOs) son una clase de oligémeros antisentido que han
demostrado ser muy eficaces en la inhibicién de la expresion de genes especificos in vivo [Heasman et al. 2000;
Nasevicius et al. 2000]. Estos agentes antisentido ejercen sus efectos por mecanismos de inhibicién estérica y se
pueden utilizar para bloquear la translacion o division de un ARN diana [Kang et al. 1998; Giles et al. 1999; Ghosh et
al. 2000]. PMOs son analogos de nucleétido sin carga en el que un anillo de morfolino de seis miembros esta
sustituido por ribosa y un enlace de fosforodiamidato sin carga reemplaza el enlace de fosfodiéster [Summerton et
al. 1997]. Como PEG, los oligbmeros antisentido con carga y sin carga pueden ser interiorizados por endocitosis
[Carrasco 1994], pero no pueden difundirse a través de las membranas de la célula [Akhtar et al 1991; Akhtar et Al.
2000].

Para el transporte de oligémeros aniénicos, se utilizan habitualmente lipidos catiénicos [Hope et al. 1998; Audouy et
al. 2001] y polimeros [Robaczewska et al. 2001] que son eficaces en el trasporte de ADN del plasmido. Sin embargo,
6
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para poder utilizar estas estrategias para el trasporte de oligonucledtidos sin carga tales como PMOs, el PMO debe
primero estar formando un complejo con una cadena complementaria de oligonucleétido aniénico para formar un
complejo cargado. Dos otros métodos para el trasporte de PMOs, carga por raspadura y carga por jeringa, implican
ambos fisicamente dafar las células para crear lesiones transitorias en la membrana plasmatica [Ghosh et al. 2000].

Para probar el trasporte de PMO por polianiones hidrofébos, se utilizé una linea celular de HelLa disponible en el
mercado que lleva un gen de luciferasa integrado con un sitio de empalme mutante [Kang et al. 1998]. Este lugar de
empalme mutante origina la produccién de un mARN que codifica una proteina de luciferasa inactiva truncada. Las
bases del PMO bloqueante se emparejan, por lo tanto, blogueando este sitio de empalme, permitiendo asi la
expresion de la enzima activa de longitud completa. Por lo tanto, el nivel de expresién de la luciferasa en esta linea
celular es directamente proporcional a la cantidad de PMO que se puede trasportar al nucleo.

La coincubacion de PMO blogqueante 2,5 uM con distintos polianiones anfifilicos, que incluyen PPA, SMA, BVEMA y
sus derivados dio lugar a un aumento de la produccién de luciferasa. La cantidad de unidades de luz, que es
proporcional a la cantidad de luciferasa producida, se normaliza para las células cultivadas en ausencia de agentes
de trasporte.

Tabla 1. Trasporte celular del farmaco de morfolino que utiliza polimeros basados en anhidrido maleico.

Veces de aumento en unidades de luz relativa
Agente Opti-DMEM (sin suero) medio de crecimiento + 10% de
suero

PPA (20 pug) 27 1
BVEMA (80 ug) 1 _
P-BVEMA (80 ug) 3 5
P-BVEMA (320 pg) _ 15
M-BVEMA (80 pg) 2 6
M-BVEMA (320 ug) _ 8

SMA diacido (500 pg) 1

Ester butilico de SMA (500 pg) 1,6
Propilamida de SMA 1

El polianion PPA es un agente de transporte muy bueno en los medios libres de suero como cabria esperar de datos
publicados. Sin embargo, la adicion de proteinas del suero a los medios de cultivo completamente inhibe cualquier
transporte por PPA. Como se menciond anteriormente, el polianion SMA se ha estudiado como un vehiculo de
transporte de farmacos Unicamente por su capacidad, como se ha visto para otros polimeros, para secuestrarse en
tumores por el efecto EPR. Muy poco se ha publicado en relacion con la actividad sobre la membrana de SMA; sin
embargo, se ha informado de que la capacidad de unién a la célula de SMA depende del pH y la temperatura del
medio [Oda et al. 1987]. La dependencia de la temperatura de la unién a la célula sugiere que la unién aumentada a
pH acido puede no ser debido a cambios en SMA en si mismo, cuya protonacién deberia ser insensible a la
temperatura, sino debido a un cambio en la membrana celular.

