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DESCRIPCION
Compuestos para dirigir la administracion de farmacos y potenciar la actividad de ARNip
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales estadounidenses n.®® 61/494.840 y 61/494.710,
presentadas el 8 de junio de 2011.

Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de lipidos catidnicos y compuestos de vitaminas liposolubles para dirigir y
potenciar la actividad de moléculas terapéuticas, incluyendo ARNip.

Antecedentes

La fibrosis del higado puede estar provocada por células estrelladas hepaticas (HSC) activadas, dando como
resultado que se depositen una pluralidad de tipos de moléculas de colageno y fibronectina sobre el tejido
intersticial. Esto puede conducir a cirrosis hepatica, insuficiencia hepatica y/o carcinoma hepatocelular. Ademas, se
desarrolla pancreatitis cronica como resultado de la fibrosis pancreatica mediante el mismo mecanismo que para la
fibrosis hepatica (Madro, et al., 2004; Med Sci Monit. 10:RA166-70; Jaster, 2004, Mol Cancer. 6:26). Ademas, las
células estrelladas estan presentes en trastornos de las cuerdas vocales y la laringe tales como cicatrizacion de las
cuerdas vocales, fibrosis mucosa de las cuerdas vocales y fibrosis laringea. Para prevenir o tratar la fibrosis en estos
organos y en otras partes en el cuerpo, existe el deseo de desarrollar un portador farmacoloégico y kit de portador
farmacologico.

Las células estrelladas son uno de los candidatos diana importantes para tratar la fibrosis (Fallowfield et al., 2004,
Expert Opin Ther Targets. 8:423-35; Pinzani, et al., 2004, Dig Liver Dis.36:231-42). Durante la fibrosis, las células
estrelladas se activan mediante citocinas procedentes de células cercanas y se activan. Las células estrelladas se
conocen como células de almacenamiento para vitamina A y pertenecen a la familia de miofibroblastos y producen
muchos factores que provocan fibrosis hepatica.

Los métodos terapéuticos para prevenir o tratar la fibrosis intentan controlar el metabolismo del colageno, promover
el sistema de degradacion del colageno e inhibir la activacion de células estrelladas. Sin embargo, en todos los
casos, dado que la especificidad de accién y/o la especificidad de 6rgano son bajas, hay problemas con la eficacia
limitada y con efectos secundarios adversos.

La inhibicion de la sintesis de proteinas de colageno no se ha establecido como método terapéutico. La potencia de
moléculas que seleccionan como diana la produccion de colageno es limitada debido a la posibilidad de provocar
efectos secundarios. La inhibicion directa de la produccion del colageno seria un método terapéutico obvio para
prevenir o tratar la fibrosis. Hacer esto requeriria el control de uno o mas de los diversos tipos de colageno, tipos | a
IV. Un método para lograr esto puede ser mediante HSP47, una chaperona molecular especifica de colageno que es
esencial para el transporte intracelular y la maduracion molecular, necesaria para diversos tipos de colageno. Por
tanto, si puede controlarse la funcién de HSP47 especificamente en las células estrelladas de un 6rgano, existe la
posibilidad de inhibir la fibrosis hepatica en el érgano.

Hay varias técnicas disponibles para administrar en una célula un agente terapéutico tal como ARNip, incluyendo el
uso de sistemas de transfeccion virales y sistemas de transfeccion no virales. Los sistemas de transfeccion no
virales pueden incluir, por ejemplo, polimeros, lipidos, liposomas, micelas, dendrimeros y nanomateriales. Los
ejemplos de polimeros que se han estudiado anteriormente para la transfeccién de células incluyen polimeros
catiénicos tales como poli(L-lisina) (PLL), polietilenimina (PEI), quitosano y poli(metacrilato de (2-dimetilamino)etilo)
(PDMAEMA). El documento WO 2010/061880 A1 describe, entre otras cosas, vesiculas que contienen un lipido
catiénico que se representa por la siguiente formula (1)
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Il Il 3
R‘-»o-ac-cl:n-nn-c—(cuz);-r:a*--aa (1)
(o), CH,
R—0—( X

It
0

Cada tipo de sistema tiene sus ventajas e inconvenientes respectivos. Por ejemplo, los sistemas virales pueden
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producir una alta eficacia de transfeccion, pero pueden no ser tan seguros como algunos sistemas no virales.
Ademas, los sistemas virales pueden ser complicados y/o caros de preparar. Se ha notificado que sistemas de
transfeccion no virales, tales como polimeros catidnicos, transfieren ADN de plasmido en células. Sin embargo,
algunos inconvenientes del uso de polimeros catiénicos incluyen su toxicidad para células y/o su falta de estabilidad.

Como tal, hay una necesidad urgente de nuevos compuestos, composiciones y métodos de uso de componentes
catiénicos para mejorar la administracion de farmacos terapéuticos, incluyendo acidos nucleicos, a células, tejidos u
organismos.

Sumario

Un aspecto de la descripcién son compuestos de formula |
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en la que R y Ry se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en grupo alquilo de Ci2 a Cys,
alquenilo de C12 a Cqg y oleilo; en la que Rz y R4 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en
alquilo de C4 a Cg y alcanol de C, a Cs; en la que X se selecciona de un grupo que consiste en-CHz-, -S-y -O-, o
esta ausente; en la que Y se selecciona de -(CHz),, -S(CHz)n, -O(CHz)n-, tiofeno y -SO2(CHa).-, en los que n = 1-4;
en la que a = 1-4; en la que b=1-4; en la que c=1-4; y en la que Z es un contraidn. En las reivindicaciones adjuntas
se especifican aspectos adicionales de la presente invencion.

En el presente documento también se divulga un compuesto para facilitar la administracion de farmacos a una célula
diana, que consiste en la estructura (molécula de direccionamiento)n-grupo de union-(molécula de
direccionamiento),, en la que la molécula de direccionamiento es un retinoide que tiene un sitio de activacion/unién o
receptor especifico en la célula diana; en la que m y n son independientemente 0, 1, 2 6 3; y en la que el grupo de
union comprende un polietilenglicol (PEG) o molécula de tipo PEG.

Segun una realizacion de la presente divulgacion, el retinoide se selecciona del grupo que consiste en vitamina A,
acido retinoico, tretinoina, adapaleno, 4-hidroxi(fenil)retinamida (4-HPR), palmitato de retinilo, retinal, acido retinoico
saturado y acido retinoico desmetilado y saturado.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el grupo de unién se selecciona del grupo que consiste en bis-amido-
PEG, tris-amido-PEG, tetra-amido-PEG, Lys-bis-amido-PEG-Lys, Lys-tris-amido-PEG-Lys, Lys-tetra-amido-PEG-Lys,
Lys-PEG-Lys, PEG2000, PEG1250, PEG1000, PEG750, PEG550, PEG-Glu, Glu, C6, Glys y GIuNH.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el compuesto se selecciona del grupo que consiste en retinoide-PEG-
retinoide, (retinoide),-PEG-(retinoide),, VA-PEG2000-VA, (retinoide),-bis-amido-PEG-(retinoide),, (retinoide)z-Lys-
bisamido-PEG-Lys-(retinoide)..

En otra realizacion de la presente divulgacion, el retinoide se selecciona del grupo que consiste en vitamina A, acido
retinoico, tretinoina, adapaleno, 4-hidroxi(fenil)retinamida (4-HPR), palmitato de retinilo, retinal, acido retinoico
saturado y acido retinoico desmetilado y saturado.

En otra realizacién de la presente divulgacion, el compuesto es una composicion de formula
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en la que q, ry s son cada uno independientemente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,96 10.

—

En otra realizacion de la presente divulgacion, la férmula del compuesto comprende

(e}
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En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un portador farmacolégico especifico de células estrelladas que
comprende una cantidad especifica de células estrelladas de una molécula retinoide que consiste en la estructura
(retinoide)m-grupo de unién-(retinoide),; en la que m y n son independientemente 0, 1, 2 6 3; y en la que el grupo de
union comprende un polietilenglicol (PEG) o molécula de tipo PEG.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion que comprende una composicién liposomal.
En otras realizaciones de la presente divulgacion, la composicion liposomal comprende una vesicula lipidica que
comprende una bicapa de moléculas lipidicas.

En determinadas realizaciones de la presente divulgacion, la molécula retinoide se expone al menos parcialmente en
el exterior del portador farmacologico antes de que el portador farmacoldgico alcance la célula estrellada.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el retinoide es del 0,1% en moles al 20% en moles de las moléculas
lipidicas.

En la presente invencién también se proporcionan realizaciones en las que las moléculas lipidicas comprenden uno
o0 mas lipidos tal como se especifica en las reivindicaciones adjuntas. Adicionalmente se divulgan lipidos
seleccionados del grupo que consiste en HEDC, DODC, HEDODC, DSPE, DOPE y DC-6-14. En otra realizacion, las
moléculas lipidicas comprenden ademas S104.

En determinadas realizaciones, el portador farmacolégico comprende un acido nucleico.

En otras realizaciones, el acido nucleico es un ARNip que es capaz de silenciar la expresién del ARNm de hsp47 en
la célula estrellada.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un compuesto para facilitar la administracién de farmacos a
una célula diana, que consiste en la estructura (lipido)m-grupo de unién-(molécula de direccionamiento),, en la que la
molécula de direccionamiento es un retinoide o una vitamina liposoluble que tiene un sitio de activacién/uniéon o
receptor especifico en la célula diana; en la que m y n son independientemente 0, 1, 2 6 3; y en la que el grupo de
union comprende una molécula de polietilenglicol (PEG).

En una realizacién de la presente divulgacion, el lipido se selecciona de uno o mas del grupo que consiste en
DODC, HEDODC, DSPE, DOPE y DC-6-14.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el retinoide se selecciona del grupo que consiste en vitamina A, acido
retinoico, tretinoina, adapaleno, 4-hidroxi(fenil)retinamida (4-HPR), palmitato de retinilo, retinal, acido retinoico
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saturado y acido retinoico desmetilado y saturado.
En otra realizacién de la presente divulgacion, la vitamina liposoluble es vitamina D, vitamina E o vitamina K.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el grupo de unién se selecciona del grupo que consiste en bis-amido-
PEG, tris-amido-PEG, tetra-amido-PEG, Lys-bis-amido-PEG-Lys, Lys-tris-amido-PEG-Lys, Lys-tetra-amido-PEG-Lys,
Lys-PEG-Lys, PEG2000, PEG1250, PEG1000, PEG750, PEG550, PEG-Glu, Glu, C6, Glys y GIuNH.

En otra realizacion de la presente divulgacion el compuesto se selecciona del grupo que consiste en DSPE-PEG-
VA, DSPE-PEG2000-Glu-VA, DSPE-PEG550-VA, DOPE-VA, DOPE-Glu-VA, DOPE-GIlu-NH-VA, DOPE-Glys-VA,
DC-VA, DC-6-VA y AR-6-VA.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la eficacia de silenciamiento de determinadas realizaciones de la descripcion. Esto incluye
liposomas de HEDC en comparacién con controles de lipoplejo de DC-6-14.

La figura 2 representa una comparacion in vitro de silenciamiento génico usando lipidos catiénicos.

La figura 3 representa una evaluacion de la expresion génica in vivo con formulaciones de liposoma de HEDODC a
modo de ejemplo de la invencién (* indica p<0,05).

La figura 4 representa una evaluacion de la expresion génica in vitro con formulaciones de liposoma de HEDC a
modo de ejemplo del ejemplo 15. Las barras de error indican desviaciones estandar (n=3). Se muestra una curva de
dosis-respuesta sigmoidea basada en el mejor ajuste. Se calcul6 un valor de CEsg a partir de la curva. Se indica que
es de 11,8 nM.

La figura 5 muestra los resultados de las mediciones in vivo usando un modelo de DMNQ de rata. Tras restar los
niveles de ARNm de gp46 de fondo determinados a partir del grupo sin tratamiento, se normalizaron todos los
valores de grupo de prueba al ARNm de gp46 promedio del grupo de vehiculo (expresado como porcentaje del
grupo de vehiculo). El nivel de ARNm de gp46 medio tras el tratamiento mostré una respuesta dependiente de la
dosis y un ajuste de curva a una curva de dosis-respuesta sigmoidea. El valor de DEsq calculado es de 0,79 mg/kg.

La figura 6 muestra los resultados de las mediciones in vivo usando un modelo de DMNC de rata. Tras restar los
niveles de ARNm de gp46 de fondo determinados a partir del grupo sin tratamiento, se normalizaron todos los
valores de grupo de prueba al ARNm de gp46 promedio del grupo de vehiculo (expresado como porcentaje del
grupo de vehiculo). Se determinaron los niveles de ARNm de MRPL19 mediante ensayo de RT-PCR cuantitativa
(TagMan®). Se normalizaron los niveles de ARNm para gp46 frente a los niveles de MRPL19. (*** indica p<0,02).

La figura 7 muestra los resultados de las mediciones in vivo usando un modelo de bleomicina pulmonar de rata. El
grafico de barras resume la puntuacion de fibrosis (T. Ashcroft) de secciones de pulmén tefiidas con Azan para cada
grupo. Se realizé6 un anadlisis estadistico usando ANOVA de un factor, prueba de comparaciones muiltiples de
Bonferroni con software Prism5.

Figura 8: la adicion de conjugado de VA a liposomas mediante decoracion potencia la actividad de ARNip.

Figura 9: la adicion de conjugado de VA a liposomas mediante cosolubilizacién potencia la actividad de ARNip.
Figura 10: la adicion de conjugado de VA a liposomas mediante cosolubilizacién potencia la actividad de ARNip.
Figura 11: la adicién de conjugado de VA a lipoplejos mediante cosolubilizacion potencia la actividad de ARNip.
Figura 12: adicion de conjugado de VA a lipoplejos mediante cosolubilizacién frente a decoracion.

Figura 13: eficacia in vivo en modelo de CCl, de raton.

Figura 14: eficacia in vivo de conjugados de retinoide decorados frente a cosolubilizados.

Figura 15: eficacia in vitro (pHSC), efecto de conjugados de retinoide en formulaciones de liposoma.

La figura 16 muestra la correlacion del contenido de conjugado de retinoide (% en moles) con respecto a la eficacia
in vivo (DMNQ de rata). A ratas Sprague-Dawley macho se les inyectaron por via intravenosa o bien formulaciones
que contenian DiVA al 0, 0,25, 0,5, 1y 2% a una dosis de 0,75 mg/kg de ARNip o bien PBS (vehiculo), una hora

después de la ultima inyeccion de DMN.

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas
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Dentro del alcance de la invencién estan los compuestos de férmula |

O

, OH
I [t
0 I

en la que R y Ry se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en grupo alquilo de Ci2 a Cys,
alquenilo de C12 a Cqg y oleilo; en la que Rz y R4 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en
alquilo de C4 a Cs y alcanol de C; a Cg; en la que X se selecciona de un grupo que consiste en -CHs-, -S- y -O-, 0
esta ausente; en la que Y se selecciona de -(CHz),, -S(CHz)n, -O(CHz)n-, tiofeno y -SO2(CHa)n-, en los que n = 1-4;
en la que a = 1-4; en la que b=1-4; en la que c=1-4; y en la que Z es un contraion.

En el presente documento también se menciona que los compuestos de la invencion estan dentro de la clase de
compuestos conocidos como “lipidos cationicos”. Los lipidos catidnicos son compuestos que incluyen al menos un
resto lipidico y un nitrégeno cargado positivamente asociado con un contraidon. En la técnica se entiende que los
“lipidos” estan compuestos por un resto alquilo o alquenilo hidréfobo y un resto éster o acido carboxilico.

Ahora se ha descubierto que el resto amino-alquil-hidroxilo (-N-alquil-OH) de los compuestos de formula | confiere
propiedades a las formulaciones de la invencién no observadas anteriormente con otros lipidos catidnicos
anteriormente notificados. Las formulaciones de la invenciéon que incluyen compuestos de féormula | dan como
resultado una mayor reduccién en la expresion de proteinas, en comparacion con formulaciones que no incluyen
compuestos de férmula |. Resulta particularmente sorprendente la capacidad de las formulaciones de la invencion
que incluyen compuestos de formula | para reducir la expresion de HSP47.

Los compuestos preferidos de la invencion incluyen aquellos en los que Ry y R, son cada uno independientemente
alquilo C12-C1s. Las realizaciones particularmente preferidas incluyen aquellas en las que R1 y Rz son cada uno
independientemente alquilo C+3-C+17. Los mas preferidos son los compuestos en los que Ry y Rz son cada uno alquilo
C13.

En otras realizaciones, Ry y Rz son cada uno independientemente alquenilo C12>-C1s. En adn otras realizaciones, R1y
Rz son cada uno independientemente alquenilo C43-C47. Los compuestos mas preferidos de la invenciéon incluyen
aquellos en los que Ry y Rz son cada uno alquenilo C+7.

También para los compuestos de férmula I, Rz y R4 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en
alquilo de C4 a Ce. En realizaciones preferidas, R3 y Rs son cada uno independientemente alquilo C4-Cs. Lo mas
preferiblemente, R3 y R4 son cada uno metilo. En otras realizaciones, al menos uno de Rz y R4 es -CH,CH,OH.

Los mas preferidos son aquellos compuestos de formulalenlaquea=b=c=1.

Z puede ser cualquier contraién de nitrégeno, tal como se entiende facilmente ese término en la técnica. Los
contraiones de nitrégeno preferidos incluyen halégenos, prefiriéndose particularmente cloruro y bromuro y mesilato
(SO3CHg). Al contrario que otros lipidos catidnicos anteriormente descritos en los que el efecto del lipido catiénico
depende del contraidn, sorprendentemente la eficacia de los compuestos de férmula | no parece estar relacionada
con el contraién seleccionado.

Los compuestos de formula | a modo de ejemplo incluyen:
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En el presente documento se divulga un compuesto para facilitar la administracién de farmacos a una célula diana,
que consiste en la estructura (molécula de direccionamiento),-grupo de unién-(molécula de direccionamiento),, en la
que la molécula de direccionamiento es un retinoide o una vitamina liposoluble que tiene un [sitio de
activacion/union] o receptor especifico en la célula diana; y en la que m y n son independientemente 0, 1,2 6 3; y en
la que el grupo de unién comprende un polietilenglicol (PEG) o molécula de tipo PEG y se denomina “féormula A”.

N
~&~on HE-Pr-DODC

La presente divulgacion también incluye un compuesto para facilitar la administracion de farmacos a una célula
diana, que consiste en la estructura (lipido)n-grupo de unién-(molécula de direccionamiento),, en la que la molécula
de direccionamiento es un retinoide o una vitamina liposoluble que tiene un receptor especifico en la célula diana; en
la que m y n son independientemente 0, 1, 2 6 3; y en la que el grupo de unién comprende un polietilenglicol (PEG) o
molécula de tipo PEG y se denomina “férmula B”.

Ahora se ha descubierto que los compuestos de formula A o formula B confieren propiedades a las formulaciones de
la invencion no observadas anteriormente. Las formulaciones de la invencién que incluyen compuestos de férmula A
o formula B dan como resultado una mayor reduccion en la expresion génica, en comparacion con formulaciones
que no incluyen estos compuestos. Resulta particularmente sorprendente la capacidad de las formulaciones
divulgadas en el presente documento que incluyen compuestos de féormula A para reducir la expresion de HSP47.

En determinadas realizaciones de la presente divulgacion, el retinoide se selecciona del grupo que consiste en
vitamina A, acido retinoico, tretinoina, adapaleno, 4-hidroxi(fenil)retinamida (4-HPR), palmitato de retinilo, retinal,
acido retinoico saturado y acido retinoico desmetilado y saturado.

Las realizaciones de la presente divulgacion incluyen compuestos en los que el grupo de unién se selecciona del
grupo que consiste en bis-amido-PEG, tris-amido-PEG, tetra-amido-PEG, Lys-bis-amido-PEG-Lys, Lys-tris-amido-
PEG-Lys, Lys-tetra-amido- PEG-Lys, Lys-PEG-Lys, PEG2000, PEG1250, PEG1000, PEG750, PEG550, PEG-Glu,
Glu, Cs, Glys, y GIuNH. En otras realizaciones, el PEG esta monodispersado.

En el presente documento también se divulga un compuesto en el que la férmula A se selecciona del grupo que
consiste en retinoide-PEG-retinoide, (retinoide),-PEG-(retinoide),;, VA-PEG2000-VA, (retinoide)z-bis-amido-PEG-
(retinoide)y, (retinoide),-Lys-bis-amido- PEG-Lys-(retinoide)s,.

En otra realizacién de la presente divulgacion, el compuesto es la formula

0 ]

7

en la que q, ry s son cada uno independientemente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,96 10.

8
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En otras realizaciones de la presente divulgacion, la férmula del compuesto comprende

0 0 o
N /u\(CHQCHzO)s/\)l\H /\/\(ocncnz)a/\tj}
HN M NN NH
0 Q

Otras realizaciones de la presente divulgacion incluyen las estructuras mostradas en la tabla 1.

Tabla 1
Nombre del | Estructura del compuesto
lipido
SatDiVA 0 o o] o
o N
\E)Lu/\/\(OCHchz)s/\uk(CHzCHzO)s’\/u\u/\/\(OCHchz)a/\pij/“ °
Hh/\/\r\p MNH
0 )

SimDiVA

DiVA-PEG18
Y

TriVA -.W f . AL
3 e ° o ° °
- iWwMum(\ﬁwum: 3 “
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R \

DiVA-242 | A @

L)

Las composiciones de la invencion que incluyen al menos un compuesto de formula | y un liposoma pueden
comprender ademas uno o mas conjugados de retinoide. En realizaciones preferidas de la invencion, el conjugado
de retinoide estara presente a una concentracion de aproximadamente el 0,3 a aproximadamente el 30 por ciento en
peso, basandose en el peso total de la composicién o formulacién, lo cual es equivalente a de aproximadamente el
0,1 a aproximadamente el 10% en moles, lo cual es equivalente a una proporcién molar de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 10. Preferiblemente, el conjugado de retinoide es una molécula de retinoide-grupo de unién-lipido
0 una molécula de retinoide-grupo de unidn-retinoide.

Un ejemplo de conjugados de retinoide incluye aquellos compuestos de formula Il

/\u)J\(CHzCHzo)r/\)ku /\/\(ocncw)s/\u

en la que q, r y s son cada uno independientemente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10, y enantidmeros y diasteredbmeros de
los mismos.

Los compuestos preferidos de formula Il incluyen aquellos en los que q, r y s son cada uno independientemente 1, 2,
3, 4, 5 6 6 7. Se prefieren mas aquellos compuestos de formula Il en la que g, r y s son cada uno
independientemente 3, 4 6 5. Los mas preferidos son aquellos compuestos de formulall enlaque ges 3,res5ys
es 3. Un ejemplo de un compuesto de férmula Il es

o) (o] o}
H )l\ . .
N P
”/\/\(OCHchg){\” (CHZCHZO)S/\)ku/'\/\(och:Hz)3 ”

NN S S ZN NN
o} ‘ o

DiVA-PEG-DiVA

DiVA-PEG-DiVA incluye estereocentros y se considera que todos los enantidmeros y diastereémeros estan dentro
del alcance de la invencion.