Cabe senalar que los valores en la tabla son para la cantidad maxima de polianién que podemos afadir sin ver
toxicidad. Los intentos de aumentar el transporte mediante el aumento de la cantidad de PPA y el éster butilico de
SMA produjeron considerable muerte celular, observada como una disminucion en la confluencia celular.

Al contrario que con los polianiones basados en PPA y SMA, la asistencia en el transporte del polianiones derivados
de BVEMA parece ser activa en la presencia de proteinas del suero. El polimero mas hidréfobo de la serie BVEMA
es el derivado de propilamida, que dio las concentraciones mas altas de transporte de oligonucleétidos en presencia
de proteinas de suero.

Estos resultados de transporte son importantes porque demuestran que los polianiones pueden transportar
compuestos biolégicamente activos. Ademas, los PMOs no sélo fueron transportados al citoplasma, sino que su
difusién en el nucleo no fue obstruida.

Ejemplo 2. Copolimerizacién de anhidrido maleico con alquil vinil éteres VEMA: anhidrido maleico (1 eq molar) y
azobisisobutironitrilo (0,01 a 0,1 eq molar) se disuelven en tolueno anhidro desgaseado en un vial de 30 ml. con
cierre de rosca. Se agrega a este alquil vinil éter(1,5 eq molar) y el vial se lava con nitrégeno y se coloca en un bafo
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de arena a 50° C de 6 a 24 horas. Después de que se ha completado el tiempo de polimerizacion el contenido del
vial se vierte en éter de petréleo(150° C punto de ebullicién) y se recupera por filtracion, se lava con metanol seco y
se seca a alto vacio. Los alquil vinil éteres que se pueden utilizar son C2-C18. En particular, puede utilizarse el butil
vinil éter.

Ejemplo 3. Sintesis de ésteres del copolimero vinil eter - anhidrido maleico (VEMA): a una solucién de VEMA en THF
anhidro se agrega 100 eq de alcohol (en relacién con el grupo funcional de anhidrido de VEMA). A esta solucién se
agrega 1 mol % HCI o H>S04. La solucién se agita durante la noche. A esta solucion se agrega agua y el polimero
precipitado se aisla. El polimero, a continuacién, se disuelve en agua al llevar el pH a 7,5 por adicién de NaHCO3. El
polimero se precipita después de la solucion por acidificacion con HCI hasta llevar el pH a 2. Entonces, el polimero
se disuelve nuevamente en agua a pH 7,5 con NaHCO0s. Una variedad de alcoholes pueden utilizarse para sintetizar
los ésteres. En particular, pueden utilizarse los alcoholes metilico, etilico, propilico y alcoholes de butilo.

Ejemplo 4. Sintesis de amidas del copolimero viniléter - anhidrido maleico (VEMA): a una solucién de amina en
agua, se agrega 1 eq mol % de VEMA (en relacion con el grupo funcional de anhidrido de VEMA). La solucién se
agita durante la noche. El polimero se precipita después de la solucién por acidificacién con HCI para llevar el pH a
2. El polimero, a continuacién, se aisla y se disuelve de nuevo en agua a pH 7,5 con NaHCOs. Una variedad de
aminas pueden utilizarse para sintetizar las amidas. En particular, podran utilizarse metilamina, etilamina,
propilamina y butilamina.

Ejemplo 5. Sintesis de derivados del copolimero de estireno - anhidrido maleico (SMA): un polimero de SMA que
contenia estireno al 50% y anhidrido maleico al 50% Pm 1.400 fue comprado a Polyscience Inc (Warrington, PA).