La concentracién de lipidos catiénicos de férmula | en composiciones de la invencion puede ser de desde el 1 hasta

aproximadamente el 80 por ciento en peso, basandose en el peso total de la composicion de lipido. Mas
preferiblemente, la concentraciéon es de desde el 1 hasta aproximadamente el 75 por ciento en peso. Incluso mas
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preferiblemente, la concentracion es de desde aproximadamente el 30 hasta aproximadamente el 75 por ciento en
peso. Una concentracion de desde aproximadamente el 30 hasta aproximadamente el 75 por ciento en peso
corresponde a aproximadamente del 30 al 60% en moles y a una proporcidon molar de aproximadamente 30-60. Las
mas preferidas son aquellas composiciones que tienen una concentracién de lipido catiénico de aproximadamente el
50 por ciento en peso. En formulaciones que contienen una mezcla de un lipido catiénico ionizable y un lipido
catiénico de amina cuaternaria de férmula I, el % en moles preferido es de desde el 5% hasta el 45% en moles,
prefiriéndose incluso mas una mezcla de aproximadamente el 20% en moles del lipido catidnico ionizable y el 20%
en moles del lipido catiénico de amina cuaternaria para la formula |.

Tales composiciones también pueden incluir un medio acuoso. Los lipidos cationicos, incluyendo aquellos de
férmula |, pueden estar encapsulados dentro del liposoma en tales realizaciones y pueden estar inaccesibles para el
medio acuoso. Ademas, los lipidos cationicos, incluyendo aquellos de férmula I, pueden ubicarse sobre la superficie

ES 2570 184 T3

exterior del liposoma y estar accesibles para el medio acuoso.

Las composiciones de la invencién que incluyen al menos un compuesto de férmula | y un liposoma, y
opcionalmente un conjugado de retinoide tal como un compuesto de féormula Il, también pueden incluir ARNip.
También estan dentro del alcance de la invencién formulaciones que incluyen al menos un compuesto de féormula | y

que comprenden ademas al menos un compuesto de féormula A o B y ARNip.

Se prevé que cualquier molécula de ARNip puede usarse dentro del alcance de la invenciéon. EI ARNip puede incluir
una secuencia antisentido con respecto a la secuencia codificante de ARNm para hsp47 humana mostrada a modo

de ejemplo mediante la SEQ ID NO: 1, que se muestra a continuacion.

ucuuuggcuu
guuucucygy
agecgggceuaa
cccageeega
ccugcuucuc
ugcagccgca
cgagcgcage
ggagaacauc
cggcaaggcyg
cgaggaggug
caacgugacc
ugacuucgug
cgacaagcge
gcugeccgag
guucuucaag
cauggugacu
cuacuacgac
cuccagccuc
gcuaaccaaa
cuccuugcee
gggccugacu
ggaccuguac
ccececuuugac
cgaccaccce
gegecuggue
cacaggaugg
ggggagguga
guucccgugu
cagauaccau
ucugccugcec
agguaccuuc
cacuaaaaca
ggugcugcag
gagaaggagc
cguugugggg
gggaaggggy
uuuucaauaa

Por ejemplo,

Sentido (5'->3') GGACAGGCCUCUACAACUATT (SEQ. ID. NO. 2)

uuauuuggcegg
acgggcagga
gaguagaauc
cccaggecca
agcgecuucu
gcagcuccug
gceggecugg
cuggugucac
accacggcgu
cacgecggcee
uggaagcugg
cgcagcagea
agcgegeuge
gucaccaagg
ccacacuggqg
cgguccuaua
gacgagaagg
aucauccuca
gagcagcuga
aagggugugg
gaggccauug
cuggccagcg
caggacaucu
uucaucuucce
cggccuaagg
caggaggcau
gguaccagcce
gccugagegg
gaugcugagce
cugaaagucc
ucaccuguga
ccucageuge
ccecugggac
ucccaggagyg
augaacuuuu
aacaugagcc
aacuuuucca

agcuggggcy
99999ugg9y
gugucgcgge
ccguggugca
gccuccugga
gcacugcgga
ccuucagcuu
ccgugguggu
cgcaggcecaa
ugggcgagcu
gcagccgacu
agcagcacua
aguccaucaa
acguggagcg
augagaaauu
ccgugggugu
aaaagcugca
ugccccauca
agaucuggau
uggaggugac
acaagaacaa
uguuccacgce
acgggcgcga
uagugcggga
gugacaagau
ccaaaggcuc
uuggauacuc
accuucccag
ccggaaacuc
cagaucaagc
gaccaaauug
cuccecageu
caggcaccec
ggcuucuggg
uguuuuguuu
uuuguugcua
augacauuuu

cccuccggaa
acugccauvau
ucgagagcga
cgcaaaccac
ggcggcccug
gaaguugagc
guaccaggcc
ggccucguey
ggcagugcug
gcugegcuca
guacggaccc
caacugcgag
cgagugggcc
cacggacggce
ccaccacaag
caugaugaug
aaucguggag
cguggagccu
ggggaagaug
ccaugaccug
ggccgacuug
caccgccuuu
ggagcugege
cacccaaagc
gcgagacgag
cugagacaca
cauggggugg
cuagaauuca
cacauccugu
cugccucaau
agcuaggggg
cuaucccaac
cagaaugacc
cagacucugg
cuuccuuuuu
ucaauccaag
guuggagcgu

gcguuuccaa
auvagaucccg
gagucacguc
uuccuggeca
gccgeccgagg
cccaaggcgg
auggccaagg
cuagggcucg
agcgccgage
cucagcaacu
agcucaguga
cacuccaaga
gcgcagacca
gcccugcuag
augguggaca
caccggacag
augcccecugg
cucgagcgcee

cagaagaagg

cagaaacacc
ucacgcaugu
gaguuggaca
agccccaagce
ggcucccugce
uuauvagggcc
ugggugcuau
ggguggaaaa
cuccacuugg
gggaccuggg
caguauucau
gucagccagce
cucucccaac
uggccgcagu
ucaagaagca
uaguucuuca
aacuuauuug
ggaaaaaa

Antisentido (3->5") TTCCUGUCCGGAGAUGUUGAU (SEQ. ID. NO. 3).

11

cuuuccagaa
ggagcagggg
ccggcgcuag
ugcgcucccu
ugaagaaacc
ccacgcuuge
accaggcagu
ugucgcuggyg
agcugcgcga
ccacggcgceg
gcuucgcuga
ucaacuuccg
ccgacggcaa
ucaacgccau
accguggcuu
gccucuacaa
cccacaagcu
uugaaaagcu
cuguugccau
uggcugggeu
caggcaagaa
cagauggcaa
uguucuacge
uauucauugg
ucagggugca
ugggguuggy
acagaccggg
acaugggcce
ccauagucau
auuuauagcc
ccucuucuga
vauaaaacua
gaggcggauu
ucgugucugg
aagauaggga
uacauuuuuu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2208
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Tales composiciones también pueden incluir un medio acuoso. Preferiblemente, tales composiciones consisten
esencialmente en al menos un compuesto de férmula | en un complejo con carga con el ARNip. Tales
composiciones que incluyen un compuesto de formula | y un ARNip pueden comprender ademas un medio liquido.
En una realizacion, el medio liquido es adecuado para su inyeccién en un organismo vivo. Los medios liquidos
dentro del alcance de cualquiera de las realizaciones descritas de la invencién pueden ser acuosos, es decir, estar
compuestos totalmente por un disolvente acuoso, e incluir sales, tampones y/u otros excipientes farmacéuticos. En
otra realizacion, el medio liquido puede consistir en un disolvente acuoso en combinacién con otro disolvente liquido
tal como, por ejemplo, un disolvente organico. Los medios liquidos dentro del alcance de cualquiera de las
realizaciones descritas de la invencion también pueden incluir al menos un disolvente organico. Los disolventes
organicos se conocen en la técnica en si mismos e incluyen alcoholes de Ci a C., dimetilsulfoxido (“DMSQO”) y
similares. Aquellos medios liquidos que incluyen una mezcla de agua y al menos un disolvente organico también
estan dentro del alcance de cualquiera de las realizaciones descritas de la invencion.

También estan dentro del alcance de la invencién composiciones que comprenden al menos un compuesto de
férmula | y un liposoma. Algunas realizaciones pueden incluir mezclas de compuestos de féormula | y un liposoma.
Otras realizaciones pueden incluir un liposoma y uno o mas compuestos de formula | ademas de lipidos cationicos
que no estan dentro del alcance de formula I.

En algunas realizaciones, el ARNip estara encapsulado por el liposoma de modo que el ARNip esta inaccesible para
el medio acuoso. En otras realizaciones, el ARNip no estara encapsulado por el liposoma. En tales realizaciones, el
ARNip puede estar complejado sobre la superficie exterior del liposoma. En estas realizaciones, el ARNip esta
accesible para el medio acuoso.

Otras realizaciones incluyen un portador farmacoldgico especifico de células estrelladas que comprende una
composicion liposomal. La composicion liposomal puede comprender una vesicula lipidica que comprende una
bicapa de moléculas lipidicas. En determinadas realizaciones puede preferirse que la molécula retinoide se exponga
al menos parcialmente en el exterior del portador farmacolégico antes de que el portador farmacolégico alcance la
célula estrellada.

Determinadas realizaciones de la presente divulgacion proporcionan que las moléculas lipidicas comprenden uno o
mas lipidos seleccionados del grupo que consiste en HEDC, DODC, HEDODC, DSPE, DOPE y DC-6-14. En otras
realizaciones, las moléculas lipidicas pueden comprender ademas S104.

o)

/\/\/\/\/\/\)Lo\_\ o .
— Br-

HEDC

o DODC
o]
\MNWLOH o N
N AN oM
/\/\/\/\:/\/\/\/\"_o/___/ . Br-
o HEDODC
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(0]
/\/\/\/\/\/\/u—o (0]
AN
Br-
\/\/\/\/\/\/\"_O/—/
o) DC-6-14
o]

f
\/\/\/\/—\/\/\/\)ko o—r~o\/\ .
H o NHs

/\/\/\/\:/\/\/\/\'r
o DOPE
? ™ 03-50\/\!“”3
\/\/\/\/\/\/\/\/\r
o]
En algunas realizaciones, el ARNip estara encapsulado por el liposoma de modo que el ARNip esta inaccesible para
el medio acuoso. En otras realizaciones, el ARNip no estara encapsulado por el liposoma. En tales realizaciones, el

ARNip puede estar complejado sobre la superficie exterior del liposoma. En estas realizaciones, el ARNip esta
accesible para el medio acuoso.

Otras realizaciones incluyen un portador farmacoldgico especifico de células estrelladas que comprende una
composicion liposomal. La composicién liposomal puede comprenden una vesicula lipidica que comprende una
bicapa de moléculas lipidicas. En otras realizaciones, la molécula retinoide se expone al menos parcialmente en el
exterior del portador farmacoloégico antes de que el portador farmacoldgico alcance la célula estrellada.

En determinadas realizaciones preferidas, el retinoide es del 0,1% en moles al 20% en moles de las moléculas
lipidicas.

Las composiciones anteriores también pueden incluir lipidos conjugados con PEG, que se conocen en si mismos en
la técnica, incluyendo PEG-fosfolipidos y PEG-ceramidas, incluyendo una o mas moléculas seleccionadas de las
siguientes: PEG2000-DSPE, PEG2000-DPPE, PEG2000-DMPE, PEG2000-DOPE, PEG1000-DSPE, PEG1000-
DPPE, PEG1000-DMPE, PEG1000- DOPE, PEG550-DSPE, PEG550-DPPE, PEG-550DMPE, PEG-1000DOPE,
PEG-colesterol, PEG2000-ceramida, PEG1000-ceramida, PEG750-ceramida y PEG550-ceramida.

Las composiciones anteriores de la invencion pueden incluir uno o mas fosfolipidos tales como, por ejemplo, 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (“DSPC”), dipalmitoilfosfatidilcolina  (“DPPC”), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (“DPPE”) y 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (“DOPE”). Preferiblemente, el fosfolipido
cooperador es DOPE.

Por ejemplo, se prepararon liposomas dentro del alcance de la invencion usando diversos PEG-lipidos, incorporados
usando métodos de cosolubilizacién descritos en el presente documento. Estas formulaciones comprendian lipido
catiénico:DOPE:colesterol:DiVAPEG-DiVA:PEG-Lipido (proporcion molar de 50:10:38:5:2) y se sometié a prueba
cada formulaciéon en el ensayo in vitro de pHSC descrito en el presente documento usando ARNip de HSP47-C
humana/de rata a una concentracion de 200 nM. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

PEG-Lipido Silenciamiento génico de gp46 (%) Desv. est.
Sin tratar 0 5,6
Control de RNAimax 50,0 7.9
PEG-BML 95,5 1,7
PEG1000-DMPE 93,2 0,8
PEG1000-DPPE 92,8 1,3
PEG1000-DSPE 93,5 0,8
PEG1000-DOPE 90,7 25
PEG2000-Ceramida 91,8 1,0
PEG2000-DMPE 93,7 3,4
PEG2000-DPPE 91,1 1,4
PEG2000-DSPE 89,4 1,7

Las composiciones anteriores de la invencion pueden incluir uno o mas fosfolipidos tales como, por ejemplo, 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (“DSPC”), dipalmitoilfosfatidilcolina  (“DPPC”), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (“DPPE”) y 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (“DOPE”). Preferiblemente, el lipido
cooperador es DOPE.
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Ademas del lipido cationico de férmula I, otros lipidos pueden ser utiles. Estos incluyen lipidos catidnicos ionizables,
incluyendo S104, mostrado a continuacion.

o

/\/\/\/\/\/\)J\OH °
S
N/u\/_ \/\N/
~ ‘
\/\/\/\/\/\/\H/O
o] S104

Las formulaciones de administraciéon pueden consistir en un lipido catiénico de férmula | en combinacién con un
lipido cationico ionizable. Un lipido catidnico ionizable puede incluir, por ejemplo, S104. El lipido catiénico ionizable

puede estar presente a una concentracion del 0 al 45% en moles, incluyendo una concentracion seleccionada del 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45% en moles.

También estan dentro del alcance de la presente divulgacion formulaciones farmacéuticas que incluyen cualquiera
de las composiciones anteriormente mencionadas ademas de un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluiran al menos un agente terapéutico.
Preferiblemente, el agente terapéutico es un ARNip. Se prevé que cualquier molécula de ARNip puede usarse
dentro del alcance de la presente divulgacion.

También estan dentro del alcance de la presente divulgacion formulaciones farmacéuticas que incluyen cualquiera
de los compuestos mencionados anteriormente ademas de un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluiran al menos un agente terapéutico.
Preferiblemente, el agente terapéutico es un ARNip. Se prevé que cualquier molécula de ARNip puede usarse
dentro del alcance de la presente divulgacion. Tal como se describio anteriormente, el ARNip incluye las secuencias
mostradas como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4.

En formulaciones preferidas de la presente divulgacién que incluyen ARNip, el ARNip esta encapsulado por el
liposoma. En otras realizaciones, el ARNip puede estar fuera del liposoma. En esas realizaciones, el ARNip puede
estar complejado al exterior del liposoma.

Un intervalo util de lipido catiénico:ARNip (proporcion de nitrégeno lipidico con respecto a fosfato de ARNip, “N:P”)
es de 0,2 a 5,0. Un intervalo particularmente preferido de N:P es de 1,5 a 2,5 para composiciones y formulaciones
de la presente divulgacion.

Las formulaciones preferidas de la invencion incluyen aquellas que comprenden
HEDC:S104:DOPE:colesterol:PEGDMPE:DiVA-PEG-DiVA (proporcion molar  de 20:20:30:25:5:2) y
HEDC:S104:DOPE:colesterol:PEG-DMPE:DiVA-PEG-Di-VA (proporcion molar de 20:20:30:25:5:2) en las que DiVA-
PEG-DiVA se cosolubiliza. También se divulgan formulaciones de DODC:DOPE:colesterol:Peg-lipido:DiVA-PEG-
DiVA (proporcion molar de 50:10:38:2:5) y DODC:DOPE:colesterol:Peg-Lipido:DiVA-PEG-DiVA en las que DiVA-
PEG-DiVA se cosolubiliza.

Otras formulaciones de la invencion incluyen aquella que comprenden formulaciones de HEDODC:DOPE:colesterol-
PEG-lipido:DiVAPEG-DiVA (proporcion molar de 50:10:38:2:5) y HEDODC:DOPE:colesterol-PEG-lipido:DiVA-PEG-
DiVA en las que DiVA-PEG-DiVA se cosolubiliza.

Otras formulaciones preferidas de la presente divulgacion incluyen aquellas que comprenden DC-6-
14:DOPE:colesterol:DiVA-PEG-DiVA (proporciones molares de 40:30:30:5) y DC-6-14:DOPE:colesterol:DiVA-PEG-
DiVA, en las que DiVA-PEGDIVA se cosolubiliza.

También estan dentro del alcance de la presente divulgacion métodos de administracion de un agente terapéutico a
un paciente. Estos métodos comprenden proporcionar una formulacion farmacéutica que incluye cualquiera de las
composiciones anteriores y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable; y administrar la formulacion
farmacéutica al paciente.

Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado lineal o ramificado,
completamente saturado (sin dobles o triples enlaces), por ejemplo, un grupo que tiene la formula general -C,Hzn+1.
El grupo alquilo puede tener de 1 a 50 atomos de carbono (siempre que aparezca en el presente documento, un
intervalo numérico tal como “de 1 a 50” se refiere a cada nimero entero en el intervalo dado; por ejemplo, “de 1 a 50
atomos de carbono” significa que el grupo alquilo puede consistir en 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3
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atomos de carbono, etc., hasta e incluyendo 50 atomos de carbono, aunque la presente definicion también cubre la
aparicion del término “alquilo” cuando no se designa ningun intervalo numérico). El grupo alquilo también puede ser
un alquilo de tamafio medio que tiene de 1 a 30 atomos de carbono. El grupo alquilo también puede ser un alquilo
inferior que tiene de 1 a 5 atomos de carbono. El grupo alquilo de los compuestos puede denominarse “alquilo C+-
C4” o con designaciones similares. Unicamente a modo de ejemplo, “alquilo C4-C,” indica que hay de uno a cuatro
atomos de carbono en la cadena de alquilo, es decir, la cadena de alquilo se selecciona del grupo que consiste en
metilo, etilo, propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo y t-butilo. Los grupos alquilos tipicos incluyen, pero no
se limitan de ninguna manera a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, butilo terciario, pentilo, hexilo y
similares.

Tal como se usa en el presente documento, “alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que contiene en la cadena de
hidrocarburo lineal o ramificada uno o mas dobles enlaces. Un grupo alquenilo puede estar no sustituido o sustituido.
Cuando estd sustituido, el/los sustituyente(s) puede(n) seleccionarse de los mismos grupos divulgados
anteriormente con respecto a la sustitucion del grupo alquilo a menos que se indique lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento, “alquinilo” se refiere a un grupo alquilo que contiene en la cadena de
hidrocarburo lineal o ramificada uno o mas triples enlaces. Un grupo alquinilo puede estar no sustituido o sustituido.
Cuando estd sustituido, el/los sustituyente(s) puede(n) seleccionarse de los mismos grupos divulgados
anteriormente con respecto a la sustitucion del grupo alquilo a menos que se indique lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento, “halégeno” se refiere a F, Cl, Bry .
Tal como se usa en el presente documento, “mesilato” se refiere a -OSO,CHs.

Tal como se usa en el presente documento, el término “formulacion farmacéutica” se refiere a una mezcla de una
composicion divulgada en el presente documento con uno o mas de otros componentes quimicos, tales como
diluyentes o portadores farmacéuticos adicionales. La formulacion farmacéutica facilita la administracion de la
composicion a un organismo. Existen multiples técnicas de administracion de una formulacion farmacéutica en la
técnica incluyendo, pero sin limitarse a, inyeccion y administracion parenteral.

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador farmacéutico” se refiere a un compuesto quimico
que facilita la incorporacion de un compuesto en células o tejidos. Por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO) es un
portador comunmente usado ya que facilita la captacion de muchos compuestos organicos en las células o tejidos
de un organismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “diluyente” se refiere a compuestos quimicos diluidos en agua
que disolveran la formulacién de interés (por ejemplo, la formulacién que puede incluir un compuesto, un retinoide,
un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente terapéutico) asi como estabilizara la forma biolégicamente
activa de la formulacion. En la técnica se usan sales disueltas en disoluciones tamponadas como diluyentes. Una
disolucién tamponada comiUnmente usada es solucién salina tamponada con fosfato porque imita las condiciones
salinas de la sangre humana. Dado que las sales de tampdn pueden controlar el pH de una disolucion a
concentraciones bajas, un diluyente tamponado pocas veces modifica la actividad bioldgica de la formulacion. Tal
como se usa en el presente documento, un “excipiente” se refiere a una sustancia inerte que se afiade a una
formulacién para proporcionar, sin limitacién, volumen, consistencia, estabilidad, capacidad de unién, lubricacion,
capacidad de disgregacion, etc., a la composicion. Un “diluyente” es un tipo de excipiente.

Tal como se usa en el presente documento, “agente terapéutico” se refiere a un compuesto que, tras la
administraciéon a un mamifero en una cantidad terapéuticamente eficaz, proporciona un beneficio terapéutico al
mamifero: un agente terapéutico puede denominarse farmaco en el presente documento. Los expertos en la técnica
apreciaran que el término “agente terapéutico” no se limita a farmacos que han recibido aprobacion reguladora. Un
“agente terapéutico” puede estar operativamente asociado con un compuesto tal como se describe en el presente
documento, un retinoide y/o un segundo lipido. Por ejemplo, un segundo lipido tal como se describe en el presente
documento puede formar un liposoma, y el agente terapéutico puede estar operativamente asociado con el
liposoma, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, “formulaciones de lipoplejo” se refieren a aquellas formulaciones en las
que el ARNip esta fuera del liposoma. En formulaciones de lipoplejo preferidas, el ARNip esta complejado al exterior
del liposoma. Otras formulaciones de lipoplejo preferidas incluyen aquellas en las que el ARNip esta accesible a
cualquier medio presente fuera del liposoma.

Tal como se usa en el presente documento, “formulaciones de liposoma” se refieren a aquellas formulaciones en las
que el ARNip esta encapsulado dentro del liposoma. En formulaciones de liposoma preferidas, el ARNip esta
inaccesible para cualquier medio presente fuera del liposoma.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cosolubilizado” se refiere a la adicién de un componente a la
mezcla de lipido catiénico antes de formarse la vesicula vacia.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “decorado” se refiere a la adicion de un componente tras la
formacion de la vesicula.