Diacido de SMA; 100 mg de polimero de SMA se hizo reaccionar con 100 mg de hidroxido de sodio en 50 ml de
agua durante 16 horas. La solucién acuosa fue colocada después en tubos de didlisis limite de 14.000 de Pm, y
dializados con 80 | de agua durante 72 horas. La solucién de polimero, a continuacién, fue obtenida de los tubos de
dialisis y precipitada por adicién de HCI hasta llevar el pH a 2. Se formo6 a continuacién una soluciéon madre de
diacido-SMA disolviéndolo en agua e hidroxido de sodio hasta llevar a pH 6.

Ester de butilo de SMA, 100 mg de polimero de SMA se hizo reaccionar con 0,5 ml de alcohol butilico en 15 ml de
tetrahidrofurano (THF) anhidro durante 16 horas. El THF se separé por evaporacion en rota vapor y el polimero fue
disuelto en agua e hidréxido de sodio. La solucién acuosa fue colocada en tubos de didlisis limite de 14.000 de PM y
se dializé con 80 | de agua durante 72 horas. La solucién de polimero, a continuacién, fue extraida de la tuberia de
dialisis y se precipitd por adicion de HCI hasta un pH de 2. La solucién madre del ester butilico de SMA, se formé a
continuacion, disolviéndolo en agua e hidréxido de sodio hasta llevar el pH a 6.

Propil amida de SMA; 100 mg de polimero de SMA se hicieron reaccionar con 0,5 ml de propilamina en 15 ml de
metanol durante 16 horas. El metanol fue eliminado en rota vapor y el polimero fue disuelto en agua e hidréxido de
sodio. La solucion acuosa se colocé después en tubos de didlisis limite de Pm de 14.000 y se dializé con 80 | de
agua durante 72 horas. La solucién de polimero, a continuacion, fue extraida de los tubos de didlisis y se precipit6
por adicién de HCI hasta llevar el pH a 2. La solucion madre del éster de butilo de SMA, se formd a continuacion,
disolviéndolo en agua e hidroxido de sodio hasta llevar el pH a 6.

Ejemplo 6: Sintesis del &cido polipropilacrilico: el acido propilacrilico fue sintetizado segun Borszeky et al [Borszeky
et al. 1997]. El acido propilacrilico fue polimerizado segun Lackey et al [Lackey et al. 1999]. El acido propilacrilico se
mezclé con 1 mol % de azobisisobutironitrilo y se calentd a 60° C durante 16 horas. Se afiadio éter a la mezcla de
reaccion y el precipitado de polimero se aislé.

Ejemplo 7: Ensayo de hemdlisis: la actividad sobre la membrana de polimeros y péptidos se midié con un ensayo de
hemodlisis de glébulos rojos (RBC). Sangre porcina entera fue aislada en vacutainers heparinizados. Los RBCs se
aislaron por centrifugacion a 2.500 rpm durante 5 minutos. Se lavaron tres veces con fosfato dibasico de sodio 100
mM al pH deseado y se resuspendieron al volumen inicial. El tamp6n de fosfato de pH deseado se obtuvo por la
acidificacién de una solucién stock de fosfato dibasico de sodio. Los intentos de llegar al pH acido deseado con
fosfato monobasico g)rodujo la hemdlisis. Se anadieron 20 pl de la suspension de RBCs lavada, que era de
aproximadamente 10° células [Lackey et al 1999] en 500 pl de tampdn de fosfatos. A esta solucion se anadieron 20
pg de polimero. Las muestras se incubaron durante una hora y media en una incubadora a 37° C. A continuacion
fueron centrifugadas durante 1 min a 14.000 rpm. La lisis se determin6d por la medicion de la absorbancia del
sobrenadante a 541 nm. El porcentaje de hemodlisis se calculé suponiendo que el 100% de lisis era la absorbancia
de la hemoglobina liberada por la adicién de agua desionizada, todas las absorbancias de las muestras tenia la
absorbancia del tamp6n solo sustraido.

Ejemplo 8. Ensayo del trasporte de morfolino: células HelLa Tet-Off (laboratorios Clontech, Palo Alto, CA) fueron
cultivados en medio de Eagle modificado de Delbecco (DMEM, Cellgro, Herndon, VA), que contenia 10% de suero
bovino fetal (BFS) (Hyclone Laboratories, Logan, Utah) en una incubadora humidificada a 37° C con atmoésfera de
CO; al 5%. Las células fueron dispuestas en placas de cultivo de 24 pocillos con una densidad de 3 x 10°
células/pocillo e incubadas durante 24 horas. El medio fue reemplazado con 0,5 ml DMEM, con o sin 10% de EFB,
que contenia morfolino 0,5 pmoles (CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A, nimero de identificacion de
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secuencia 10, Gene Tools, Philomath, OR) y que contenia o no 20 pg de diversos polianiones. Las células se
incubaron durante 4 horas en una incubadora humidificada con 5% de CO0,, a 37° C. Los medios fueron después
reemplazados por medios de Eagle modificados de Dubelco que contenian 10% de suero bovino fetal. Las células, a
continuacion, se incubaron durante 48 horas. Después, las células fueron cosechadas y el lisado, a continuacién, se
ensayo6 para expresion de luciferasa como se describié anteriormente [Wolff et al. 1990]. Se utilizé un luminémetro
Lumat LB 9507 (EG & G de Berthold, Bad Wildbad, Alemania). La cantidad de luciferasa producida en la presencia
de morfolino y polianién se normalizé para la cantidad producida en ausencia del polianién y como se comunica en
la Tabla 1.

Ejemplo 9. Sintesis de la butilamida del copolimero de diviniléter - anhidrido maleico que contiene disulfuro
(DBVEMA): a una solucion de n-butilamina y cistamina (en una proporcién molar de 50 a 1) en agua, se anhade 1 eq
mol % (grupo funcional de anhidrido de VEMA relativo a los grupos amina) de VEMA. La solucién se agita durante la
noche. El polimero se precipita luego de la solucién por acidificacion con HCI hasta llevar el pH a 2. El polimero, a
continuacion, se aisla y de nuevo se disuelve en agua a pH 7,5 con NaHCO3 en presencia de 10 equivalentes
molares de ditiotreitol (con relacion a la cistamina de partida). Después de 4 horas, el polimero se precipita luego de
la solucién por acidificacién con HCI hasta llevar el pH a 2. El polimero, a continuacion, se aisla y de nuevo se
disuelve en agua a pH 7,5 con NaHCOs en presencia de 10 equivalentes molares de 2,2'-ditiodipiridina (con relacién
a la cistamina de partida). Después de 4 horas, el polimero se precipita después de la solucién por acidificacién con
HCI hasta llevar el pH a 2. El polimero, a continuacion, se aisla y se disuelve en agua. Se confirma la presencia de la
tiopiridina por la medicion de la absorbancia del polimero a 280 nm. La tiopiridina puede utilizarse para conjugar
cualquier molécula que contenga tiol. Una variedad de aminas pueden utilizarse para sintetizar las amidas. En
particular, pueden utilizarse aminas de metilo, etilo, propilo y butilo.

Ejemplo 10. Conjugacion del oligonucleétido de morfolino y la butilamida del copolimero de diviniléter- anhidrido
maleico que contiene disulfuro (DBVEMA): el terminal amino del oligonucleétido de morfolino fue modificado con N-
Succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA, Pierce Biotechnology Inc) de acuerdo al protocolo del fabricante. Se eliminé el
grupo acetilo de SATA de acuerdo con el protocolo del fabricante para producir el oligonucleétido de morfolino
modificado de tiol, que se conjugd a DBVEMA. Se agregaron 50 pmoles a 500 pg de DBVEMA en 25 ml de 5 mM de
HEPES a pH 7,8. La actividad del oligonucleétido de morfolino se ensayé como anteriormente.