Tal como se usa en el presente documento, “DC-6-14" se refiere al siguiente compuesto de lipido cationico:

/\/\/\/\/\/\)ol\o Cl-
— Lk

o) DC-6-14

Tal como se usa en el presente documento, “DODC” se refiere al siguiente compuesto de lipido catiénico:

o} DODC

o " HEDODC

Tal como se usa en el presente documento, un “retinoide” es un miembro de la clase de compuestos que consisten
en cuatro unidades de isoprenoide unidas de manera cabeza con cola, véase G. P. Moss, “Biochemical
Nomenclature and Related Documents”, 22 Ed. Portland Press, pags. 247-251 (1992). La “vitamina A’ es el
descriptor genérico para retinoides que muestran cualitativamente la actividad bioldgica del retinol. Tal como se usa
en el presente documento, retinoide se refiere a retinoides naturales y sintéticos incluyendo retinoides de primera
generacion, segunda generacion y tercera generacion. Los ejemplos de retinoides que se producen de manera
natural incluyen, pero no se limitan a, (1) 11-cis-retinal, (2) todo-trans-retinol, (3) palmitato de retinilo, (4) acido todo-
trans-retinoico y (5) acidos 13-cis-retinoicos. Ademas, el término “retinoide” abarca retinoles, retinales, acidos
retinoicos, rexinoides, acidos retinoicos desmetilados y/o saturados, y derivados de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, “conjugado de retinoide” se refiere a una molécula que incluye al menos
un resto retinoide.

Tal como se usa en el presente documento, “molécula de retinoide-grupo de unién-lipido” se refiere a una molécula
que incluye al menos un resto retinoide unido a al menos un resto lipidico a través de al menos un grupo de union tal
como, por ejemplo, un resto PEG.

Tal como se usa en el presente documento, “molécula de retinoide-grupo de unidn-retinoide” se refiere a una
molécula que incluye al menos un resto retinoide unido a al menos otro resto retinoide (que puede ser el mismo o
diferente) a través de al menos un grupo de unién tal como, por ejemplo, un resto PEG.

Tal como se usa en el presente documento, “vitamina D” es un descriptor genérico para un grupo de vitaminas que
tienen actividad antirraquitica. El grupo de la vitamina D incluye: vitamina D2 (calciferol), vitamina D3 (22-
dihidroergosterol irradiado), vitamina D4 (deshidrositosterol irradiado) y vitamina D5 (deshidrositosterol
deshidrositosterol).

Tal como se usa en el presente documento, “vitamina E” es un descriptor genérico para un grupo de moléculas con

actividad antioxidante. La familia de la vitamina E incluye a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y -tocoferol, siendo a-
tocoferol el mas prevalente. (Brigelius-Flohe y Traber, The FASEB Journal. 1999; 13:1145-1155).
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Tal como se usa en el presente documento, “vitamina K’ es un descriptor genérico para un factor antihemorragico e
incluye vitamina K1 (fitonodiona), vitamina K2 (menaquinona), vitamina K3, vitamina K4 y vitamina K5. Las vitaminas
K1 y K2 son naturales, mientras que K3-5 son sintéticas.

Tal como se usa en el presente documento, “molécula de retinoide-grupo de unién-lipido” se refiere a una molécula
que incluye al menos un resto retinoide unido a al menos un resto lipidico a través de al menos un grupo de union tal
como, por ejemplo, un resto PEG.

Tal como se usa en el presente documento, “molécula de retinoide-grupo de unidn-retinoide” se refiere a una
molécula que incluye al menos un resto retinoide unido a al menos otro resto retinoide (que puede ser el mismo o
diferente) a través de al menos un grupo de unién tal como, por ejemplo, un resto PEG.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “lipido” y “lipdfilo” se usan en el presente documento con
sus significados habituales tal como los entienden los expertos en la técnica. Los ejemplos no limitativos de lipidos y
grupos lipdfilos incluyen acidos grasos, esteroles, alquilo Cx-Cso, heteroalquilo C,-Cso, alquenilo Cz-Csy,
heteroalquenilo C,-Cso, arilo Cs-Csp, heteroarilo Cs-Cso, alquinilo C,-Cso, heteroalquinilo C2-Cso, carboxialquenilo Co-
Cso y carboxiheteroalquenilo C>-Cso. Un acido graso es un acido monocarboxilico de cadena larga saturado o
insaturado que contiene, por ejemplo, de 12 a 24 atomos de carbono. Un lipido se caracteriza por ser esencialmente
insoluble en agua, teniendo una solubilidad en agua de menos de aproximadamente el 0,01% (base en peso). Tal
como se usan en el presente documento, los términos “resto lipidico” y “resto lipofilo” se refieren a un lipido o parte
del mismo que se ha unido a otro grupo. Por ejemplo, un grupo lipido puede unirse a otro compuesto (por ejemplo,
un mondémero) mediante una reaccién quimica entre un grupo funcional (tal como un grupo acido carboxilico) del
lipido y un grupo funcional apropiado de un monémero.

Tal como se usa en el presente documento, “ARNip” se refiere a ARN de interferencia pequefio, también conocido
en la técnica como ARN de interferencia corto o ARN de silenciamiento. ARNip es una clase de moléculas de ARN
bicatenario que tienen una variedad de efectos conocidos en la técnica, siendo el mas notable la interferencia con la
expresion de genes especificos y la expresion de proteinas.

Tal como se usa en el presente documento, “encapsulado por el liposoma” se refiere a un componente que esta
sustancial o totalmente dentro de la estructura del liposoma.

Tal como se usa en el presente documento, “accesible para el medio acuoso” se refiere a un componente que puede
entrar en contacto con el medio acuoso.

Tal como se usa en el presente documento, “inaccesible para el medio acuoso” se refiere a un componente que no
puede entrar en contacto con el medio acuoso.

Tal como se usa en el presente documento, “complejado sobre la superficie exterior del liposoma” se refiere a un
componente que esta operativamente asociado con la superficie exterior del liposoma.

Tal como se usa en el presente documento, “ubicado sobre la superficie exterior del liposoma” se refiere a un
componente que esta en o cerca de la superficie exterior del liposoma.

Tal como se usa en el presente documento, “complejado con carga” se refiere a una asociacion electrostatica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “operativamente asociado” se refiere a una interaccion
electrénica entre un compuesto tal como se describe en el presente documento, un agente terapéutico, un retinoide
y/o un segundo lipido. Tal interaccion puede adoptar la forma de un enlace quimico, incluyendo, pero sin limitarse a,
un enlace covalente, un enlace covalente polar, un enlace iénico, una asociaciéon electrostatica, un enlace covalente
coordinado, un enlace aromatico, un enlace de hidrégeno, un dipolo o una interaccion de Van der Waals. Los
expertos habituales en la técnica entienden que las fuerzas relativas de tales interacciones pueden variar
ampliamente.

El término “liposoma” se usa en el presente documento con su significado habitual tal como lo entienden los
expertos en la técnica, y se refiere a una estructura de bicapa lipidica que contiene lipidos unidos a grupos hidréfilos
polares que forman una estructura sustancialmente cerrada en medios acuosos. En algunas realizaciones, el
liposoma puede estar operativamente asociado con uno o mas compuestos, tales como un agente terapéutico y un
retinoide o conjugado de retinoide. Un liposoma puede estar compuesto por una Unica bicapa lipidica (es decir,
unilaminar) o puede estar compuesto por dos o mas bicapas lipidicas concéntricas (es decir, multilaminar).
Adicionalmente, un liposoma puede tener una forma aproximadamente esférica o elipsoidal.

El término “facilitar administracién de farmacos a una célula diana” se refiere a la capacidad potenciada de los

presentes compuestos de retinoide o vitamina liposoluble para potenciar la administracion de una molécula
terapéutica tal como ARNip a una célula. Sin desear limitarse a la teoria, el compuesto de retinoide o vitamina
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liposoluble interacciona con un [sitio de activacién/unién] o receptor especifico en una célula diana con especificidad
que puede medirse. Por ejemplo, la unién se considera generalmente especifica cuando la afinidad de unién (Ka) es
de 10° M o0 mas, preferiblemente de 10" M 0 mas, mas preferiblemente de 108 M 0 mas y lo mas preferiblemente
de 10° M" 0 mas. La afinidad de unién de un anticuerpo puede determinarla facilmente un experto habitual en la
técnica, por ejemplo, mediante analisis de Scatchard (Scatchard, Ann. NY Acad. Sci. 51:660, 1949).

Los sistemas de administracion de acido nucleico pueden incluir, por ejemplo, geles acuosos y no acuosos, cremas,
emulsiones multiples, microemulsiones, liposomas, pomadas, disoluciones acuosas y no acuosas, lociones,
aerosoles, bases de hidrocarburos y polvos, y pueden contener excipientes tales como solubilizantes, potenciadores
de la penetracion (por ejemplo, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos y aminoacidos), y
polimeros hidrofilos (por ejemplo, policarbdfilo y polivinilpirrolidona).

Ademas del lipido cationico de férmula I, otros lipidos pueden ser utiles. Estos incluyen lipidos cationicos ionizables,
incluyendo

o

/\/\/\/\/\/\/ko °
HN J\/s\/\N/
/_/

I
\/\/\/\/\/\/\a/°

o S104

Las formulaciones de administraciéon pueden consistir en un lipido catiénico de férmula | en combinacién con un
lipido cationico ionizable. Un lipido catidnico ionizable puede incluir, por ejemplo, S104. El lipido catiénico ionizable
puede estar presente a una concentracion del 0 al 45% en moles, incluyendo una concentracion seleccionada del 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45% en moles.

Un lipido conjugado con una molécula de polietilenglicol (PEG) puede estar presente en las particulas de liposoma.
Los PEG-lipidos incluyen

e 1,2-dimiristoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DMPE)
¢ 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DPPE),

e 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DSPE), o
¢ 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-PEG (PEG-DOPE) y/o

*  PEG-ceramida.

Las formulaciones de administraciéon pueden consistir en un lipido catiénico de férmula | en combinacién con un
PEG-lipido. El PEG-lipido puede estar presente a una concentracion del 0 al 15% en moles, preferiblemente del 1 al
10% en moles, incluyendo una concentracion seleccionada del 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9y 10% en moles.

Los ejemplos no limitativos de lipidos no catidnicos incluyen fosfolipidos tales como lecitina, fosfatidiletanolamina,
lisolecitina, lisofosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, esfingomielina, esfingomielina de huevo (ESM),
cefalina, cardiolipina, 4&acido fosfatidico, cerebrésidos, dicetilfosfato, diestearoilfosfatidilcolina (DSPC),
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG),
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), palmitoiloleoil-fosfatidilcolina (POPC),
palmitoiloleoil-fosfatidiletanolamina (POPE), palmitoiloleil-fosfatidilglicerol (POPG), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-
1-carboxilato de dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE-mal), dipalmitoil-fosfatidiletanolamina (DPPE),
dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE), diestearoil-fosfatidiletanolamina (DSPE), monometilfosfatidiletanolamina,
dimetil-fosfatidiletanolamina, dielaidoilfosfatidiletanolamina (DEPE), estearoiloleoil-fosfatidiletanolamina (SOPE),
lisofosfatidilcolina, dilinoleoilfosfatidilcolina, y mezclas de los mismos. También pueden usarse otros fosfolipidos de
diacilfosfatidilcolina y diacilfosfatidiletanolamina. Los grupos acilo en estos lipidos son preferiblemente grupos acilo
derivados de acidos grasos que tienen cadenas de carbono C1o-C24, por ejemplo, lauroilo, miristoilo, palmitoilo,
estearoilo u oleoilo.

En determinadas realizaciones, la cantidad de fosfolipido presente en particulas comprende desde
aproximadamente el 0% en moles hasta aproximadamente el 55% en moles, mas especificamente a una
concentracion seleccionada del 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55%. Como ejemplo no limitativo, el fosfolipido
es DOPE.
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Los ejemplos adicionales de lipidos no catidnicos incluyen esteroles tales como colesterol y derivados del mismo
tales como colestanol, colestanona, colestenona, coprostanol, colesteril 2’-hidroxietil éter, colesteril 4’-hidroxibutil
éter y mezclas de los mismos.

En determinadas realizaciones, el colesterol o derivado de colesterol presente en particulas comprende desde
aproximadamente el 0% en moles hasta aproximadamente el 55% en moles, mas especificamente a una
concentracion seleccionada del 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55% en moles. Como ejemplo no limitativo,
esta presente colesterol en las particulas de lipido.

En determinadas otras realizaciones, el colesterol presente en particulas de lipido que contienen una mezcla de
fosfolipido y colesterol comprende desde aproximadamente el 30% en moles hasta aproximadamente el 40% en
moles, desde aproximadamente el 30% en moles hasta aproximadamente el 35% en moles, o desde
aproximadamente el 35% en moles hasta aproximadamente el 40% en moles del lipido total presente en la particula.
Como ejemplo no limitativo, una particula de lipido que comprende una mezcla de fosfolipido y colesterol puede
comprender colesterol a aproximadamente el 34% en moles del lipido total presente en la particula.

En realizaciones adicionales, el colesterol presente en particulas de lipido que contienen una mezcla de fosfolipido y
colesterol comprende desde aproximadamente el 10% en moles hasta aproximadamente el 30% en moles, desde
aproximadamente el 15% en moles hasta aproximadamente el 25% en moles, o desde aproximadamente el 17% en
moles hasta aproximadamente el 23% en moles del lipido total presente en la particula. Como ejemplo no limitativo,
una particula de lipido que comprende una mezcla de fosfolipido y colesterol puede comprender colesterol a
aproximadamente el 20% en moles del lipido total presente en la particula.

El retinoide o conjugado de retinoide util para la administracion de acido nucleico esta en un estado en el cual esta
disuelto en 0 mezclado con un medio que puede disolverlo o contenerlo.

En la presente descripcion puede usarse cualquier retinoide o conjugado de retinoide siempre que se acumule de
manera activa por células estrelladas; los ejemplos de retinoide incluyen, pero no se limitan a, tretinoina, adapaleno,
palmitato de retinol y, en particular, vitamina A, vitamina A saturada, acido retinoico y retinal. Los ejemplos del
conjugado de retinoide incluyen conjugados de PEG-retinoide. La presente descripcion usa la propiedad de células
estrelladas para incorporar de manera positiva un retinoide y/o un conjugado de retinoide, y usando el retinoide y/o
conjugado de retinoide como portador farmacolégico o uniéndolo a o incluyéndolo en otro componente de portador
farmacologico, se transporta un material o cuerpo deseado especificamente a células estrelladas. Un retinoide es un
miembro de la clase de compuestos que tienen un esqueleto en el que cuatro unidades de isoprenoide estan unidas
de manera cabeza con cola. Véase G. P. Moss, “Biochemical Nomenclature and Related Documents”, 22 ed.
Portland Press, pags. 247-251 (1992). La vitamina A es un descriptor genérico para un retinoide que muestra
cualitativamente la actividad biolégica del retinol. El retinoide en la presente descripcion fomenta la administracion de
sustancia especifica a una célula cancerosa y un CAF (es decir, la sustancia se dirige a esas células). Un retinoide
de este tipo no esta particularmente limitado y ejemplos del mismo incluyen retinol, vitamina A, vitamina A saturada,
retinal, acido retinoico, un éster de retinol y un acido graso, un éster de un alcohol alifatico y acido retinoico,
etretinato, tretinoina, isotretinoina, adapaleno, acitretina, tazaroteno y palmitato de retinol, y analogos de vitamina A
tales como fenretinida y bexaroteno. Los conjugados de retinoide incluyen conjugados de PEG, por ejemplo, diVA-
PEG-diVA y VA-PEG-VA.

Por tanto, el portador farmacolégico de la presente descripcion puede contener un componente de portador
farmacologico distinto de un retinoide y/o conjugado de retinoide. Un componente de este tipo no esta
particularmente limitado, y puede usarse cualquier componente conocido en los campos de la medicina y la
farmacia, pero es preferible que sea capaz de incluir un retinoide y/o conjugado de retinoide. Ademas, el portador
farmacologico de la presente descripcion puede contener una sustancia que mejora la incorporacion en células
estrelladas, por ejemplo, proteina de unién a retinol (RBP). La unién o inclusion del retinoide y/o conjugado de
retinoide con el portador farmacolégico de la presente descripcion también puede llevarse a cabo mediante unién o
inclusion del retinoide y/o conjugado de retinoide con otro componente del portador farmacoldgico mediante métodos
quimicos y/o fisicos. Alternativamente, la union o inclusion del retinoide y/o conjugado de retinoide con el portador
farmacologico de la presente descripcion también puede llevarse a cabo mezclando el retinoide y/o conjugado de
retinoide que tiene afinidad de formacién y componentes basicos del portador farmacolégico, en los componentes de
portador farmacoldgico durante la preparacion del portador farmacolégico.

La cantidad de retinoide y/o conjugado de retinoide unido a o incluido en el portador farmacolégico de la presente
descripcion puede ser del 0,1% en moles al 20% en moles como una proporcién en peso con respecto a los
componentes de portador farmacolégico, preferiblemente del 0,2% al 10%, y mas preferiblemente del 0,5% al 5% en
moles, incluyendo una concentracion seleccionada de los valores del 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0. 2,5, 3,0, 3,5, 4,0,4,5y
5,0% en moles.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un liposoma que va a producirse mediante

mezclado en una camara. Esto incluye un procedimiento que proporciona una disolucion acuosa que comprende un
acido nucleico tal como un ARN de interferencia en un primer depdsito, proporcionar una disoluciéon de lipido
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organico en un segundo deposito y mezclar la disoluciéon acuosa con la disolucién de lipido organico de tal manera
que la disoluciéon de lipido organico se mezcla con la disolucidon acuosa para producir un liposoma que encapsula el
acido nucleico (por ejemplo, ARNip) en un gradiente de concentracion de disolvente organico.

El liposoma formado usando el método de mezclado tiene normalmente un tamafio de desde aproximadamente
40 nm hasta aproximadamente 250 nm, desde aproximadamente 50 nm hasta aproximadamente 150 nm, desde
aproximadamente 60 nm hasta aproximadamente 150 nm. Las particulas asi formadas no se agregan y
opcionalmente se dimensionan para alcanzar un tamafio de particula uniforme.

El portador farmacolégico de la presente descripcion puede estar en cualquier forma siempre que pueda
transportarse un material o cuerpo deseado a células diana estrelladas, y ejemplos de la forma incluyen, pero no se
limitan a, micelas poliméricas, liposoma, emulsidon, microesfera y nanoesfera. Ademas, el portador farmacolégico de
la presente descripcion puede incluir en su interior la sustancia que tiene que transportarse, unirse al exterior de la
sustancia que tiene que transportarse, o mezclarse con la sustancia que tiene que transportarse siempre que el
retinoide y/o conjugado de retinoide incluido en el mismo se exponga al menos parcialmente en el exterior de la
preparacion como muy tarde antes de que alcance las células estrelladas.

El portador farmacoldgico de la presente descripcion selecciona especificamente como diana células estrelladas y
permite que se muestre un efecto deseado tal como, por ejemplo, inhibicion o prevencion de fibrosis, con el maximo
efecto y los minimos efectos secundarios transportando eficazmente a células estrelladas un material o cuerpo
deseado tal como, por ejemplo, un farmaco para controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas. El
material o cuerpo que administra el presente portador farmacolégico no esta particularmente limitado, pero
preferiblemente tiene un tamafio que permite el movimiento fisico en un organismo vivo desde un sitio de
administracion hasta el higado, pancreas, etc., en el que estan presentes células estrelladas. Por tanto, el portador
farmacologico de la presente descripcion puede transportar no sélo un material tal como un atomo, una molécula, un
compuesto, una proteina o un acido nucleico, sino también un cuerpo tal como un vector, una particula de virus, una
célula, un sistema de liberacion de farmaco constituido por uno o mas elementos, o una micromaquina. El material o
cuerpo tiene preferiblemente la propiedad de ejercer algun efecto sobre células estrelladas, y los ejemplos del
mismo incluyen uno que marca células estrelladas y uno que controla la actividad o el crecimiento de células
estrelladas.

Por tanto, en una realizacion de la presente descripcion, el portador farmacolégico administra un farmaco para
controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas. Esto puede ser cualquier farmaco que inhibe directa o
indirectamente las acciones fisicoquimicas de células estrelladas implicadas en promover la fibrosis, y ejemplos de
los mismos incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de la actividad de TGFf tales como un receptor de TGF tipo Il
truncado y un receptor de TGF tipo Il soluble, preparaciones de factores de crecimiento tales como HGF y vectores
de expresion de los mismos, promotores de la produccion de MMP tales como un vector de adenovirus que contiene
el gen de MMP, inhibidores de la produccion de TIMP tales como un acido nucleico de TIMP antisentido, un ligando
de PPARY, inhibidores de la activacion celular y/o inhibidores del crecimiento celular tales como un inhibidor de la
actividad de angiotensina, un inhibidor de la actividad de PDGF y un inhibidor de canales de sodio, y también
inductores de la apoptosis tales como compuesto 861 y gliotoxina, adiponectina y un compuesto que tiene actividad
inhibidora de Rho cinasa tal como (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil)ciclohexano. Ademas, el farmaco
para controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas en la presente descripcion puede ser cualquier
farmaco que fomenta directa o indirectamente las acciones fisicoquimicas de células estrelladas directa o
indirectamente implicadas en la inhibicion de la fibrosis, y ejemplos de los mismos incluyen, pero no se limitan a, un
farmaco para fomentar un sistema de degradacion de colageno, por ejemplo, promotores de la produccion de MMP
tales como un vector de expresion de MMP, HGF, y farmacos que tienen actividad de tipo HGF tales como analogos
de HGF y vectores de expresion del mismo.

Otros ejemplos del farmaco para controlar la actividad o el crecimiento de células estrelladas en la presente
descripcion incluyen un farmaco para controlar el metabolismo de una matriz extracelular tal como colageno, por
ejemplo, una sustancia que tiene un efecto en la inhibicion de la expresion de una molécula diana, tal como ARNip,
ribozima, y acido nucleico antisentido (incluyendo ARN, ADN, ANP y un material compuesto de los mismos), una
sustancia que tiene un efecto negativo dominante, y vectores que expresan los mismos, que seleccionan como
diana, por ejemplo, una molécula constituyente de la matriz extracelular producida por células estrelladas o
seleccionan como diana una o mas moléculas que tienen la funcién de producir o secretar la molécula constituyente
de la matriz extracelular.

La presente descripcion también se refiere a un medicamento para tratar un trastorno relacionado con células
estrelladas, el medicamento que contiene el portador farmacolégico y el farmaco para controlar la actividad o el
crecimiento de células estrelladas, y se refiere al uso del portador farmacoldgico en la produccién de una
composicion farmacéutica para tratar un trastorno relacionado con células estrelladas. El trastorno relacionado con
células estrelladas al que se hace referencia en el presente documento significa un trastorno en el que las células
estrelladas estan directa o indirectamente implicadas en el proceso del trastorno, es decir, la aparicion,
exacerbacion, mejora, remision, cura, etc. del trastorno, y ejemplos de los mismos incluyen trastornos hepaticos
tales como hepatitis, en particular hepatitis crénica, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica y cancer de higado, y
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trastornos pancreaticos tales como pancreatitis, en particular pancreatitis cronica, fibrosis pancreatica y cancer de
pancreas.