Muestra Unidades relativas de luz
Conjugado de morfolino-DBVEMA 41710
Morfolino solo 5780

Lo anterior se consideré solamente como ilustrativo de los principios de la invencién. Ademas, ya que numerosas
modificaciones y cambios se le ocurrirdn faciimente a aquellos expertos en la técnica, no se desea limitar la
invencién a la construccion exacta y la operacion mostrada y descrita. Por tanto, todas las modificaciones
adecuadas y equivalentes caen dentro del alcance de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para transportar un compuesto biolégicamente activo al citoplasma de una célula
que comprende poner en contacto dicha célula con dicho compuesto biolégicamente activo y un polianion con
actividad sobre la membrana que comprende un copolimero alterno basado en éter vinilico — anhidrido maleico,
dicho polianion es capaz de endosomolisis que se determina usando un ensayo de hemodlisis, tal que el polianién
con actividad sobre la membrana y el compuesto biol6gicamente activo sufren endocitosis por la célula.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el compuesto biolégicamente activo esta asociado de
forma no covalente al polianién con actividad sobre la membrana.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el compuesto biolégicamente activo esta asociado de
forma covalente al polianién con actividad sobre la membrana.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en donde el éter vinilico se selecciona del grupo que comprende
alquil vinil éter y aril vinil éter.

5. El procedimiento de la reivindicacion 3, en donde el alquil vinil éter se selecciona del grupo que consiste en:
propil vinil éter y butil vinil éter.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en donde un grupo hidréfobo se une de forma covalente al
mondmero anhidrido en el polianién con actividad sobre la membrana.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en donde los grupos hidréfobos se seleccionan del grupo que
consiste en: ésteres hidréfobos y amidas hidréfobas.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en donde un grupo funcional se une de forma covalente a un
mondmero anhidrido en el polianién con actividad sobre la membrana.

9. Un compuesto biolégicamente activo y un polianion con actividad sobre la membrana, en donde el polianién
es capaz de endosomolisis que se determina usando un ensayo de hemdlisis, que comprende un copolimero alterno
basado en éter vinilico — anhidrido maleico para uso en la terapia génica, en donde la terapia génica comprende el
transporte del compuesto biolégicamente activo al citoplasma de una célula poniendo en contacto dicha célula con el
compuesto biolégicamente activo y el polianién con actividad en la membrana, de manera que el polianién y el
compuesto biolégicamente activo sufren endocitosis por la célula.

10. El compuesto biolégicamente activo y el polianién con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 9,
en donde el compuesto biolégicamente activo esta asociado de forma no covalente al polianién con actividad sobre
la membrana.

11. El compuesto biolégicamente activo y el polianién con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 9,
en donde el compuesto biolégicamente activo esta asociado de forma covalente al polianién con actividad sobre la
membrana.

12. El compuesto biolégicamente activo y el polianion con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 9,
en donde el éter vinilico se selecciona del grupo que comprende alquil vinil éter y aril vinil éter.

13. El compuesto biol6gicamente activo y el polianiéon con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 12,
en donde el alquil vinil éter se selecciona del grupo que consiste en: propil vinil éter y butil vinil éter.

14. El compuesto biolégicamente activo y el polianién con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 9,
en donde un grupo hidréfobo se une de forma covalente a un monémero anhidrido en el polianién con actividad
sobre la membrana.

15. El compuesto biolégicamente activo y el polianién con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 14,
en donde los grupos hidréfobos se seleccionan del grupo que consiste en: ésteres hidréfobos y amidas hidrofobas.

16. El compuesto bioldgicamente activo y el polianién con actividad sobre la membrana de la reivindicacion 9,
en donde un grupo funcional esta unido de forma covalente a un monémero anhidrido en el polianién con actividad
sobre la membrana.
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