En el medicamento de la presente descripcion, el portador farmacolégico puede incluir un farmaco en su interior,
unirse al exterior de una sustancia que contiene farmaco o mezclarse con un farmaco siempre que el retinoide y/o
conjugado de retinoide incluido en el portador farmacolégico se exponga al menos parcialmente en el exterior de la
preparacion como muy tarde antes de que alcance las células estrelladas. Por tanto, dependiendo de la via de
administracién o la manera en la que se libera el farmaco, el medicamento puede cubrirse con un material
apropiado, tal como, por ejemplo, un recubrimiento entérico o un material que se disgrega a lo largo del tiempo, o
puede incorporarse en un sistema de liberacion de farmaco apropiado.

Por tanto, la presente descripcion incluye un kit de preparacion de medicamento o portador farmacolégico que
contiene uno o mas recipientes que contienen uno o mas de un constituyente de portador farmacoldgico, un
retinoide y/o un conjugado de retinoide y/o un farmaco, y también incluye un componente esencial para el portador
farmacolodgico o el medicamento proporcionado en forma de un kit de este tipo. El kit de la presente descripcion
puede contener, ademas de lo descrito anteriormente, una descripcién, etc. en la que se describe un método de
preparacion o un método de administracion para el portador farmacolégico y el medicamento de la presente
descripcion. Ademas, el kit de la presente descripcion puede contener todos los componentes para completar el
portador farmacologico o el medicamento de la presente descripcion pero no se necesita que contenga
necesariamente todos los componentes. Por tanto, no se necesita que el kit de la presente descripcién contenga un
reactivo o un disolvente que esta normalmente disponible en un lugar de tratamiento médico, una instalacion
experimental, etc. tal como, por ejemplo, agua estéril, solucidn salina o una disolucién de glucosa.

La presente descripcion se refiere ademas a un método para tratar un trastorno relacionado con células estrelladas,
incluyendo el método administrar una cantidad eficaz del medicamento a un sujeto que lo necesita. La cantidad
eficaz a la que se hace referencia en el presente documento es una cantidad que suprime la aparicion del trastorno
diana, reduce los sintomas del mismo o previene la progresion del mismo, y es preferiblemente una cantidad que
previene la aparicion del trastorno diana o cura el trastorno diana. También es preferiblemente una cantidad que no
provoca un efecto adverso que supere el beneficio de la administraciéon. Una cantidad de este tipo puede
determinarse seguin sea apropiado mediante una prueba in vitro usando células en cultivo, etc. o mediante una
prueba en un animal de modelo tal como un ratén, una rata, un perro o un cerdo, y tales métodos de prueba los
conoce bien un experto en la técnica.

En el método de la presente descripcion, el término “sujeto” significa cualquier individuo vivo, preferiblemente un
animal, mas preferiblemente un mamifero, y ain mas preferiblemente un individuo humano. En la presente
descripcion, el sujeto puede estar sano o afectado por algun trastorno, y en el caso de que se pretenda el
tratamiento de un trastorno, el sujeto significa normalmente un sujeto afectado por el trastorno o que corre el riesgo
de verse afectado.

Ademas, el término “tratamiento” incluye todos los tipos de intervencion profilactica y/o terapéutica médicamente
aceptable con el propésito de la cura, remision temporal, prevencion, etc. de un trastorno. Por ejemplo, cuando el
trastorno es fibrosis hepatica, el término “tratamiento” incluye la intervencion médicamente aceptable para diversos
fines incluyendo retrasar o detener la progresion de la fibrosis, regresion o desaparicion de lesiones, prevencion de
la aparicion de la fibrosis, o prevencién de la recidiva.

La presente descripcion también se refiere a un método para administrar un farmaco a células estrelladas usando el
portador farmacologico. Este método incluye, pero no se limita a, una etapa de soportar una sustancia que va a
administrarse sobre el portador farmacoldgico, y una etapa de administrar o afiadir el portador farmacolégico que
porta la sustancia que va a administrarse a un medio u organismo vivo que contiene células estrelladas, tal como,
por ejemplo, un medio de cultivo. Estas etapas pueden lograrse segun sea apropiado segun cualquier método
conocido, el método descrito en la presente memoria descriptiva, etc. Este método de administraciéon puede
combinarse con otro método de administracién, por ejemplo, otro método de administracion en el que un érgano en
el que estan presentes células estrelladas es la diana, etc.

Las moléculas de acido nucleico pueden estar adaptadas para usarse para prevenir o tratar enfermedades, rasgos,
estados y/o trastornos de fibrosis (por ejemplo, de higado, rifién, peritoneal y pulmonar) y/o cualquier otro rasgo,
enfermedad, trastorno o estado relacionado con o que respondera a los niveles de hsp47 en una célula o tejido,
solas o en combinacidon con oftras terapias. Una molécula de acido nucleico puede incluir un vehiculo de
administracion, incluyendo liposomas, para la administracién a un sujeto, portadores y diluyentes y sus sales, y/o
puede estar presente en formulaciones farmacéuticamente aceptables.

Las moléculas de acido nucleico de la descripcion pueden incluir las secuencias mostradas en la tabla 3. Ejemplos
de tales moléculas de acido nucleico consisten esencialmente en las secuencias proporcionadas en la tabla 3.

Las moléculas de acido nucleico pueden administrarse mediante administracién pulmonar, tal como mediante
inhalacion de un aerosol o formulaciéon secada por pulverizacion administrada mediante un dispositivo de inhalacién
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o nebulizador, proporcionando una rapida captacion local de las moléculas de acido nucleico en tejidos pulmonares
relevantes. Pueden prepararse composiciones particuladas solidas que contienen particulas secas respirables de
composiciones de acido nucleico micronizadas triturando composiciones de acido nucleico secadas o liofilizadas, y
después haciendo pasar la composiciéon micronizada a través, por ejemplo, de un tamiz de 400 de malla para romper
o separar aglomerados grandes. Una composicion particulada sélida que comprende las composiciones de acido
nucleico de la descripcidn puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar la formacion de un
aerosol asi como otros compuestos terapéuticos. Un dispersante adecuado es lactosa, que puede combinarse con el
compuesto de acido nucleico en cualquier proporciéon adecuada, tal como una proporcion de 1 con respecto a 1 en
peso.

Los aerosoles de particulas liquidas pueden incluir unas moléculas de acido nucleico divulgadas en el presente
documento y pueden producirse mediante cualquier medio adecuado, tal como con un nebulizador (véase por
ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.501.729). Los nebulizadores son dispositivos comercialmente disponibles
que transforman disoluciones o suspensiones de un principio activo en una niebla de aerosol terapéutica o bien por
medio de aceleracion de un gas comprimido, normalmente aire u oxigeno, a través de un orificio de Venturi estrecho
o bien por medio de una agitaciéon por ultrasonidos. Las formulaciones adecuadas para su uso en nebulizadores
incluyen el principio activo en un portador liquido en una cantidad de hasta el 40% p/p, preferiblemente inferior al
20% p/p de la formulaciéon. El portador es normalmente agua o una disoluciéon alcohdlica acuosa diluida,
preferiblemente que se vuelve isotdnica con los liquidos corporales mediante la adicién, por ejemplo, de cloruro de
sodio u oftras sales adecuadas. Los aditivos opcionales incluyen conservantes si la formulacion no se prepara de
manera estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, aromatizantes, aceites volatiles, agentes
tamponantes y emulsionantes y otros tensioactivos de formulacion. Los aerosoles de particulas sélidas que incluyen
la composicion activa y tensioactivo pueden producirse asimismo con cualquier generador de aerosol particulado
solido. Los generadores de aerosol para administrar productos terapéuticos particulados solidos a un sujeto
producen particulas que son respirables, tal como se explico anteriormente, y generan un volumen de aerosol que
contiene una dosis medida predeterminada de una composicion terapéutica a una tasa adecuada para la
administracion a humanos. Un tipo ilustrativo de generador de aerosol particulado sélido es un insuflador. Las
formulaciones adecuadas para su administracion mediante insuflacion incluyen polvos finamente desmenuzados que
pueden administrarse por medio de un insuflador. En el insuflador, el polvo, por ejemplo, una dosis medida del
mismo eficaz para llevar a cabo los tratamientos descritos en el presente documento, esta contenido en capsulas o
cartuchos, normalmente compuestos por gelatina o plastico, que o bien se perforan o bien se abren in situ y el polvo
se administra mediante aire extraido a través del dispositivo tras la inhalaciéon o por medio de una bomba accionada
manualmente. El polvo empleado en el insuflador consiste o bien Unicamente en el principio activo o bien en una
combinacion en polvo que comprende el principio activo, un diluyente en polvo adecuado, tal como lactosa, y un
tensioactivo opcional. El principio activo incluye normalmente desde 0,1 hasta 100 p/p de la formulacién. Un
segundo tipo de generador de aerosol ilustrativo incluye un inhalador de dosis medida. Los inhaladores de dosis
medida son dispensadores de aerosol a presion, que contienen normalmente una formulaciéon en suspensién o
disolucion del principio activo en un propelente licuado. Durante el uso estos dispositivos descargan la formulacion a
través de una valvula adaptada para administrar un volumen medido para producir una pulverizacion de particulas
finas que contiene el principio activo. Los propelentes adecuados incluyen determinados compuestos de
clorofluorocarbono, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano y mezclas de los
mismos. La formulacion puede contener adicionalmente uno o mas codisolventes, por ejemplo, etanol,
emulsionantes y otros tensioactivos de formulacion, tales como acido oleico o trioleato de sorbitano, antioxidantes y
agentes aromatizantes adecuados. Otros métodos para administracion pulmonar se describen, por ejemplo, en los
documentos US20040037780, US6592904, US6582728 y US6565885. EI documento WO08132723 se refiere a la
administracion en aerosol de oligonucleétidos en general, y de ARNip en particular, al sistema respiratorio.

Las moléculas de acido nucleico pueden administrarse al sistema nervioso central (SNC) o sistema nervioso
periférico (SNP). Experimentos han demostrado la captacion eficaz in vivo de acidos nucleicos por neuronas.
Véanse, por ejemplo, Sommer et al., 1998, Antisense Nuc. Acid Drug Dev., 8:75; Epa et al., 2000, Antisense Nuc.
Acid Drug Dev., 10:469; Broaddus et al., 1998, J. Neurosurg., 88:734; Karle et al., 1997, Eur. J. Pharmocol., 340:153;
Bannai et al,, 1998, Brain Research, 784:304; Rajakumar et al., 1997, Synapse, 26:199; Wu-pong et al., 1999,
BioPharm, 12:32; Bannai et al., 1998, Brain Res. Protoc., 3:83; y Simantov ef al., 1996, Neuroscience, 74:39. Por
tanto, las moléculas de acido nucleico pueden someterse a administracion a, y captacion por, células en el SNC y/o
SNP.

La administracién de moléculas de acido nucleico al SNC se proporciona mediante una variedad de estrategias
diferentes. Los enfoques tradicionales de administracion al SNC que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a,
administracion intratecal e intracerebroventricular, implantacion de catéteres y bombas, inyeccion directa o perfusion
en el sitio de la herida o lesion, inyeccion en el sistema arterial cerebral, o mediante apertura quimica u osmotica de
la barrera hematoencefalica. Otros enfoques pueden incluir el uso de diversos sistemas de transporte y portador, por
ejemplo mediante el uso de conjugados y polimeros biodegradables. Ademas, pueden usarse enfoques de terapia
génica, por ejemplo, tal como se describe en Kaplitt et al., patente estadounidense n.° 6.180.613 y Davidson,
documento WO 04/013280, para expresar moléculas de acido nucleico en el SNC.

Pueden formularse o complejarse moléculas de acido nucleico con polietilenimina (por ejemplo, PEI lineal o
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ramificada) y/o derivados de polietilenimina, incluyendo por ejemplo PEI injertadas tales como galactosa-PEl,
colesterol-PEI, PEI derivatizada con anticuerpo, y polietilenglicol-PEIl (PEG-PEI) derivados de los mismos (véase por
ejemplo Ogris et al., 2001, AAPA PharmSci, 3, 1-11; Furgeson et al., 2003, Bioconjugate Chem., 14, 840-847;
Kunath et al., 2002, Pharm Res 19:810-17; Choi et al., 2001, Bull. Korean Chem. Soc., 22:46-52; Bettinger et al.,
1999, Bioconjugate Chem., 10:558-561; Peterson et al., 2002, Bioconjugate Chem. 13:845-54; Erbacher et al., 1999,
J Gene Med 1:1-18; Godbey et al., 1999., PNAS, 96:5177-81; Godbey et al., 1999, J Controlled Release, 60:149-60;
Diebold et al., 1999, J Biol Chem, 274:19087-94; Thomas et al., 2002, PNAS, 99, 14640-45; y Sagara, patente
estadounidense n.° 6.586.524).

Las moléculas de acido nucleico pueden incluir un bioconjugado, por ejemplo un conjugado de acido nucleico tal
como se describe en Vargeese ef al, documento estadounidense con n.° de serie 10/427.160; patente
estadounidense n.° 6.528.631; patente estadounidense n.° 6.335.434; patente estadounidense n.° 6.235.886;
patente estadounidense n.° 6.153.737; patente estadounidense n.° 5.214.136; patente estadounidense n.°
5.138.045.

Las composiciones, métodos y kits divulgados en el presente documento pueden incluir un vector de expresion que
incluye una secuencia de acido nucleico que codifica para al menos una molécula de acido nucleico de la
descripcién de una manera que permite la expresion de la molécula de acido nucleico. Los métodos de introduccion
de moléculas de acido nucleico o uno o mas vectores capaces de expresar las cadenas de ARNbc en el entorno de
la célula dependeran del tipo de célula y la constitucion de su entorno. La molécula de acido nucleico o el constructo
de vector puede introducirse directamente en la célula (es decir, de manera intracelular); o introducirse
extracelularmente en una cavidad, espacio intersticial, en la circulacion de un organismo, introducirse por via oral, o
puede introducirse mediante bafio de un organismo o una célula en una disolucién que contiene ARNbc. La célula es
preferiblemente una célula de mamifero; mas preferiblemente una célula humana. La molécula de acido nucleico del
vector de expresion puede incluir una region sentido y una region antisentido. La region antisentido puede incluir una
secuencia complementaria a una secuencia de ARN o ADN que codifica para hsp47 y la regiéon sentido puede incluir
una secuencia complementaria a la region antisentido. La molécula de acido nucleico puede incluir dos cadenas
diferenciadas que tienen regiones sentido y antisentido complementarias. La molécula de acido nucleico puede
incluir una Unica cadena que tiene regiones sentido y antisentido complementarias.

Pueden expresarse moléculas de acido nucleico que interaccionan con moléculas de ARN diana y regulan por
disminucion el gen que codifica para moléculas de ARN diana (por ejemplo, moléculas de ARN diana a las que se
hace referencia mediante nimeros de registro de Genbank en el presente documento) a partir de unidades de
transcripcion insertadas en vectores de ADN o ARN. Los vectores recombinantes pueden ser plasmidos de ADN o
vectores virales. Pueden construirse vectores virales que expresan moléculas de acido nucleico basandose en, pero
sin limitarse a, virus adenoasociados, retrovirus, adenovirus o alfavirus. Los vectores recombinantes capaces de
expresar las moléculas de acido nucleico pueden administrarse tal como se describe en el presente documento, y
persistir en células diana. Alternativamente, pueden usarse vectores virales que proporcionan la expresién transitoria
de moléculas de acido nucleico. Tales vectores pueden administrarse repetidamente segin sea necesario. Una vez
expresados, las moléculas de acido nucleico se unen y regulan por disminucién la funcién o expresion génica
mediante interferencia de ARN (iARN). La administraciéon de vectores que expresan moléculas de acido nucleico
puede ser sistémica, tal como mediante administracion intravenosa o intramuscular, mediante administracion a
células diana explantadas de un sujeto seguido por reintroduccion en el sujeto o mediante cualquier otro medio que
permita la introduccion en la célula diana deseada.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende uno o mas
surfactantes fisiologicamente aceptables, portadores farmacéuticos, diluyentes, excipientes y agentes de
suspension, o una combinacion de los mismos; y una formulacion (por ejemplo, la formulacién que puede incluir un
compuesto, un retinoide, un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente terapéutico) divulgada en el
presente documento. En la técnica farmacéutica se conocen bien diluyentes o portadores farmacéuticos adicionales
aceptables para su uso terapéutico, y se describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA (1990). Pueden proporcionarse conservantes, estabilizantes, tintes y similares en
la formulacién farmacéutica. Por ejemplo, pueden afiadirse benzoato de sodio, acido ascorbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico como conservantes. Ademas, pueden usarse antioxidantes y agentes de suspension. En diversas
realizaciones, pueden usarse alcoholes, ésteres, alcoholes alifaticos sulfatados y similares como surfactantes;
pueden usarse sacarosa, glucosa, lactosa, almidon, celulosa cristalizada, manitol, silicato anhidro ligero, aluminato
de magnesio, metasilicato-aluminato de magnesio, silicato de aluminio sintético, carbonato de calcio, carbonato
acido de sodio, hidrogenofosfato de calcio, carboximetilcelulosa calcica y similares como excipientes; pueden usarse
aceite de coco, aceite de oliva, aceite de sésamo, aceite de cacahuete, soja como agentes de suspension o
lubricantes; puede usarse acetato-ftalato de celulosa como derivado de un hidrato de carbono tal como celulosa o
azucar, o copolimero de acetato de metilo-metacrilato como derivado de polivinilo como agentes de suspension; y
pueden usarse plastificantes tales como ésteres ftalatos y similares como agentes de suspension.

Las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse a un paciente humano

en si mismas, o en formulaciones farmacéuticas en las que se mezclan con otros principios activos, como en terapia
de combinacion, o excipiente(s) o portadores farmacéuticos adecuados. Pueden encontrarse técnicas para la
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formulacién y administracion de los compuestos de la presente solicitud en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”,
Mack Publishing Co., Easton, PA, 182 edicion, 1990.

Las vias de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracion parenteral, incluyendo inyecciones
intramusculares, subcutaneas, intravenosas, intramedulares, asi como inyecciones intratecales, intraventriculares
directas, intraperitoneales, intranasales o intraoculares. La formulacién (por ejemplo, la formulacién que puede incluir
un compuesto, un retinoide, un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente terapéutico) también puede
administrarse en formas de dosificacion de liberacion sostenida o controlada, incluyendo inyecciones de depdsito,
bombas osmoticas y similares, para la administracién pulsada, prolongada y/o sincronizada a una tasa
predeterminada. Adicionalmente, la via de administracion puede ser local o sistémica.

Las formulaciones farmacéuticas pueden fabricarse de una manera que se conoce en si misma, por ejemplo, por
medio de procedimientos convencionales de mezclado, disoluciéon, granulacion, fabricacion de grageas,
pulverizacion, emulsionamiento, encapsulacion, atrapamiento y fabricacion de comprimidos.

Pueden formularse formulaciones farmacéuticas de cualquier manera convencional usando uno o mas portadores
farmacéuticos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y componentes auxiliares que facilitan el
procesamiento de los compuestos activos para obtener preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. La
formulacién apropiada depende de la via de administracion elegida. Puede usarse cualquiera de las técnicas,
portadores farmacéuticos y excipientes bien conocidos segin sea adecuado y tal como se entiende en la técnica;
por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, anteriormente.

Pueden prepararse productos inyectables en formas convencionales, o bien como disoluciones o bien como
suspensiones liquidas, formas solidas adecuadas para disolucion o suspension en liquido antes de la inyeccion, o
como emulsiones. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina, sacarosa, glucosa, dextrosa,
manitol, lactosa, lecitina, albumina, glutamato de sodio, clorhidrato de cisteina y similares. En adicion, si se desea,
las formulaciones farmacéuticas inyectables pueden contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares no
toxicas, tales como agentes humectantes, agentes de tamponamiento del pH y similares. Los tampones
fisioldgicamente compatibles incluyen, pero no se limitan a, solucién de Hanks, solucion de Ringer o tampdn de
solucion salina fisiologica. Si se desea, pueden usarse preparaciones de potenciacion de la absorcion.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral, por ejemplo, mediante inyeccién en bolo o infusion
continua, incluyen disoluciones acuosas de la formulacion activa (por ejemplo, la formulacién que puede incluir un
compuesto, un retinoide, un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente terapéutico) en forma soluble en
agua. Adicionalmente, pueden prepararse suspensiones de los compuestos activos como suspensiones para
inyeccion aceitosas adecuadas. Las suspensiones para inyeccion acuosas pueden contener sustancias que
aumentan la viscosidad de la suspensién, tales como carboximetilcelulosa sédica, sorbitol o dextrano.
Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la
solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas. Las
formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en
recipientes de multiples dosis, con un conservante afiadido. Las formulaciones pueden adoptar formas tales como
suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. Alternativamente, el principio activo
puede estar en forma de polvo para su constitucién con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de
pirégenos, antes de su uso.

Ademas de las preparaciones descritas anteriormente, las formulaciones también pueden formularse como
preparacion de depdsito. Tales formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante inyeccion
intramuscular. Por tanto, por ejemplo, las formulaciones (por ejemplo, la formulacion que puede incluir un
compuesto, un retinoide, un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente terapéutico) pueden formularse
con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo como emulsién en un aceite aceptable) o resinas
de intercambio idnico, o como derivados escasamente solubles, por ejemplo, como sal escasamente soluble.

Algunas realizaciones de la divulgacion en el presente documento se refieren a un método de administracién de un
agente terapéutico a una célula. Por ejemplo, algunas realizaciones se refieren a un método de administracion de un
agente terapéutico tal como ARNip en una célula. Las células adecuadas para su uso segun los métodos descritos
en el presente documento incluyen procariotas, levaduras o células eucariotas superiores, incluyendo células
vegetales y animales (por ejemplo, células de mamifero). En algunas realizaciones, las células pueden ser células
de fibrosarcoma humano (por ejemplo, linea celular HT1080). En otras realizaciones, las células pueden ser células
cancerosas. Pueden usarse lineas celulares que son sistemas de modelo para cancer, incluyendo, pero sin limitarse
a, cancer de mama (lineas celulares MCF-7, MDA-MB-438), linea celular de glioblastoma U87, células B16F0
(melanoma), células HelLa (cancer de cuello uterino), células A549 (cancer de pulmédn) y lineas celulares de tumor
de rata GH3 y 9L. En estas realizaciones, las formulaciones descritas en el presente documento pueden usarse para
transfectar una célula. Estas realizaciones pueden incluir poner en contacto la célula con una formulacién descrita en
el presente documento que incluye un agente terapéutico, para asi administrar un agente terapéutico a la célula.
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En el presente documento se divulgan métodos para tratar un estado caracterizado por fibrosis anémala, que
pueden incluir administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién descrita en el presente
documento. Los estados caracterizados por fibrosis anémala pueden incluir cancer y/o una enfermedad fibrética. Los
tipos de cancer que pueden tratarse o mejorarse mediante una formulacion descrita en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de higado, cancer
de estdbmago y cancer de colon. En una realizacion, el cancer que puede tratarse o mejorarse es cancer de
pancreas. En ofra realizacion, el cancer que puede tratarse o mejorarse es cancer de pulmoén. Los tipos de
enfermedad fibrotica que pueden tratarse o mejorarse mediante una formulacion descrita en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica, pancreatitis, fibrosis pancreatica, fibrosis quistica,
cicatrizacion de las cuerdas vocales, fibrosis mucosa de las cuerdas vocales, fibrosis laringea, fibrosis pulmonar,
fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica, mielofibrosis, fibrosis retroperitoneal y fibrosis sistémica nefrogénica.
En una realizacion, el estado que puede tratarse o mejorarse es fibrosis hepatica.

Las formulaciones o composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse al
sujeto mediante cualquier medio adecuado. Los ejemplos no limitativos de métodos de administracion incluyen,
entre otros, (a) administracion mediante inyeccion, por via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular,
intradérmica, intraorbital, intracapsular, intraespinal, intraesternal, o similares, incluyendo administracion mediante
bomba de infusion; (b) administracion local tal como mediante inyeccion directamente en la zona renal o cardiaca,
por ejemplo, mediante implantacion de depdsito; asi como segun consideren apropiado los expertos en la técnica
para poner el compuesto activo en contacto con tejido vivo.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion incluyen formulaciones (por ejemplo, la
formulaciéon que puede incluir un compuesto, un retinoide, un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente
terapéutico) en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr su propdsito
previsto. La cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos divulgados en el presente documento requerida
como dosis dependera de la via de administracion, el tipo de animal, incluyendo humano, que esté tratandose, y las
caracteristicas fisicas del animal especifico en consideracion. La dosis puede adaptarse para lograr un efecto
deseado, pero dependera de factores tales como peso, dieta, medicacion simultanea y otros factores que
reconoceran los expertos en las técnicas médicas. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz
significa una cantidad de composicion eficaz para prevenir, aliviar o mejorar sintomas de enfermedad o prolongar la
supervivencia del sujeto que esta tratandose. La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz queda
dentro de las capacidades de los expertos en la técnica, especialmente a la luz de la divulgacion detallada
proporcionada en el presente documento.

Tal como resultara facilmente evidente para un experto en la técnica, la dosificacion in vivo Util que va a
administrarse y el modo de administracién particular variaran dependiendo de la edad, peso y especie de mamifero
que esté tratandose, los compuestos particulares empleados y el uso especifico para el que se empleen estos
compuestos. La determinaciéon de niveles de dosificacion eficaces, es decir los niveles de dosificacion necesarios
para lograr el resultado deseado, puede lograrla un experto en la técnica usando métodos farmacoldgicos de rutina.
Normalmente, las aplicaciones clinicas en humanos de productos se comienzan a niveles de dosificacion inferiores,
aumentandose el nivel de dosificacion hasta que se logra el efecto deseado. Alternativamente, pueden usarse
estudios in vitro aceptables para establecer dosis y vias de administracion utiles de las composiciones identificadas
mediante los presentes métodos usando métodos farmacolégicos establecidos.

En estudios con animales no humanos, las aplicaciones de posibles productos comienzan a niveles de dosificacion
superiores, disminuyéndose la dosificacion hasta que ya no se logra el efecto deseado o desaparecen los efectos
adversos. La dosificacion puede variar de manera amplia, dependiendo de los efectos deseados y la indicacion
terapéutica. Normalmente, las dosificaciones pueden ser de aproximadamente 10 microgramos/kg a
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de aproximadamente 100 microgramos/kg a
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal. Alternativamente las dosificaciones pueden basarse y calcularse con
respecto al area superficial del paciente, tal como entienden los expertos en la técnica.

La formulacion, via de administracion y dosificacion exactas para las composiciones farmacéuticas puede elegirlas el
médico individual en vista del estado del paciente. (Véase por ejemplo, Fingl et al. 1975, en “The Pharmacological
Basis of Therapeutics”, con referencia particular al capitulo 1, pag. 1). Normalmente, el intervalo de dosis de la
composicion administrada al paciente puede ser de desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente
1000 mg/kg de peso corporal del paciente. La dosificacion puede ser una uUnica o una serie de dos o mas
administradas a lo largo de uno o mas dias, segun necesite le paciente. En casos en los que se han establecido
dosificaciones para humanos para compuestos para al menos algin estado, las dosificaciones seran
aproximadamente las mismas, o dosificaciones que son de aproximadamente el 0,1% a aproximadamente el 500%,
mas preferiblemente de aproximadamente el 25% a aproximadamente el 250% de la dosificacion establecida para
humanos. Cuando no se ha establecido ninguna dosificaciéon para humanos, tal como sera el caso para
composiciones farmacéuticas recién descubiertas, puede deducirse una dosificacién para humanos adecuada a
partir de valores de DEsp o Dlsp, u otros valores apropiados derivados de estudios in vitro o in vivo, segun se indica
mediante estudios de toxicidad y estudios de eficacia en animales.
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Debe observarse que el médico encargado sabra cémo y cuando terminar, interrumpir o ajustar la administracion
debido a toxicidad o disfunciones de 6rganos. A la inversa, el médico encargado también sabra ajustar el tratamiento
a niveles superiores si la respuesta clinica no es adecuada (excluyendo toxicidad). La magnitud de una dosis
administrada en el tratamiento del trastorno de interés variara con la intensidad del estado que va a tratarse y la via
de administracion. La intensidad del estado puede evaluarse, por ejemplo, en parte, mediante métodos de
evaluacion de pronostico convencionales. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de la dosis también variaran
segun la edad, el peso corporal y la respuesta del paciente individual. Puede usarse un programa comparable al
comentado anteriormente en medicina veterinaria.

Aunque la dosificacion exacta se determinara para cada farmaco, en la mayoria de los casos pueden hacerse
algunas generalizaciones referentes a la dosificacion. El régimen de dosificacion diaria para un paciente humano
adulto puede ser, por ejemplo, una dosis de aproximadamente 0,1 mg a 2000 mg de cada principio activo,
preferiblemente de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg, por ejemplo de 5 a 200 mg. En otras
realizaciones, se usa una dosis intravenosa, subcutanea o intramuscular de cada principio activo de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 100 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 60 mg, por ejemplo de aproximadamente 1 a aproximadamente 40 mg. En casos de
administracién de una sal farmacéuticamente aceptable, pueden calcularse dosificaciones basandose en la base
libre. En algunas realizaciones, la formulacion se administra de 1 a 4 veces al dia. Alternativamente las
formulaciones pueden administrarse mediante infusién intravenosa continua, preferiblemente a una dosis de cada
principio activo de hasta aproximadamente 1000 mg al dia. Tal como entenderan los expertos en la técnica, en
determinadas situaciones puede ser necesario administrar las formulaciones divulgadas en el presente documento
en cantidades que superan, o incluso superan mucho, el intervalo de dosificacion preferido mencionado
anteriormente con el fin de tratar de manera eficaz o agresiva enfermedades o infecciones particularmente
agresivas. En algunas realizaciones, las formulaciones se administraran durante un periodo de terapia continua, por
ejemplo durante una semana o mas, o durante meses o afnos.

La cantidad y el intervalo de dosificacion pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles en plasma del
resto activo que son suficientes para mantener los efectos moduladores o una concentracién eficaz minima (MEC).
La MEC variara para cada compuesto pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las dosificaciones necesarias
para lograr la MEC dependeran de caracteristicas individuales y la via de administracion. Sin embargo, pueden
usarse ensayos o bioensayos de HPLC para determinar las concentraciones en plasma.

También pueden determinarse intervalos de dosificaciéon usando el valor de MEC. Las composiciones deben
administrarse usando un régimen que mantenga los niveles en plasma por encima de la MEC durante el 10-90% del
tiempo, preferiblemente entre el 30-90% y lo mas preferiblemente entre el 50-90%.

En casos de administracion local o captacién selectiva, la concentracién local eficaz del farmaco puede no estar
relacionada con la concentraciéon en plasma.

La cantidad de formulacion administrada puede depender del sujeto que esté tratandose, del peso del sujeto, la
intensidad de la afliccién, la manera de administracion y el criterio del médico encargado.

Las formulaciones divulgadas en el presente documento (por ejemplo, la formulacion que puede incluir un
compuesto, un retinoide, un segundo lipido, un agente estabilizante y/o un agente terapéutico) pueden evaluarse
para determinar la eficacia y toxicidad usando métodos conocidos. Por ejemplo, la toxicologia de un compuesto
particular, o de un subconjunto de los compuestos que comparten determinados restos quimicos, puede
establecerse determinando la toxicidad in vitro hacia una linea celular, tal como una linea celular de mamifero, y
preferiblemente de humano. Los resultados de tales estudios predicen con frecuencia la toxicidad en animales, tales
como mamiferos, o0 mas especificamente, humanos. Alternativamente, la toxicidad de compuestos particulares en un
modelo de animal, tal como ratones, ratas, conejos o monos, puede determinarse usando métodos conocidos. La
eficacia de un compuesto particular puede establecerse usando varios métodos reconocidos, tales como métodos in
vitro, modelos de animales o ensayos clinicos con humanos. Existen modelos in vitro reconocidos para casi cada
clase de estado, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer, enfermedad cardiovascular y diversas disfunciones
inmunitarias. De manera similar, pueden usarse modelos de animales aceptables para establecer la eficacia de
productos quimicos para tratar tales estados. Cuando se selecciona un modelo para determinar la eficacia, el
experto en la técnica puede verse guiado por el estado de la técnica para elegir un modelo, dosis y via de
administracion y régimen apropiados. Evidentemente, también pueden usarse ensayos clinicos con humanos para
determinar la eficacia de un compuesto en humanos.

Si se desea, las formulaciones pueden presentarse en un envase o dispositivo dispensador que puede contener una
o mas formas de dosificacion unitarias que contienen el principio activo. El envase puede comprender por ejemplo
lamina de metal o de plastico, tal como un envase de tipo blister. El envase o dispositivo dispensador puede ir
acompanado por instrucciones para la administracion. El envase o dispensador también puede ir acompafado por
un aviso asociado con el recipiente en forma recomendada por una agencia gubernamental que regula la
fabricacion, el uso o la comercializacion de productos farmacéuticos, aviso que refleja la aprobacién por parte de la
agencia de la forma del farmaco para su administracion a humanos o veterinaria. Tal aviso puede ser, por ejemplo,
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el etiquetado aprobado por la U.S. Food and Drug Administration para la receta de farmacos, o el prospecto de
producto aprobado. También pueden prepararse composiciones que comprenden un compuesto formulado en un
portador farmacéutico compatible, colocarse en un recipiente apropiado y etiquetarse para el tratamiento de un
estado indicado.

Se entiende que, en cualquier compuesto descrito en el presente documento que tiene uno o mas estereocentros, si
no se indica expresamente una estereoquimica absoluta, entonces cada centro puede ser independientemente de
configuracion R o configuracion S o una mezcla de las mismas. Por tanto, los compuestos proporcionados en el
presente documento pueden ser enantioméricamente puros o pueden ser mezclas estereocisoméricas. Ademas se
entiende que, en cualquier compuesto que tiene uno o mas dobles enlaces que generan isdmeros geométricos que
pueden definirse como E o Z, cada doble enlace puede ser independientemente E o0 Z o una mezcla de los mismos.
Asimismo, también se pretende incluir todas las formas tautoméricas.

La invencion puede mostrarse adicionalmente a modo de ejemplo mediante referencia a los siguientes ejemplos.
Estos ejemplos son unicamente ilustrativos y no se pretende que limiten la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacion de bromuro de 2-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil}-N,N-dimetil-2-oxoetan-
aminio (HEDC)
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Preparacion del producto intermedio 1: ditetradecanoato de 2,2'-(terc-butoxicarbonilazanaodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(HEDC-BOC-IN)
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Se enfrié una disolucion de N-BOC-dietanolamina (194 g, 0,946 mol), trietilamina (201 g, 2,03 mol) y diaminopiridina
(23,1 g, 0,19 mol) en DCM (1750 ml) hasta 0°C. Se afadié una disolucién de cloruro de miristoilo (491 g, 1,99 mol)
en DCM (440 ml) a lo largo de un periodo de 50 minutos a 0-10°C, y se dejo calentar la mezcla hasta temperatura
ambiental. Se indicé una conversion completa mediante CCF tras 1,5 horas a 20-24°C. Se afadié agua (1750 ml) y
se midio6 el pH 8,3 mediante un pH-metro. Se separé la fase organica, se lavé con (1) NaHCO3 al 6% (500 ml), (2)
HCI 0,3 M (1700 ml), (3) cloruro de sodio al 12,5% (1700 ml), y se secé con sulfato de magnesio anhidro (120 g). La
evaporacion del fitrado a 50°C y 50 mbar dio 622 g de ditetradecanoato de 2,2'-(terc-
butoxicarbonilazanodiil)bis(etano-2,1-diilo), (HEDC-BOCIN). Se usd este residuo de destilacion, que solidificod al
reposar, en la siguiente etapa.

Preparacion del producto intermedio 2: sal de TFA de ditetradecanoato de 2,2-(terc-
butoxicarbonilazanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (HEDC-amina-IN)

0 o)
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Se transform6é HEDC-BOC-IN (620 g, 0,990 mol) en un liquido calentandolo brevemente en un bafio a 50°C y
después se enfrié por debajo de 25°C. Se afiadié TFA (940 ml, 1,39 kg, 1,18 mol) al liquido a lo largo de un periodo
de 30 minutos, usando enfriamiento moderado con el fin de mantener una temperatura no superior a 25°C. Habiendo
afnadido dos tercios de la cantidad de TFA, se observd desprendimiento de gas significativo. Se agité la mezcla de
reaccion durante la noche a temperatura ambiental. CCF indicé trazas de HEDC-BOC-IN. Se calentoé la mezcla de
reaccion para la destilacion de TFA a presion reducida (125-60 mbar) a partir de bafio de agua a 50-55°C, y se
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continué la destilacion hasta que se volvié muy lenta. Se absorbieron los vapores de TFA en un lavador quimico con
hidroxido de sodio al 10%. Se afiadio heptano (2000 ml), se agité y se eliminé por destilacion a presion reducida. Se
afnadié heptano (2000 ml) al residuo parcialmente solidificado y se calentd la mezcla hasta 45°C, temperatura a la
cual se formd una disolucion ligeramente turbia. Se enfrio la disolucion, se sembré a 40°C y se formé un precipitado
mediante agitacion durante un periodo de 25 minutos a 40-36°C. Habiendo enfriado y agitado durante un periodo de
40 minutos a temperatura ambiental, se aisl6 mediante filtracion el precipitado de cristales pesados y se lavo la torta
de filtro con heptano (1000 ml). Se secé la torta de filtro himeda (914 g) durante la noche a temperatura ambiental a
presion reducida (<1 mbar) para dar 635 g (100%) de sal de TFA de ditetradecanoato de 2,2’-(terc-
butoxicarbonilazanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (HEDC-amina-IN) como cristales blancos.

Preparacion del producto intermedio 3: ditetradecanoato de 2,2’-(2-(dimetilamino)acetilazanodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(HEDC-DiMeGily-IN)
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Se afiadieron N,N-dimetilglicina (56,6 g, 548 mmol), hidrato de HOBt (83,9 g, 548 mmol) y clorhidrato de EDC
(105 g, 548 mmol) a DMF (3,5 1), y se agitd la mezcla a temperatura ambiental durante un periodo de una hora. Se
formé una disolucion transparente. Se mezclé sal de TFA de HEDC-amina-IN (270 g, 442 mmol) con DCM (1,15 1) y
bicarbonato de sodio al 6% (1,15 ). Se afadi6 la fase organica separada con la amina libre a la mezcla de
acoplamiento en DMF, y se observé una precipitacion asi como un aumento de temperatura de aproximadamente
9°C. Se afiadio trietilamina (47,0 g, 464 mmol) y se agitdé la mezcla de reaccion a 25-30°C durante un periodo de
cinco horas. CCF indicd conversion incompleta y se afiadié clorhidrato de EDC adicional (29,5 g, 154 mmol).
Habiendo agitado durante la noche a temperatura ambiental, se observé una disolucién transparente, y CCF ahora
indico conversion completa. Se mezcl6 la mezcla de reaccion con DCM (2,3 1) y bicarbonato de sodio al 2% (7 1). Se
lavo la fase organica dos veces con cloruro de sodio al 1,25% (5 | cada vez) y se sec6 con sulfato de magnesio
anhidro (186 g). Se evaporo el filtrado a 50°C y 30 mbar para dar 253 g de aceite en bruto. Se cargé el material en
bruto en una columna empaquetada con 2,6 kg de gel de silice 60 (40-63 p). Se eluyd el producto con
tolueno:acetato de etilo (8:2) (4 1), y seguido por acetato de etilo:metanol (1:1) (5 I). Se evapor¢ las fracciones que
contenian producto (3,5-8 1) (50°C/250-20 mbar) para dar 208 g (66%) de ditetradecanoato de 2,2’-(2-
(dimetilamino)acetilazanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (HEDC-DiMeGly-IN) como un aceite.

Preparacion de HEDC: bromuro de 2-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-oxetanaminio
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Se agité una mezcla de HEDC-DiMeGly-IN (206 g, 337 mmol) y 2-bromoetanol (274 g, 2,19 mol) a 80°C durante un
periodo de dos horas. HPLC indicé el 8,1% de producto intermedio de dimetilglicina sin reaccionar. Tras un periodo
adicional de 40 minutos a 80°C, HPLC indicé el 7,8% de producto intermedio de dimetilglicina sin reaccionar. Se
afiadio acetato de etilo (2 I) caliente (65°C). Se lavo una filtracion de blanco de la disolucién caliente con acetato de
etilo caliente (0,5 I). Se enfriaron los filtrados combinados hasta 0°C y se inicid la cristalizacion mediante siembra. Se
enfrié lentamente la suspension de producto y se agitd a de -16 a -18°C durante un periodo de 40 minutos. Se aislo
el precipitado mediante filtracion, y se lavo la torta de filtro con acetato de etilo frio (200 ml). El secado durante la
noche (20°C/<1 mbar) dio 211 g de material en bruto. Después se recristalizé el material a partir de una mezcla de
acetato de etilo (2,1 1) y etanol (105 ml) calentando hasta 35°C y sembrando a 25°C. Se aisl6 el precipitado a 10°C,
se lavo con acetato de etilo frio (300 ml) y se secd (20°C/<1 mbar) durante la noche para dar 161 g (66%) de
bromuro de 2-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)lamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-oxoetanaminio (HEDC). HPLC indico
una pureza del 99,5%. QTOF EM ESI+: m/z 655,6 (M + H).

Ejemplo 2: Preparacion de bromuro de 2-(bis(3-(tetradecanoiloxi)propil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-
oxoetanaminio (Pr-HEDC)
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Preparacion del producto intermedio 1: 3,3’-azanodiilbis(propan-1-ol)

HN""0H + " ™"0H —— 3 o "N "N0H
H

Se sometio a reflujo una mezcla de 3-amino-1-propanol (14,5 ml, 19,0 mmol), 1-cloro-3-hidroxipropano (8 ml, 95,6
mmol) y H20 (~50 ml) a lo largo de 24 horas. Después se afiadio hidréxido de potasio (5,40 g). Tras la disolucion, se
evaporo la totalidad del H,O para dejar un aceite viscoso y grandes cantidades de cloruro de potasio. Se filtraron y
se lavaron con acetona seca y diclorometano. Se seco la fase organica sobre Na;SO., se filtro y se concentro.
Después se purifico el producto mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH para
producir 12,5 g de 3,3’-azanodiilbis(propan-1-ol).

Preparacion del producto intermedio 2: bis(3-hidroxipropil)carbamato de terc-butilo

HO/\/\u/\/\OH - HO/\/\r?l/\/\OH
‘ Boc

Se diluyé 3,3-azanodiilbis(propan-1-ol) (12,5 g, 95,4 mmol) en DCM (25 ml). Se afadié lentamente una disolucion
de dicarbonato de di-terc-butilo (26 g, 119,25 mmol) en DCM (25 ml) mientras se agitaba bajo una capa de gas Ar.
Se dejo agitar la reaccion durante la noche. Se concentré la mezcla de reaccion. La purificacion mediante
cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/Me-OH produjo bis(3-hidroxipropil)carbamato de terc-buitilo.

Preparacion del producto intermedio 3: ditetradecanoato de ((terc-butoxicarbonil)azanaodiil)bis(propano-3,1-diilo)

Se disolvieron bis(3-hidroxipropil)carbamato de terc-butilo (4,00 g, 17,3 mmol), trietilamina (4,80 ml, 34,6 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (529 mg, 4,33 mmol) en cloroformo (50 ml). Mientras se agitaba en un bafio de hielo, se afiadio
la disoluciéon de cloruro de miristoilo en ~15 min. Se llevé a cabo la adicién de tal manera que la temperatura de la
reaccion no superd 30°C. Se dejé agitar la reaccidon a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente, se
afadieron MeOH (50 ml) y solucién salina al 0,9% (50 ml) para extinguir la reaccion. Se separo la fase organica y se
lavé con NaHCO3; 1 M. Se seco el disolvente con Na;SO4, se filtr6 y se concentré a vacio para producir
ditetradecanoato de ((terc-butoxicarbonil)azanodiil)bis(propano-3,1-diilo) como un aceite.

Preparacion del producto intermedio 4: sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(propano-3,1-diilo)

/\/\/\/\/\/\)‘_o /\/\/\/\/\/\/u—o
N-Boc ———p» NHTFA
\/\/WMI__O \/\/\/\/\/\/\n_o
o o}

Se disolvio ditetradecanoato de ((terc-butoxicarbonil)azanaodiil)bis(propano-3,1-diilo) (11,3 g, 17,3 mmol) en
TFA/CHCI3 (1:1, 20 ml) y se dejo agitar la mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después se
concentro la mezcla a vacio. Esto se repitié una segunda vez. Después se disolvio el residuo en DCM y se lavé con
H20, se secd con Na,SO4 y se concentré a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un
gradiente de DCM/MeOH produjo ditetradecanoato de azanodiilbis(propano-3,1-diilo) como sal de TFA (750 mg).

Preparacion del producto intermedio 5: ditetradecanoato de ((2-(dimetilamino)acetil)azanodiil)bis(propano-3,1-diilo)
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Se diluy6 sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(propano-3,1-diilo) (750 mg, 1,35 mmol) con DCM (5 ml) y
se afiadi® a una mezcla previamente activada de N,N-dimetilglicina (154 mg, 1,49 mmol), HATU (616 mg,
1,62 mmol) y DIEA (495 ul, 2,84 mmol) en DCM (5 ml). Se purgd el producto con argéon y se agité a temperatura
ambiente durante la noche, y después se concentré. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un
gradiente de DCM/MeOH produjo 465 mg ditetradecanoato de ((2-(dimetilamino) acetil)azanodiil)bis(propano-3,1-
diilo).

Preparacion de Pr-HEDC: bromuro de 2-(bis(3-(tetradecanoiloxi)propil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-
oxoetanaminio

En un sistema sellado, se disolvié ditetradecanoato de ((2-(dimetilamino)acetil)azanaodiil)bis(propano-3,1-diilo)
(246 mg, 0,385 mmol) en ACN (10 ml), y se afadié 2-bromoetanol (500 ul). Se purgd el recipiente de reaccion con
gas inerte y después se selld. Se calento la mezcla hasta 80°C, se agité durante la noche, y después se enfrid y se
concentrod a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo
99 mg de bromuro de 2-(bis(3-(tetradecanoiloxi)propil)amino)-N-(2-hidroxietil}-N,N-dimetil-2-oxoetanaminio. QTOF
EM ESI+: m/z 683,6 (M + H).

Ejemplo 3: Preparacion de bromuro de 2-(bis(3-(oleoiloxi)propil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-oxoetanaminio
(Pr-HE-DODC)

\/\/\/\/ﬂ/\/\/\/tL
o—\__\ Y

\/\OH
/\/\/\/\:/\/\/\/_\"_0_/—/
o}
Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (Z)-((terc-butoxicarbonil)azanaodiil)bis(propano-3,1-diilo)

0 \/\/\/\/M/\/\)'—
HO SN NoH \/\/\/\/=\/\/\/\)Lc, BN _L\

Boc CHO),

/\/\/\/\_/\/\/\/\"__/J

Se disolvieron bis(3-hidroxipropil)carbamato de terc-butilo (sintesis descrita anteriormente), trietilamina y DMAP en
cloroformo. Mientras se agitaba en un bafio de hielo, se afiadié una disolucion de cloruro de oleoilo en 15 min. Se
llevd a cabo la adicion de tal manera que la temperatura de la reaccion no supero 30°C. Se dejé agitar la reaccién a
temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente, se afiadieron MeOH (50 ml) y solucion salina al 0,9%
(50 ml) para extinguir la reaccion. Se separé la fase organica y se lavd con NaHCO3 1 M. Se secé el disolvente con
Na,SO4, se filtr6 y se concentr6 para producir un aceite. Se continué con el dioleato de (Z)-((terc-
butoxicarbonil)azanodiil)bis(propano-3,1-diilo) sin purificacion adicional.

Preparacion del producto intermedio 2: sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(propano-3,1-diilo)

\/\/\/\/=\/\/\/\/<u)_° \/\/\/\/M/\/\)oLO
—\_\N—Boc S — NHTFA
/\/\/\/E/\/\/\/\"_o_/_/ R 20 T e Ve e NP Vel

Se disolvié dioleato de (Z)-((terc-butoxicarbonil)azanodiil)bis(propano-3,1-diilo) (13,2 g, 17,3 mmol) en TFA/CHCI3
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(1:1, 20 ml) y se dejo agitar la mezcla a temperatura ambiente durante 15 min. Después se concentro la mezcla a
vacio. Esto se repitié6 una segunda vez. Después se disolvié el residuo en DCM y se lavé con H20, se secd con
Na,SO.4 y se concentré. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH
produjo sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(propano-3,1-diilo) (750 mg).

Preparacion del producto intermedio 3: dioleato de (Z)-((2-(dimetilamino)acetil)azanodiil)bis(propano-3,1-diilo)

\/\/W=W\/\)L°

NHTFA \T/TOH
/\/\/\/\=/\/\/\/\n—of /VW\—/\/\/V\Q_OJ—/

Se diluy6 sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(propano-3,1-diilo) (750 mg, 1,13 mmol) con DCM (5 ml) y se
afiadié a una mezcla previamente activada de N,N-dimetilglicina (128 mg, 1,24 mmol), HATU (517 mg, 1,36 mmol) y
DIEA (413 ul, 2,37 mmol) en DCM (5 ml). Se purgd el matraz con argén y se dej6 agitar a temperatura ambiente
durante la noche. Se concentré la mezcla de reaccion, y se sometid a cromatografia en gel de silice con un
gradiente de DCM/MeOH para producir dioleato de (Z)-((2-(dimetilamino) acetil)azanodiil)bis(propano-3,1-diilo).

Preparacion de Pr-HE-DODC: bromuro de 2-(bis(3-(oleoiloxi)propil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-
oxoetanaminio

\/\/\/\/—\’/\/\/\)LO 0 A A A0 o
) / \of
_\_\N J N gr O _\ﬁN ’U\’N_\/\oH
—- B
/\/W\_:/\/\/\/\n_o /\N\/\:/\/\/\/\n_.o d
o (o]

En un sistema sellado, se disolvio dioleato de (Z)-((2-(dimetilamino)acetil)azanodiil)bis(propano-3,1-diil) (269 mg,
0,360 mmol) en ACN (10 ml) y se afiadié 2-bromoetanol (200 ul). Se purgo el recipiente de reaccion con gas inerte y
después se selld6. Se calentd la reaccion hasta 80°C y se dejo agitar durante la noche. Se enfrié la mezcla de
reaccion y se concentré. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH
produjo bromuro 2-(bis(3-(oleoiloxi)propil)amino)-N-(2-hidroxietil}-N,N-dimetil-2-oxoetanaminio (129 mg). QTOF EM
ESI+: m/z 791,7 (M + H).

Ejemplo 4: Preparaciéon de bromuro de 3-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etillamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-3-
oxopropan-1-aminio (HE-Et-DC)

A0 ! /\/\/\/\/\/\/?I—O o)
2 My

\/\/\/\/\/\/\ﬂ_o_/ \/\/\/\/\/\/\"—o-j

La sintesis de sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se diluyd
sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (1,5 g, 2,85 mmol) con DCM (10 ml) y se afiadi6 a
una mezcla previamente activada de sal de HCI de acido 3-(dimetilamino)propidnico (482 mg, 3,14 mmol), HATU
(1,30 g, 3,42 mmol) y DIEA (1,04 ml, 5,98 mmol) en DCM (10 ml). Se purg6 el matraz de fondo redondo con argén y
se dejo agitar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Se concentré la mezcla de reaccion.
La purificaciéon mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo ditetradecanoato de
((3-(dimetilamino)propanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo).

Preparacion de HE-Et-DC: bromuro de 3-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etillamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-3-
oxopropan-1-aminio
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En un sistema sellado, se disolvié ditetradecanoato de ((3-(dimetilamino)propanoil)azanaodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(606 mg, 0,970 mmol) en ACN (10 ml) y se afiadié 2-bromoetanol (500 ul). Se purgd el recipiente de reaccion con
gas inerte y después se sell6. Se calentod la reaccion hasta 80°C y se agitd durante la noche, después se enfrid y se
concentro. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo bromuro
de 3-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-3-oxopropan-1-aminio (80 mg). QTOF EM ESI+:
m/z 669,6 (M + H).

Ejemplo 5: Preparacion de bromuro de 3-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-3-oxopropan-1-
aminio (HE-Et-DODC)

N—-Boc 4 \/\/\/\/=\/\/\/\)j\c| —_— N-Boc
HO o

Se disolvieron N-Boc-dietanolamina (Aldrich 15268, n.° de lote 0001406013, PM 205,25; 17,81 g, 0,087 mol),
trietilamina (Aldrich, PM 101,19; 24,4 ml, 0,176 mol) y 4-(dimetilamino)piridina (Aldrich, PM 122,17; 2,76 g, 1,3 g,
0,023 mol) en 350 ml de cloroformo. Mientras se agitaba, se afiadié una disolucién de cloruro de oleoilo (PM 300,91;
61,6 g, 0,174 mol) en 100 ml de cloroformo en 10 min (alternativamente, se sumergio la disolucién en cloroformo de
N-Boc-dietanolamina en un bafio de hielo/agua mientras se afiadia cloruro de oleoilo). Se llevé a cabo la adicion de
tal manera que la temperatura de la mezcla de reaccién no superé 50°C. Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 2 h. Se afiadié una mezcla de 200 ml de metanol (EMD MX0485-5, lote 50350) y
200 ml de solucién salina al 0,9% (cloruro de sodio, BDH, BDH8014, n.° de lote 92717) para extinguir la reaccion. Se
separo la fase organica y se lavé con 2 x 100 ml de bicarbonato de sodio acuoso diluido (Aldrich S6014, n.° de lote
095K0143). Se elimind el disolvente mediante evaporacion rotatoria para proporcionar 59,5 g de producto en bruto
como un aceite de color amarillo palido (PM 734,14; 59,5 g, 0,081 mol, rendimiento del 100%). Se us6 este material
para la siguiente etapa sin purificacion adicional. "H-RMN (400 MHz, CDCls) 0,87 (t,6H, CHzs), 1,20-1,40 (m, 40H,
CHy), 1,45 (s, 9H, tBu CHj3), 1,59 (m, 4H, CH,CH,C(=0)), 2,00 (m, 8H, CH,CH=CH), 2,33 (t, 4H, CH>C(=0)), 3,48
(m, 4H, NCH.CH_0), 4,18 (m, 4H,NCH,CH,0), 5,33 (m, 4H, CH=CH).

Preparacion del producto intermedio 2: sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo)

0 0
NN NN S NN NN N NN
N-Boc — g NHTFA
/\/\/\/E/\/\/\/\n_o NWWM—O
0 : (0]

Se traté el dioleato de (Z)-((terc-butoxicarbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (59,5 g, 0,081 mol) dos veces con
100 ml de acido trifluoroacético (Alfa Aesar, n.° de mezcla madre A12198, n.° de lote DO7W005, PM 114,02; 100 ml,
1,35 mol) y 100 ml de cloroformo (Aldrich 154733, n.° de lote KBF5943V). Cada vez consisti6 en agitar a
temperatura ambiente durante diez minutos, y se elimind el disolvente mediante evaporacion rotatoria al final de
cada tratamiento. Tras el segundo tratamiento, se concentré la mezcla de reaccion mediante evaporacion rotatoria.
Se disolvié el residuo en 200 ml de cloruro de metileno y se lavd la mezcla con 100 ml de agua dos veces. Se
purificd el residuo mediante cromatografia en gel de silice usando una mezcla de metanol (EMD MX0485-5, lote
50350) y cloruro de metileno (EMD DX0835-5, lote 51090) como eluyente para producir 44 g de sal de TFA de
dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (44,0 g). "H-RMN (400 MHz, CDCls) 0,87 (t, 6H, CHs), 1,20-1,40 (m, 40H,
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CHa), 1,59 (m, 4H, CH,CH,C(=0)),2,00 (m, 8H, CH,CH=CH), 2,33 (t, 4H, CH,C(=0)), 3,31 (m, 4H, NCH,CH,0), 4,38
(m, 4H, NCH,CH,0), 5,33 (m, 4H, CH=CH).

Preparacion del producto intermedio 3: dioleato de (((Z)-((3-(dimetilamino)propanoil)azanaodiil)bis(etano-2,1-diilo)

~ S~ A 0 | i
o _\ \/\/WW/UhO
N OH - 0
NHTFA 7 \/ﬁg —\NJK/\N/
- -

/W\/\=/\/\N\"—o—) /\/\/\2\:/\/\/\/\"_0_/

0

Se diluyd sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (1,50 g, 2,37 mmol) con DCM (10 ml) y se
afiadio a una mezcla previamente activada de sal de HCI de acido 3-(dimetilamino)propiénico (383 mg, 2,49 mmol),
HATU (1034 mg, 2,72 mmol) y DIEA (831 ul, 4,77 mmol) en DCM (10 ml). Se purgd el matraz de fondo redondo con
argon y se dejo agitar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Se concentré la mezcla de
reaccion. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo dioleato
de (Z2)-((3-(dimetilamino)propanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo).

Preparacion de HE-Et-DODC: bromuro de 3-(bis(2-(oleoiloxi)etil)lamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-3-oxo-propan-1-
aminio

(o] o]
N N N NN NN NN NN ;
-\N i N~ ™~ —\N’?l\/\zr’\/o"‘
| ’ _/ /\
(o] ° o] °

En un sistema sellado, se disolvié dioleato de (((Z)-((3-(dimetilamino)propanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (588 mg,
0,802 mmol) en ACN (10 ml) y se afiadié 2-bromoetanol (200 ul). Se purgd el recipiente de reaccién con gas inerte y
después se selld. Se calentd la reaccion hasta 80°C y se agit6é durante la noche, después se enfrié y se concentrd a
vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo bromuro de
3-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-N-(2- hidroxietil)-N,N-dimetil-3-oxopropan-1-aminio (160 mg). QTOF EM ESI+: m/z
764,3 (M + H).

Ejemplo 6: Preparacion de bromuro de 4-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-4-oxobutan-
1-aminio (HE-Pr-DC)

Preparacion del producto intermedio 1: ditetradecanoato de ((4-(dimetilamino)butanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)

/W/\)(L = H /\/\/\/\/\'/\/?I_O
D Y Vo

I
NHTFA o ~

\/\/\/\/\/\/\rr_o_/ » \/\/\/\/\/\/\"_o_)

o )
La sintesis de sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se diluyd
sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1- diilo) (1,00 g, 1,90 mmol) con DCM (5 ml) y se ahadi6 a
una mezcla previamente activada de sal de HCI de acido 4-(dimetilamino)butirico (382 mg, 2,28 mmol), HATU
(867 mg, 2,28 mmol) y DIEA (728 ul, 4,18 mmol) en DCM (5 ml). Se purgd el matraz con argdn y se agité la mezcla
de reaccidon a temperatura ambiente durante la noche, después se concentré. La purificacion mediante
cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo ditetradecancato de ((4-
(dimetilamino)butanoil)azanodiil)bis(etano-2, 1-diilo).

Preparacion de HE-Pr-DC: bromuro de 4-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-4-oxobutan-
1-aminio
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En un sistema sellado, se disolvié ditetradecanoato de ((4-(dimetilamino)butanoil)azanaodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(300 mg, 0,469 mmol) en ACN (5 ml) y se afiadié 2-bromoetanol (500 ul). Se purgo el recipiente de reaccién con gas
inerte y después se sell6. Se calentd la reaccion hasta 80°C y se agit6é durante la noche, después se concentro. La
purificacién mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo bromuro de 4-(bis(2-
(tetradecanoiloxi)etillamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-4-oxobutan-1-aminio (140 mg). CL-EM ESI+: m/z 684,4 (M +
H).

Ejemplo 7: Preparacion de bromuro de 4-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-4-oxobutan-1-
aminio (HE-Pr-DODC)

Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (Z)-((4-(dimetilamino)butanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)

(o]
\/\/\/\/=\/\/\/\)|_o
\ ~

NHTFA ~

‘]‘/\/YOH \/\/\/\/—\/\/\/\)L—0—\'\‘JQK/\/'I1
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o [o)

La sintesis de sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se diluyo sal de
TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (1,00 g, 1,58 mmol) con DCM (5 ml) y se afiadié a una mezcla
previamente activada de sal de HCI de acido 4-(dimetilamino)butirico (317 mg, 1,89 mmol), HATU (719 mg,
1,89 mmol) y DIEA (606 ul, 3,48 mmol) en DCM (5 ml). Se purgd el matraz con argén y se agité la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante la noche, después se concentrd. La purificacion mediante cromatografia
en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo dioleato de (Z)-((4-
(dimetilamino)butanoil)azanodiil)bis(etano-2, 1-diilo).

Preparacion de HE-Pr-DODC: bromuro de 4-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-4-oxobutan-1-
aminio
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En un sistema sellado, se disolvié ditetradecanoato de ((4-(dimetilamino)butanoil)azanaodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(400 mg, 0,535 mmol) en ACN (5 ml) y se afiadié 2-bromoetanol (500 ul). Se purgo el recipiente de reacciéon con gas
inerte y después se selld. Se calentd la reaccion hasta 80°C y se agité durante la noche, después se concentrd. La
purificaciéon mediante cromatografia en gel de silice con gradiente de DCM/MeOH produjo bromuro de 4-(bis(2-
(oleoiloxi)etilyamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil- 4-oxobutan-1-aminio (255 mg). CL-EM ESI+: m/z 792,5 (M + H).

Ejemplo 8: Preparacion de bromuro de 2-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-N,N-bis(2-hidroxietil)-N-metil-2-oxoetanaminio
(HE2DODC)

o]
\/\/\/\/;\/\/\/\)\_0 0 /OH
_\N éﬁ
B 0_) Be OH
/\/\/\/\__/\/\/\/\“_ t
o]

Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (Z)-((2-bromoacetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)
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La sintesis de sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se disolvié sal
de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (1,50 g, 2,34 mmol) en DCM (20 ml) y se colocé en un bafio
de hielo. Se afadié bromuro de bromoacetilo (214 ul, 2,46 mmol) seguido por trietilamina (685 ul, 4,91 mmol). Se
retird el bafo de hielo y se dejo agitar la reaccion durante la noche a temperatura ambiente bajo gas inerte, después
se diluyé con DCM hasta 100 ml, y se lavé con HCI 1 M (75 ml), H.O (75 ml), disolucion saturada de NaHCO3
(75 ml) y disolucion saturada de salmuera (75 ml). Se sometieron todos los lavados acuosos a retroextraccion con
DCM (25 ml). Se secaron las fases organicas con MgSO., se filiraron y se concentraron a vacio. La purificacion
mediante cromatografia en gel de silice con acetato de etilo produjo dioleato de (Z2)-((2-
bromoacetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (1,22 g).

Preparacion de HE2DODC: bromuro de 2-(bis(2-(oleoiloxi)etillamino)-N,N-bis(2-hidroxietil)-N-metil-2-oxoetanaminio

En un sistema sellado, se combiné dioleato de (Z)-((2-bromoacetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (2,08 g, 2,75 mmol)
con N-metildietilamina (1,58 ml, 13,8 mmol). Se purgd el recipiente de reaccion con gas inerte y después se sell6. Se
calentd la reaccion hasta 50°C y se agitdé durante la noche, y después se concentrd. La purificacion mediante
cromatografia en gel de silice con gradiente de DCM/MeOH produjo bromuro de 2-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-N,N-
bis(2-hidroxietil)-N-metil-2-oxoetanaminio (479 mg). CL-EM ESI+: m/z 793,7 (M + H).

Ejemplo 9: Preparacion de bromuro de 2-(bis(2-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-
dimetil-2-oxoetanaminio (HEDC-DLin)

Se prepar6 bromuro de 2-(bis(2-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-
oxoetanaminio de una manera similar a HEDC con la sustitucion de cloruro de miristoilo por cloruro de (92,127)-
octadeca-9,12-dienoilo.

Ejemplo 10: Preparacion de bromuro de 2-(bis(2-(dodecanoiloxi)etillamino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-
oxoetanaminio (HEDC-12) (ejemplo comparativo)
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Se preparé bromuro de 2-(bis(2-(dodecanoiloxi)etil)amino)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2-oxoetanaminio de una
manera similar a HEDC con la sustitucién de cloruro de miristoilo por cloruro de dodecanoilo.

Ejemplo 11: Preparacion de bromuro de 2-((2-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-2-oxoetil)tio)-N-(2-hidroxietil)-N,N-
dimetiletanaminio (HES104)
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Preparacion del producto intermedio 1: ditetradecanoato de ((2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acetil)azanodiil)bis(etano-
2,1-diilo) (S104).
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La sintesis de sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se agitd
sal de TFA de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (152 g, 238 mmol) con DCM (2,3 1) y bicarbonato de
potasio al 10% (1,15 1) a 0-5°C. Se separo la fase organica y se extrajo adicionalmente la fase acuosa con DCM
(1,151). Se agitaron las fases organicas combinadas con sulfato de magnesio hidratado (236 g) durante un periodo
de 30 minutos a 0-5°C, se filtraron y se lavaron con DCM (1,15 1). A los filtrados combinados se les afhadio
clorhidrato de acido 2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acético (57,0 g, 285 mmol), clorhidrato de EDC (68,4 g, 357 mmol) y
DMAP (2,91 g, 23,8 mmol), y se agitd la suspension durante la noche a temperatura ambiental, periodo de tiempo
tras el cual se formé una disolucion transparente. Se afiadieron agua MQ (2,3 I) y metanol (460 ml) y tras haberse
agitado durante un periodo de 10 minutos se separo la fase organica transparente. Se extrajo la fase acuosa turbia
(pH 3,0) con DCM (575 ml). Se concentraron los extractos organicos combinados produciendo 143 g de material en
bruto como la sal de clorhidrato. Se transfirid el material en bruto (142,6 g) a un matraz de destilacion con DCM
(500 ml), y se ahadi6é acetato de etilo (1 I). Se calent6 la disoluciéon hasta la destilacion a presion atmosférica, y se
continué la destilacion a lo largo de un periodo de 70 minutos con el fin de obtener una temperatura del residuo de
76°C. Se obtuvo un volumen total de 1,4 | mediante adicion de acetato de etilo (800 ml), y se afiadié etanol (70 ml).
Se enfrid hasta 37°C la disolucion transparente a 50°C y se afiadieron cristales de siembra. Habiendo observado el
inicio de una cristalizacion significativa a lo largo de un periodo de 10 minutos a 37-35°C, se enfri6 la suspension y
se agité a 0°C durante la noche y se aisl6 el precipitado mediante filtracion, y se lavé con acetato de etilo frio
(210 ml). Secar hasta obtener un peso constante a temperatura ambiental a vacio con bomba de aceite a lo largo de
un periodo de 4,5 horas dio 134 g de material recristalizado como la sal de clorhidrato, sdlido cristalino blanco. Se
afadieron fosfato de tripotasio (85 g, 0,40 mol) e hidrogenofosfato de dipotasio (226 g, 1,30 mol) a agua purificada
(1,7 1), y se enfrid la disolucién formada con pH 10,9 hasta 18-20°C. Se afiadieron DCM (1,3 1) y clorhidrato de S104
recristalizado (133 g, 0,188 mol), y se agité la mezcla durante un periodo de 10 min. Se separd una fase organica
transparente a una velocidad moderada (a lo largo de un periodo de 35 minutos) y se extrajo adicionalmente la fase
acuosa turbia con DCM (650 ml). Se agitaron las fases organicas combinadas con sulfato de magnesio anhidro
(65 g) durante un periodo de 40 min, y se filtrd la mezcla, lavando con DCM (200 ml). Se evaporaron los filtrados
combinados a partir de un bafio de agua a 50°C a presion reducida (hasta 20 mbar, presion a la cual se continu6 la
evaporacion durante una hora). La evaporacion adicional a partir de un bafio de agua a 15-20°C a vacio de bomba
de aceite dio como resultado 126 g de aceite parcialmente solidificado. Enfriar en un bafio de enfriamiento a -20°C
dio la solidificaciéon completa, y tras secar a -20°C a vacio de bomba de aceite, se obtuvieron 126 g de
ditetradecanoato de ((2-((2-(dimetilamino) etil)tio)acetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (S104). HPLC indicé una pureza
del 98,1%.

Preparacion de HES104: bromuro de 2-((2-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-2-oxoetil)tio)-N-(2-hidroxietil)-N,N-
dimetiletanaminio
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En un sistema sellado, se combind ditetradecanoato de ((2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acetil)azanodiil)bis(etano-2,1-
diilo) (1,00 g, 1,49 mmol) con 2-bromoetanol (687 ul, 9,69 mmol). Se purgd el recipiente de reaccion con gas inerte y
después se selld. Se calento la reaccion hasta 75°C y se dejo agitar durante la noche, después se enfrio, y se
concentro a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con gradiente de DCM/MeOH produjo
bromuro de 2-((2-(bis(2-(tetradecanoiloxi)etil)amino)-2-oxoetil)tio)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetiletanaminio (HES104)
(790 mg). CL-EM ESI+: m/z 715,7 (M + H).
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Ejemplo 12: Preparacion de bromuro de 2-((2-(bis(2-(oleoiloxi)etil)aniino)-2-oxoetil)tio)-N-(2-hidroxietil)-
N,Ndimetiletanaminio (HES104-DO)
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Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (Z)-((2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)
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La sintesis de sal de TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se agit6 sal de
TFA de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (4,06 g, 6,41 mmol) en DCM (60 ml) con K2CO3 al 10% (30 ml) a
0-5°C. Tras 30 min, se separd la fase organica y se extrajo adicionalmente la fase acuosa con DCM (30 ml). Se
agitaron las fases organicas combinadas con MgSO. anhidro durante un periodo de 30 minutos a 0-5°C, se filtraron
y se lavaron con DCM (30 ml). A los filtrados combinados se les afiadieron acido 2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acético
(1,26 g, 7,70 mmol), sal de HCI de EDC (1,84 g, 9,62 mmol), DMAP (78,3 mg, 0,64 mmol). Se agit6 la suspension
diluida durante la noche a temperatura ambiente; periodo de tiempo tras el cual la disolucién se volvié transparente.
Al dia siguiente, se afiadieron agua desionizada (60 ml) y metanol (30 ml). Tras agitar durante 10 minutos, se aislo6 la
fase organica transparente. Se extrajo la fase acuosa turbia con DCM. Se concentraron los extractos organicos
combinados. Se filtré el material en bruto a través de un lecho de silice y se llevé a DCM (40 ml) y se afiadié PBS
(pH=11, 50 ml). Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 10 min. Después, se separo la fase organica y
se extrajo de nuevo la fase acuosa con DCM (15 ml). Se agitaron las fases organicas combinadas con MgSO;4
anhidro durante un periodo de 30 min. Después se filtré la mezcla y se lavé con DCM. Se concentraron los filtrados
combinados a vacio para producir dioleato de (Z)-((2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(3,44 g).

Preparacién de HES104-DO
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En un sistema sellado, se combiné dioleato de (Z)-((2-((2-(dimetilamino)etil)tio)acetil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(540 mg, 0,693 mmol) con 2-bromoetanol (319 ul, 4,50). Se purgé el recipiente de reaccion con gas inerte y después
se sellé. Se calentd la reaccion hasta 75°C y se dejé agitar durante la noche. Al dia siguiente, se enfrié y se
concentré a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con gradiente de DCM/MeOH produjo
bromuro de 2-((2-(bis(2-(oleoiloxi)etil)amino)-2-oxoetil)tio)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetiletanaminio (324 mg). CL-EM
ESI+: m/z 823,8 (M + H).

Ejemplo 13: Preparacion de bromuro de 2-((bis(2-(oleoiloxi)etil)carbamoil)tio)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetiletanaminio
(HETU104-DO)
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Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (Z)-((((2-(dimetilamino)etil)tio)carbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-
diilo)
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La sintesis de dioleato de (Z)-((terc-butoxicarbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) se describié anteriormente. Se
disolvio dioleato de (Z)-((terc-butoxicarbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (4,2 g, 5,72 mmol) en DCM (20 ml) y se
enfrid hasta 0°C en un bafio de hielo. Se afiadiéd TFA (20 ml) y se dejo agitar la mezcla bajo una capa de gas inerte
durante 20 minutos. Después de eso, se concentré la mezcla a vacio. Se repartid el residuo entre K.CO3 al 10%
(20 ml) y DCM (20 ml). Se agitd la mezcla en un bafio de hielo durante 20 minutos. Se recogi6 la parte organica y se
extrajo la fase acuosa turbia con DCM (2 x 10 ml). Se afadieron los extractos organicos combinados con MgSO;4
anhidro y se agitaron a 0°C durante 20 minutos. Se filtré la suspension y se lavéo con DCM (10 ml). Se afhadié
difosgeno (1,38 ml, 11,4 mmol) al material de dioleato de (Z)-azanodiilbis(etano-2,1-diilo) en DCM y se agité bajo
una capa de gas inerte a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se elimind DCM y el difosgeno en exceso a vacio.
Se llevo la sal de HCI de 2-(dimetilamino)etanotiol (4,05 g, 28,6 mmol) a DCM (50 ml) y trietilamina (5,2 ml, 37,2
mmol) y se afiadié al residuo de dioleato de (Z)-((clorocarbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo). Se dejo6 agitar la mezcla
de reaccion durante la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se diluy6 la mezcla con DCM vy se lavé con
HCI 0,3 M (75 ml), agua (75 ml) y K2CO3 al 10% (75 ml). Se sometieron todos los lavados acuosos a retroextraccion
con DCM (25 ml). Se secaron las fases organicas sobre MgSO. anhidro, se filtraron y se concentraron a vacio. La
purificacion mediante cromatografia en gel de silice con gradiente de DCM/MeOH produjo dioleato de (Z)-((((2-
(dimetilamino)etil)tio)carbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (1,90 g).

Preparacién de HETU104DO
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En un sistema sellado, se combiné dioleato de (Z)-((((2-(dimetilamino)etil)tio)carbonil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)
(615 mg, 0,804 mmol) con 2-bromoetanol (370 ul, 5,22 mmol). Se purgd el recipiente de reaccion con gas inerte y
después se selld. Se calenté la reaccion hasta 75°C y se dejo agitar durante la noche, después se enfrid y se
concentro a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de DCM/MeOH produjo
bromuro de 2-((bis(2-(oleoiloxi)etil)carbamoil)tio)-N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetiletanaminio (473 mg). CL-EM ESI+: m/z
809,8 (M + H).

Ejemplo 14: Sintesis de Dope-Glu-VA (ejemplo preparativo)
Preparacion de dioleato de (Z2)-(2R)-3-(((2-(5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-
2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-oxopentanamido)etoxi)(hidroxi)fosforilJoxi)propano-1,2-diilo (DOPE-GIlu-VA)
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Preparacion del producto intermedio 1: acido 5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-
2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-oxopentanoico

Se disolvieron anhidrido glutarico (220 mg, 1,93 mmol) y retinol (500 mg, 1,75 mmol) en diclorometano (5 ml) en un
vial de color ambar. Se afadié trietilamina (513 ul, 3,68 mmol) y se purgo el vial con argén. Se dejé agitar la mezcla
de reaccioén a temperatura ambiente durante 4 horas. Se concentré el material y se purificé mediante cromatografia
en gel de silice con un gradiente de diclorometano/metanol. Se combinaron las fracciones y se concentraron para
producir un aceite amarillento (700 mg). Se verificd el producto mediante RMN.

Preparacion de DOPE-GIlu-VA: dioleato de (Z)-(2R)-3-(((2-(5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-
en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-oxopentanamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo
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Se disolvieron 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (500 mg, 0,672 mmol), hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-
tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio (306,5 mg, 0,806 mmol) y acido 5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-oxopentanoico (269 mg, 0,672 mmol) en cloroformo/DMF
(10 ml, mezcla 1:1) en un vial de color ambar purgado con argén y se afiadid N,N-diisopropiletilamina (300 ul,
1,68 mmol). Se dejé agitar la mezcla de reaccion durante la noche a temperatura ambiente. Se concentré la mezcla
de reaccion y después se purifico mediante cromatografia en gel de silice usando un gradiente de
diclorometano/metanol. Se combinaron las fracciones y se concentraron para producir un aceite amarillento (460 mg,
61%). Se verifico el producto mediante RMN. "H-RMN (400 MHz), &+: 8,6 (d, 1H), 8,27 (d, 1H), 6,57-6,61 (dd, 1H),
6,08-6,25 (m, 4H), 5,57 (t, 1H), 5,30-5,34 (m, 4H), 5,18 (m, 1H), 4,68-4,70 (d, 2H), 4,28-4,35 (m, 1H), 4,05-4,15 (m,
1H), 3,81-3,97 (m, 4H), 3,52-3,62 (m, 1H), 3,35-3,45 (m, 2H), 2,95-3,05 (m, 1H), 2,33-2,35 (t, 3H), 2,2-2,3 (m, 7H),
1,9-2,05 (m, 17H), 1,85 (s, 3H), 1,69 (s, 3H), 1,5-1,65 (m, 6H), 1,4-1,5 (m, 2H), 1,18-1,38 (m, ~40H), 1,01 (s, 3H),
0,84-0,88 (m, 12H).

Ejemplo 15: DOPE-Glu-NH-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de dioleato de (Z)-(2R)-3-(((2-(4-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-
2,4,6,8-tetraenamido)butanamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo (DOPE-Glu-NH-VA)

Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (2)-(2R)-3-(((2-(4-
aminobutanamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo
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Se disolvieron 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (2500 mg, 3,36 mmol), Boc-GABA-OH (751 mg, 3,70 mmol)
y hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)Juronio (1531 mg, 4,03 mmol) en
DMF/cloroformo (25 ml, mezcla 1:1). Se afadié N,N-diisopropiletilamina (880 ul, 5,05 mmol) y se dej6é agitar la
mezcla a temperatura ambiente durante la noche bajo una capa de argén. Se diluyé la mezcla de reacciéon con
~200 ml de H20O y se extrajo el producto con diclorometano (3x100 ml). Se lavé el producto con ~75 ml de tampdn
PBS pH 4,0, se secaron las fases organicas con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. Después se purificd
el material mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de diclorometano/metanol, y se concentrd para
producir un aceite incoloro (2,01 g, 64%). Se verifico el producto mediante RMN. Después se llevé el material a
30 ml de HCI 2 M/dietil éter. Se dejo agitar la reaccion a temperatura ambiente en un bafio de H2O. Tras 2 horas, se
concentrd la disolucion para producir dioleato de (2)-(2R)-3-(((2-(4-
aminobutanamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo.
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Preparacion de DOPE-Glu-NH-VA: dioleato de (Z)-(2R)-3-(((2-(4-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-
1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)butanamido)etoxi)(hidroxi)fosforilJoxi)propano-1,2-diilo

OH
(o} 0 o
NN NG NG\ p NN
O/Y\O‘R\o\/\NJj\/\/NHi’ +
/\/\/\/\=/\/\/\/\n/0 H OH H
e}

Se suspendieron dioleato de (Z2)-(2R)-3-(((2-(4-aminobutanamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo
(1200 mg, 1,45 mmol), acido retinoico (500 mg, 1,66 mmol) y hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-
azabenzotriazol-1-il)uronio (689 mg, 1,81 mmol) en DMF/cloroformo (10 ml, mezcla 1:1). Se afadid N,N-
diisopropiletilamina (758 ul, 4,35 mmol). Se purgd el matraz de fondo redondo con argén y se cubrié con lamina de
aluminio. Se agité la mezcla de reacciéon a temperatura ambiente durante 4 horas, se repartié en diclorometano
(75 ml) y HO (75 ml), se extrajo con diclorometano, se seco (sulfato de sodio), se filtrd6 y se concentrd. La
purificacion mediante cromatografia en gel de silice usando un gradiente de diclorometano/metanol produjo dioleato
de (2)-(2R)-3-(((2-(4-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraenamido)butanamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-dillo (292 mg, 18%). Se caracterizé el producto
mediante CL-EM y RMN. "H-RMN (400 MHz), &1: 8,55 (s, 1H), 8,2 (d, 1H), 7,3 (s, 1H), 6,6 (dd, 1H), 6,10-6,27 (m,
5H), 5,5 (t, 1H), 5,31 (s, 4H), 5,1-5,2 (m, 2H), 4,68 (d, 2H), 4,3 (d, 2H), 4,1 (m, 2H), 3,9 (m, 8H), 3,58 (q, 4H), 3,4 (s,
4H), 3,0 (q, 4H), 2,33-2,35 (t, 3H), 2,2-2,3 (m, 7H), 1,9-2,05 (m, 17H), 1,85 (s, 3H), 1,69 (s, 3H), 1,5-1,65 (m, 6H),
1,4-1,5 (m, 2H), 1,18-1,38 (m, ~40H), 1,01 (s, 3H), 0,84-0,88 (m, 12H). EM: m/z 1112,44 (M + H").

Ejemplo 16: DSPE-PEG550-VA (ejemplo preparativo)
Preparacion de diestearato de (2R)-3-(((((45E,47E,49E,51E)-46,50-dimetil-4,44-dioxo-52-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-

1-i)-7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-dodecaoxa- 3,4 3-diazadopentaconta-45,47,49,51-tetraen-1-
il)oxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo (DSPE-PEG550-VA)

O
A A A p
O/g(\o«":o\/\ N Jj\/\o/\/oX
\/\/\/\/\/\/\/\/\n/ H

(o]
H )
@WY\'( N\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o
(o]

Preparacion del producto intermedio 1: diestearato de (2R)-3-((((2,2-dimetil-4,44-dioxo-
3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41-tridecaoxa-5,45-diazaheptatetracontan-47-il)oxi)(hidroxi)fosforil Joxi)propano-
1,2-diilo
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Se disolvieron 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (200 mg, 0,267 mmol), acido t-Boc-N-amido-dPEG12
(211 mg, 0,294 mmol) y hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio (122 mg,
0,320 mmol) en cloroformo/metanol/H,O (6 ml, 65:35:8) en un vial de centelleo de 20 ml purgado con argon. Se
afnadié N,N-diisopropiletilamina (116 ul, 0,668 mmol). Se dej6é agitar la reaccion a 25°C durante 4 horas y se
concentr6. Después se purificd el material mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de
diclorometano/metanol para producir diestearato de (2R)-3-((((2,2-dimetil-4,44-dioxo-
3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41-tridecaoxa-5,45-diazaheptatetracontan-47-il)oxi)(hidroxi)fosforil Joxi)propano-
1,2-diilo como un aceite (252 mg, 65%).

Preparacion de DSPE-PEG550-VA: diestearato de (2R)-3-(((((45E,47E,49E,51E)-46,50-dimetil-4,44-dioxo-52-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)-7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-dodecaoxa-3,43-diazadopentaconta-45,47,49,51-
tetraen-1-il)oxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo

o}
H )
0NN O O O O

OH
O)\W/;é

o o

/\/\/\/\/\/\/\/\/u\ b i
o 3 O'f\o\/\N)K/\O/\/o
\/\/\/\/\/\/\/\/\[ro H OH H B

o}
H )
%\/\K\’(N NN 2 e Vs N W T U Ve o NP VN
: 0

Se disolvié diestearato de (2R)-3-((((2,2-dimetil-4,44-dioxo-3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41-tridecaoxa-5,45-
diazaheptatetracontan-47-il)oxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo (252 mg, 0,174 mmol) en dietil éter (5 ml). Se
coloco la reaccion en un bafio de H,O a temperatura ambiente. Se afadié HCI 2 M/dietil éter (2 ml, 4 mmol) y se dejo
agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora. Después de eso, se eliminaron el disolvente y HCI en exceso a
vacio. Se suspendié el material en 2 ml de N,N-dimetilformamida en un matraz de fondo redondo purgado con
argon. Se afadieron acido retinoico (57,5 mg, 0,191 mmol), hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-
azabenzotriazol-1-il)uronio (79 mg, 0,209 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (106 ul, 0,609 mmol). El material no se
disolvio completamente, por tanto se afadi6 mas cloroformo/metanol/H,O (1 ml, mezcla de 65:35:8 v:v:v) para
obtener una reaccién homogénea. Tras 3,5 horas, se concentro la mezcla de reaccién. Después se purifico el
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material mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de diclorometano/metanol para producir
diestearato de (2R)-3-(((((45E,47E,49E,51E)-46,50-dimetil-4,44-dioxo-52-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-
7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-dodecaoxa-3,43-diazadopentaconta-45,47,49,51-tetraen-1-
il)oxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo como un sélido tostado (210 mg, 74%). Se verificd el producto mediante
RMN y CL-EM. "H-RMN (400 MHz), &x: 8,6 (s, 1H), 8,25 (d, 1H), 6,8-6,9 (dd, 1H), 6,3-6,4 (m, 1H), 6,12-6,25 (dd,
5H), 5,71 (s, 1H), 5,18 (m, 2H), 4,33 (dd, 2H), 4,13 (m, 2H), 3,95 (m, 2H), 3,74 (m, 8H), 3,63 (s, ~48H), 3,0 (q, 2H),
2,5 (t, 3H), 2,35 (s, 3H), 2,25 (t, 8H), 1,97 (m, 7H), 1,7 (3, 3H), 1,5 (m, 2H), 1,36 (m, 12H), 1,23 (m, ~56H), 1,01 (s,
6H), 0,86 (t, 12H). EM: m/z 1630,28 (M + H").

Ejemplo 17: DSPE-PEG2000-Glu-VA (ejemplo preparativo)
Preparacién de DSPE-PEG2000-Glu-VA
/\/\/\/\/\/\/\/\/U\o O,r\o\/\N/U\
\/\/\/\/\/\/\/-\/\n/ H H

o

(OCH20H2)45——NH

Preparacion del producto intermedio 1: acido 5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-
2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-oxopentanoico

NG F
iHO/U\/\)L NN NF

Se disolvieron anhidrido glutarico (115 mg, 1,01 mmol) y retinol (240 mg, 0,838 mmol) en diclorometano (3 ml) en un
vial de color ambar. Se afiadio trietilamina (257 ul, 1,84 mmol) y se purgé el vial con argdn. Se dejé agitar la reaccion
a temperatura ambiente durante la noche. Se concentrd la mezcla de reaccion y después se purific6 mediante
cromatografia en gel de silice con un gradiente de diclorometano/metanol para producir acido 5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-
dimetil-9-(2,6,6- trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-oxopentanoico como un aceite amarillento
(700 mg, 78%). Se caracteriz6 el material mediante RMN.

Preparacién de DSPE-PEG2000-Glu-VA

[o] [o] o

NW/\)L p g @
“}f‘:,‘; o\/\u)l\(OCHchz)cs—"NHz R e
M l
o] Q °
/\/\/\/\/\/\/\/\)’\0/\(\0— -~ M

4 O OcHCH s —

M H {

@f/Y\/Y\

Se disolvieron acido 5-(((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraen-1-il)oxi)-5-
oxopentanoico (43 mg, 0,108 mmol), DSPE-PEG2000-NH; (250 mg, 0,090 mmol) y hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-
tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio (45 mg, 0,117 mmol) en N,N-dimetilformamida (2 ml) en un vial de
centelleo de color ambar purgado con gas argoén. Se afiadio N,N-diisopropiletilamina (47 ul, 0,270 mmol) y se dejo
agitar la reaccion durante la noche a temperatura ambiente, después se purificd mediante cromatografia en gel de
silice con un gradiente de diclorometano/metanol para producir un aceite amarillento (59 mg, 20,7%). Se verifico el
producto mediante RMN. "H-RMN (400 MHz), &x: 706 (m, 1H), 6,59-6,66 (dd, 1H), 6,06-6,30 (m 5H), 5,56-5,60 (t,
1H), 5,17-5,23 (m, 2H), 4,35-4,42 (dd, 2H), 4,12-4,25 (m, 5H), 3,96-3,97 (m, 6H), 3,79-3,81 (t, 1H), 3,66 (m, ~180H),
3,51-3,58 (m, 2H), 3,4-3,48 (m, 4H), 3,3-3,38 (m, 2H), 2,25-2,45 (m, 14H), 1,5-2,0 (m, 15H), 1,23-1,32 (m, ~56H),
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1,01 (s, 3H), 0,85-0,88 (t, 12H).
Ejemplo 18: DOPE-Glys-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de dioleato de (Z2)-(2R)-3-(((((14E,16E,18E,20E)-15,19-dimetil-4,7,10,13-tetraoxo-21-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)-3,6,9,12-tetraazahenicosa-14,16,18,20-tetraen-1-il)oxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo
(DOPE-Glys-VA)

0 0 o
NN NG NP NN -R- 4 d
/W\/\=/\/\/\/;;§€\O ‘OHO\/\NJK/NWO'/\”)K/NO e
o
Preparacion del producto intermedio 1: dioleato de (2)-(2R)-3-(((2-(2-(2-(2-
aminoacetamido)acetamido)acetamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo

o (o}
\/\/\/\A/\/\/\/lk B~ 2 7
/\N\/\:/\/\/\/SI;E\O \OHO\/\NHZ * HOJ\/NY\uJ\/mBOC
(o]

0

o o)
NN NN N NN o-R-o )(J)\/ﬁ )?\/NH
AN\WrOJ H on \/\u \g/\u i
o]
Se disolvieron Boc-Gly-Gly-Gly-OH (382 mg, 1,34 mmol) y hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-
azabenzotriazol-1-il)uronio (532 mg, 1,4 mmol) en DMF (5 ml). Se afiadid N,N-diisopropiletilamina (488 ul, 2,8 mmol)
y se dejo agitar la mezcla a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Después de eso, se afiadio una disolucion
de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (833 mg, 1,12 mmol) en cloroformo (5 ml) y se purgd el recipiente de
reaccion con argon. Tras 16 horas a temperatura ambiente, se concentré la mezcla de reaccion y se repartié entre
diclorometano (50 ml) y H,O (50 ml), se extrajo con diclorometano (3 x 50 ml), se sec6 con sulfato de sodio, se filtro
y se concentr6. Se purificd el material mediante cromatografia en gel de silice usando un gradiente de
diclorometano/metanol para producir un residuo de aceite incoloro. A esto se le afadié HCI 2 M/dietil éter (5 ml) y se
dejo agitar la mezcla de reaccion en un bafio de H,O durante aproximadamente 2 horas. Se concentré la mezcla de
reaccion y se llevd el residuo a diclorometano (75 ml), se lavé con disolucion saturada de bicarbonato de sodio
(75 ml), se extrajo el producto con diclorometano (3x75 ml), se secd con sulfato de sodio, se filtr6 y se concentro
para producir dioleato de (2)-(2R)-3-(((2-(2-(2-(2-
aminoacetamido)acetamido)acetamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo como semisdlido (765 mg, 90%).
Se verific6 mediante RMN.

Preparacion de DOPE-Glys-VA: dioleato de (Z)-(2R)-3-(((((14E,16E,18E,20E)-15,19-dimetil-4,7,10,13-tetraoxo-21-
(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-3,6,9,12-tetraazahenicosa-14,16,18,20-tetraen-1-il)oxi)(hidroxi)fosforil Joxi)propano-
1,2-diilo

OH
v\m/v\/\/loL g' /LOK/H j’\/ N
8] O"\~O _~ N NH;
g

(0]

O 0
NN N NN P i 7«
/\/\/\/E/\/\/\/%rolH ° bswﬂknfﬂkh‘o it

(o]

Se suspendieron dioleato de (2)-(2R)-3~(((2-(2-(2-(2-
aminoacetamido)acetamido)acetamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo (765 mg, 0,836 mmol), acido
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retinoico (301 mg, 1,00 mmol), y hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-0-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio (413 mg,
1,09 mmol) en N,N-dimetilformamida (5 ml). Se afiadié N,N-diisopropiletilamina (437 ul, 2,51 mmol) y se purgo el
recipiente de reaccién con gas argén. Se afadié cloroformo (5 ml) para ayudar en la solvatacion de materiales. Se
dejo agitar la reaccion durante ~4 horas a temperatura ambiente en un matraz de fondo redondo cubierto con lamina
de aluminio. Se repartié el material entre H;O (100 ml) y diclorometano (100 ml). Se extrajo con diclorometano (3 x
100 ml), se secd con sulfato de sodio, se filirdé y se concentré. Después se purificd el material mediante
cromatografia en gel de silice usando un gradiente de diclorometano/metanol para producir dioleato de (Z)-(2R)-3-
(((((14E,16E,18E,20E)-15,19-dimetil-4,7,10,13-tetraoxo-21-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-3,6,9,12-
tetraazahenicosa-14,16,18,20-tetraen-1-il)oxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo como un aceite de color naranja
(704 mg, 70%). Se verificé el producto mediante CL-EM y RMN. "H-RMN (400 MHz), 5x: 6,90 (t, 1H), 6,21 (q, 2H),
6,08-6,12 (d, 2H), 5,83 (s, 1H), 5,31 (s, 4H), 5,30 (s, 2H), 4,37 (d, 1H), 4,15 (m, 1H), 3,91 (m, 8H), 3,59 (m, 2H), 3,29
(m, 2H), 3,01 (m, 2H), 2,28 (m, 6H), 1,95-1,98 (m, 12H), 1,44 (s, 3H), 1,5-1,6 (m, 2H), 1,44 (m, 6H), 1,24 (m, ~48H),
1,00 (s, 6H), 0,86 (t, 3H). EM: m/z 1198,42 (M + H").

Ejemplo 19: VA-PEG-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de  N1,N19-bis((16E,18E,20E,22E)-17,21-dimetil-15-0x0-23-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-
trioxa-14-azatricosa-16,18,20,22-tetraen-1-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (VA-PEG-VA)

o o o o
W”MONO\/\OM”J\/\O/\/O\/\ONO\/\O/\)L(!MONO\/\OMNW\)\%
H

Preparacion de VA-PEG-VA: N1,N19-bis((16E,18E,20E,22E)-17,21-dimetil-15-ox0-23-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-
il)-4,7,10-trioxa-14-azatricosa-16,18,20,22-tetraen-1-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida

0 o OH
HN Ao uJ\/\O/\’O\/\O/\/O\/\O/\)LN/\/\O/\/O\/\O/\/\NH; . Wo

o o ] a
Wu/\/\o/\/o\/\omuboz\/o\/\o/\,o\/\o/\)l\ u/\/\o/\/o\/\oz\/\ ﬁw\%

Se suspendieron acido retinoico (2913 mg, 9,70 mmol), hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-
azabenzotriazol-1-il)uronio (3992 mg, 10,50 mmol) y diamido-dPEG1+-diamina (3000 mg, 4,04 mmol) en N,N-
dimetilformamida (10 ml). Se afadio N,N-diisopropiletilamina (4222 pl, 24,24 mmol) y se purgd el recipiente con
argon. Se dejo agitar la reaccidn a temperatura ambiente durante la noche en un matraz de fondo redondo cubierto
con lamina de aluminio. Al dia siguiente, se repartié el material entre acetato de etilo (125 ml) y agua (125 ml). Se
extrajo con acetato de etilo (3x125 ml), se secd con sulfato de sodio, se filtré y se concentrd. Después se purifico el
material mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de diclorometano/metanol. Se combinaron las
fracciones y se concentrd para producir un aceite de color amarillo (2900 mg, 54,9%). Se verificd el producto
mediante CL-EM y RMN. "H-RMN (400 MHz), 8x: 7,1 (s, 2H), 6,87 (t, 2H), 6,51 (t, 2H), 6,12-6,20 (dd, 8H), 5,66 (s,
2H), 3,6-3,8 (m, ~44H), 3,4 (q, 4H), 3,3 (q, 4H), 2,46 (t, 4H), 2,32 (s, 6H), 1,9-2,05 (m, 10H), 1,7-1,85 (m, 15H), 1,6
(m, 4H), 1,3-1,5 (m, 6H), 1,01 (s, 12H). QTOF EM: m/z 1306 (M + H").

Ejemplo 20: VA-PEG2000-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de (2E,2’E,4E 4’E,6E,6’E,8E,8’E)-N,N'-
(3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60,63,66,69,72,75,78,81,84,87,90,93,96,99,102,105,108,11
1,114,117,120,123,126,129,132,135,138-hexatetracontaoxatetracontahectano-1,140-diil)bis(3,7-dimetil-9-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamida) (VA-PEG2000-VA)

o]
PPN HNNO\(CH?CHZ{J)‘?\/NHYY\/\Y\IP
[¢)

Preparacion de VA-PEG2000-VA: (2E,2’E,4E,4’E,6E,6’E,8E,8'E)-N,N’-
(3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60,63,66,69,72,75,78,81,84,87,90,93,96,99,102,105,108,11
1,114,117,120,123,126,129,132,135,138-hexatetracontaoxatetracontahectano-1,140-diil)bis(3,7-dimetil-9-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamida)
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Se suspendieron acido retinoico (109 mg, 0,362 mmol), hexafluorofosfato de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-
azabenzotriazol-1-il)uronio (149 mg, 0,392 mmol) y amina-PEGx-amina (333 mg, 0,151 mmol) en N,N-
dimetilformamida (3 ml). Se afiadié N,N-diisopropiletilamina (158 pl, 0,906 mmol) y se purgé el recipiente con argoén.
Se dej6 agitar la reaccion a temperatura ambiente durante la noche en un matraz de fondo redondo cubierto con
lamina de aluminio. Al dia siguiente, se repartio el material entre acetato de etilo (30 ml) y agua (30 ml). Se extrajo
con acetato de etilo (3x30 ml), se secé con sulfato de sodio, se filiréd y se concentrd. Después se purificé el material
mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de diclorometano/metanol. Se combinaron las fracciones y
se concentraron para producir (2E,2’E,4E,4’E,6E,6’E,8E,8'E)-N,N-
(3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,51,54,57,60,63,66,69,72,75,78,81,84,87,90,93,96,99,102,105,108,11
1,114,117,120,123,126,129,132,135,138-hexatetracontaoxatetracontahectano-1,140-diil)bis(3,7-dimetil-9-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamida) como un aceite de color amarillo (97 mg, 23%). Se verificé el
producto mediante CL-EM y RMN. "H-RMN (400 MHz), .: 6,85-6,92 (t, 2h), 6,20-6,32 (M, 6H), 6,08-6,12 (d, 4H),
5,72 (s, 2H), 3,55-3,70 (m, ~180H), 3,4-3,5 (m, 4H), 2,79 (m, 4H), 2,78 (s, 6H), 2,33 (s, 6H), 2,05 (m, 4H), 1,97 (s,
6H), 1,80 (m, 2H), 1,79 (s, 6H), 1,69 (s, 6H), 1,60 (m, 4H), 1,45 (m, 4H), 1,01 (s, 12H). QTOF EM: m/z 2651 (M + H").

Ejemplo 21: DSPE-PEG2000-VA (ejemplo preparativo)
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Se disolvieron DSPE-PEG2000-NH, (250 mg, 0,090 mmol), acido retinoico (3 3 mg, 0,108 mmol) y hexafluorofosfato
de N,N,N’,N’-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio (45 mg, 0,117 mmol) en N,N-dimetilformamida. Se afhadi6é
N,N-diisopropiletilamina (47 ul, 0,270 mmol) a la mezcla. Se purgé el vial de centelleo de color ambar con argén y se
dejo agitar 3 dias a temperatura ambiente. Después se purificd el material mediante cromatografia en gel de silice
usando un gradiente de diclorometano/metanol. Se combinaron las fracciones y se concentraron para producir
DSPE-PEG2000-VA como un aceite de color amarillo (245 mg, 89%). Se verificd el producto mediante RMN. 'H-
RMN (400 MHz), 84: 6,86 (dd, 1H), 6,25 (m, 1H), 6,09-6,21 (dd, 4H), 5,71 (s, 1H), 5,1-5,2 (m, 1H), 4,3-4,4 (d, 1H),
4,1-4,2 (m, 3H), 3,85-4,0 (m, 4H), 3,8 (t, 1H), 3,5-3,75 (m, ~180H), 3,4-3,5 (m, 8H), 3,3 (m, 2H), 2,35 (s, 3H), 2,26
(m, 4H), 1,70 (s, 3H), 1,55-1,65 (m, 6H), 1,47 (m, 2H), 1,23 (s, ~60H), 1,01 (s; 6H), 0,85 (t, 6H).

Ejemplo 22: diVA-PEG-diVA, también conocido como “DiVA” (ejemplo preparativo)
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Preparacion de N1,N19-bis((S,23E,25E,27E,29E)-16-((2E ,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclo-hex-1-en-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)-24,28-dimetil-15,22-dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-trioxa-14,21-
diazatriaconta-23,25,27,29-tetraen-1-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (diVA)

(o]

ZI

0. n\)j\N/V\ONO\/\OVHK/\O/\,O\/\O/\,O\/\OI\)LNz\/\of\lo\/\o/\/\

B

Preparacion del producto intermedio 1: ((5S,57S)-6,22,40,56-tetraoxo-11,14,17,25,28,31,34,37,45,48,51-undecaoxa-
7,21,41,55-tetraazahenhexacontano-1,5,57,61-tetrail)tetracarbamato de tetrabencilo, también conocido como Z-
DiVA-PEG-DiVA-IN

o}
x

o] o
HzN’V‘o’\'o\/‘o’\/‘NJ’\/‘O’\'OV‘O’\'OWO’\)‘N’\/‘O’\’O\/‘O’V‘NH,
H

SUN S ? 2 R0
o \.)kNVONO\/\O»\/\NJ’\/\O/\,O\/\O,\,O\/\O/\)&N;\/\O/\,O\/\o/v\u +°
2 H H H

o 3 ]

N0 S

T g

Se purgd un matraz de reaccion de 1 | enfriado hasta 5 - 10°C con nitrégeno y se cargé con diclorometano (300 ml),
d-PEG-11-diamina (Quanta lote EK1-A-1100-010, 50,0 g, 0,067 mol), Z-(L)-Lys(Z)-OH (61,5 g, 0,15 mol), e hidrato
de HOBLt (22,5 g, 0,15 mol). Se ahadié 4-metilmorfolina (4-MMP) (15,0 g, 0,15 mol) a la suspensién y se observé una
ligera reaccion exotérmica. Se afiadié una suspension de clorhidrato de EDC (43,5 g, 0,23 mol) y 4-MMP (20,0 g,
0,20 mol) en diclorometano (150 ml) a lo largo de un periodo de 30 minutos, y se requirié enfriamiento moderado con
el fin de mantener una temperatura de 20-23°C. Se agitdé la disolucion ligeramente turbia durante la noche a
temperatura ambiental, y HPLC indica terminacion de la reaccion. Se afiadié agua desionizada (300 ml) y tras
haberse agitado durante 10 minutos, se observé una rapida separacion de fases. Se extrajo la fase acuosa con
diclorometano (150 ml) con una separacion de fases algo mas lenta. Se lavaron los extractos organicos combinados
con bicarbonato de sodio al 6% (300 ml) y se secaron con sulfato de magnesio (24 g). La evaporacion a partir de un
bafio de agua a 40-45°C a presion reducida da 132 g de producto en bruto. Se cargd una disolucion de producto en
bruto (131 g) en metanol al 8% en acetato de etilo en una columna de gel de silice 60 (40-63 n), empaquetada con
metanol al 8% en acetato de etilo. Se eluyé la columna con metanol al 8% en acetato de etilo (7,5 1). Se evaporaron
las fracciones que contenian producto suficientemente puro (5,00-7,25 1) a partir de un bafio de agua a 45°C a
presion reducida y 83,6 g de producto purificado. Se cargd una disolucién de producto purificado (83,6 g) en
diclorometano (200 ml) sobre una columna de Dowex 650 C (H") (200 g), que se habia lavado con diclorometano
(250 ml). Se eluyd la columna con diclorometano (200 ml). Se secaron las fracciones que contenian producto
combinadas (300-400 ml) con sulfato de magnesio (14 g) y se evaporaron a partir de un bafio de agua a 45°C a
presién reducida para producir ((5S,57S)-6,22,40,56-tetraoxo-11,14,17,25,28,31,34,37,45,48,51-undecaoxa-
7,21,41,55-tetraazahenhexacontano-1,5,57,61-tetrail)tetracarbamato de tetrabencilo, también conocido como Z-
DiVA-PEG-DiVA-IN (77,9 g, pureza mediante HPLC del 94,1%).

Preparacion del producto intermedio 2: N1,N19-bis((S)-16,20-diamino-15-ox0-4,7,10-trioxa-14-azaicosil)-
4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida, también conocida como DiVA-PEG-DiVA-IN
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Se purgd un matraz de reaccion de 1 | con nitrégeno y se cargé con metanol (600 ml) y Z-DiVA-PEG-DiVA-IN (92,9,
60,5 mmol). Se agitd la mezcla bajo nitrégeno hasta que se obtuvo una disolucion. Se afiadi6 el catalizador, Pd al
10%/C/agua al 50% (Aldrich, 10 g). Se evacu6 la mezcla, y después se iguald la presion mediante nitrégeno. Se
evacuo la mezcla, y después se iguald la presion mediante hidrégeno. Garantizando un flujo constante y bajo de
hidrégeno sobre la mezcla de reaccion, se inicié el agitador. Se continué la hidrogenacion en un flujo de hidrégeno
durante una hora. Después se cerro el sistema y se continué la hidrogenaciéon a ~0,1 bar durante una hora. Se
evacuo la mezcla y después volvié a presurizarse hasta ~0,1 bar con hidrégeno. Tras otra hora de hidrogenacion, se
evacud la mezcla y después volvié a presurizarse hasta 0,1 bar con hidrégeno. Se continud la agitacion bajo
hidrégeno durante 15 horas tiempo tras el cual no pudo detectarse nada de material de partida mediante HPLC. Se
evacuo la mezcla, y después se iguald la presion mediante nitrogeno. Se evacud la mezcla, y después se iguald la
presion mediante nitrogeno. Después se filtré la mezcla de reaccion sobre un lecho de Celite 545. Se lavé la torta de
filtro con metanol (100 ml). Se concentré el filirado combinado finalmente a 45°C y a una presién de menos de
50 mbar. Se afiadio tolueno (100 ml) y se concentré de nuevo la mezcla resultante finalmente a 45°C y a una presion
de menos de 40 mbar para producir N1,N19-bis((S)-16,20-diamino-15-oxo-4,7,10-trioxa-14-azaicosil)-4,7,10,13,16-
pentaoxanonadecano-1,19-diamida, también conocida como DiVA-PEG-DiVA-IN (63,4 g), como un aceite que se
solidifica al reposar.

Preparacion de DiVA-PEG-DiVA: N1,N19-bis((S,23E,25E,27E,29E)-16-((2E ,4E ,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-
trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)-24,28-dimetil-15,22-dioxo-30-(2,6,6-tri-metilciclohex-1-en-1-il)-
4,7,10-trioxa-14,21-diazatriaconta-23,25,27,29-tetraen-1-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida

o
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N H
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Se llend un reactor de 2 | con argén y se cargé con diclorometano (500 ml), DiVA-PEG-DiVA-IN (52,3 g, 52,3 mmol),
acido retinoico (70,6 g, 235 mmol) y 4-N,N-dimetilaminopiridina (2,6 g, 21,3 mmol). Se agité la mezcla bajo argén
hasta que se disolvié (~20 minutos). Manteniendo la temperatura de la reaccién a 10 - 20°C, se afiadio 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (70,6 g, 369 mmol) en porciones a lo largo de un periodo de 10 - 15 minutos
(la reaccion fue ligeramente exotérmica durante los primeros 30 - 60 minutos). Se cubrid el reactor con lamina de
aluminio y se agité la mezcla a 18 - 21°C durante 15-20 horas. Se afadié hidroxitolueno butilado (BHT) (25 mg) y
después se vertid la mezcla de reaccion sobre hidrogenocarbonato de sodio al 6% acuoso (500 ml) mientras se
mantenia una atmosfera de argén sobre la mezcla. Se separ6 la fase organica. Se lavo la fase acuosa con
diclorometano (50 ml). Se seco la fase organica combinada con sulfato de magnesio (150 g) bajo atmdsfera inerte y
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protegido de la luz. Se separd por filtracion el agente de secado (se prefiere un filtro a presion) y se lavd la torta de
filtro con diclorometano (500 ml). Se concentré el filtrado mediante evaporacion a presion reducida usando un bafio
de agua de 35-40°C. Al residuo aceitoso se le afiadié tolueno (150 ml) y se evaporé de nuevo para producir un
residuo semisodlido de 210 g. Se disolvié este residuo en diclorometano (250 ml) y se aplicé sobre una columna
preparada a partir de gel de silice 60 (1,6 kg) y metanol al 0,5% en diclorometano (4 1). Se eluy6 la columna con
diclorometano (7,2 1), 2), metanol al 3% en diclorometano (13 I), metanol al 5% en diclorometano (13 1), metanol al
10% en diclorometano (18 I). Se tomé una fraccion de 10 I, y después se tomaron fracciones de 2,5 |. Se tomaron
muestras de las fracciones protegidas de la luz, se purgaron con argén y se sellaron. Se analizaron las fracciones
tomadas mediante CCF (metanol al 10% en diclorometano, UV). Se analizaron adicionalmente mediante HPLC las
fracciones que contenian DiVA-PEG-DiVA. Volvieron a purificarse 5 fracciones puras a < 85% (dieron 32 g de
residuo de evaporacién) de la misma manera, usando sélo el 25% de las cantidades originales de gel de silice y
disolventes. Se combinaron las fracciones puras a >85% mediante HPLC y se evaporaron a presion reducida,
usando un bafio de agua de 35 - 40°C. Volvié a disolverse el residuo de evaporacion (120 g) en diclorometano (1,5 1)
y se hizo pasar lentamente (aproximadamente 1 hora) a través de una columna preparada a partir de agente de
intercambio i6nico Dowex 650C, forma H* (107 g). Después se lavé la columna con diclorometano (1 1). Se mezclé
bien el eluato combinado (3277,4 g) y se evapord una muestra (25 ml, 33,33 g) finalmente a temperatura ambiente y
a presion de < 0,1 mbar para proporcionar 0,83 g de una espuma. A partir de esta cifra se calcul6 por tanto que la
cantidad total de material sélido producia 80,8 g (72,5%). Se concentraron los 3,24 kg restantes de disolucion hasta
obtener 423 g. Se concentraron adicionalmente 266 g de esta disolucién para producir un jarabe y después volvieron
a disolverse en etanol abs. (200 ml). Se continud la evaporacioén a presion reducida, usando un bafio de agua de 35
- 40°C, para producir una disolucién en etanol final de 94,8 g que contenia 50,8 g (el 53,6% p/p) de N1,N19-
bis((S,23E,25E,27E,29E)-16-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraenamido)-24,28-dimetil-15,22-dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-trioxa-14,21-diazatriaconta-
23,25,27,29-tetraen-1-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida, también conocida como DiVA-PEG-DiVA,
también conocida como “DiVA”. Se caracterizé mediante RMN y QTOF. "H-RMN (400 MHz), 84: 7,07 (t, 2H), 7,01 (1,
2H), 6,87-6,91 (m, 4,0H), 6,20-6,24 (m, 10H), 6,10-6,13 (m, 8H), 5,79 (s, 2H), 5,71 (s, 2H), 4,4 (q, 2H), 3,70 (t, 6H),
3,55-3,65 (m, ~34H), 3,59 (t, 6H), 3,4 (m, 2H), 3,25-3,33 (m, 10H), 3,16 (m, 2H), 2,44 (t, 4H), 2,33 (s, 12H), 1,97-2,01
(m, 12H), 1,96 (s, 6H), 1,7-1,9 (m, 12H), 1,69 (s, 12H), 1,5-1,65 (m, 12H), 1,35-1,5(m, 24H), 1,01 (s, 24H). QTOF EM
ESl+: m/iz2128 (M + H").

Ejemplo 23: DOPE-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de dioleato de (Z2)-(2R)-3-(((2-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraenamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo (DOPE-VA)
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Preparacion de DOPE-VA: dioleato de (Z)-(2R)-3-(((2-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo

A una disolucién de acido retinoico (250 mg, 0,83 mmol) en dietil éter con agitacion (20 ml) a -78°C, se le afiadié una
disolucioén de trifluoruro de (dietilamino)azufre (130 pl, 0,90 mmol) en éter frio (20 ml) a través de una jeringa. Se
saco la mezcla de reaccion del bafio frio y se continud la agitacion a temperatura ambiente durante 2 h adicionales.
Al final, se eliminé el disolvente mediante evaporacion rotatoria. Volvio a disolverse el residuo en cloroformo (50 ml)
en presencia de Na,COs; sdlido (50 mg). A esta disolucion se le afiadié 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(600 mg, 0,81 mmol) y se agitd la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 24 h adicionales. Se eliminé
el disolvente mediante evaporacion rotatoria. Se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de silice con un
gradiente de diclorometano/metanol para producir dioleato de (Z)-(2R)-3-(((2-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-
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trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)propano-1,2-diilo (240 mg, 28%). 'H-
RMN (400 MHz, CDCIs) 6 0,87 (t, 6H, CHs), 1,01 (s, 6H, CHz3) 1,20-1,40 (m, 40H, CHz2), 1,40-1,60 (m, 8H, CH>), 1,70
(s, 3H, CH3-C=C), 1,80-2,10 (m, 8H), 2,32 (m, 4H, CH2C(=0)), 3,50 (m, 2H), 3,92-4,18 (m, 5H), 4,35 (m, 2H), 5,20
(m, 1H, NHC(=0)), 5,31 (m, 4H, CH=CH), 5,80-6,90 (m, 6H, CH=CH).

Ejemplo 24: DC-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de ditetradecanoato de (((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraenoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (DC-VA)

o
/\/\/\/\/\/\)Lo
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\/\/\/\/\/\/\H_OH
0

Preparacion de DC-VA: ditetradecanoato de (((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-
2,4,6,8- tetraenoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)

A una disolucién de acido retinoico (600 mg, 2,0 mmol) en dietil éter (25 ml) con agitacion a -78°C, se le afiadié una
disolucion de trifluoruro de (dietilamino)azufre (0,3 ml, 2,1 mmol) en 5 ml de éter frio a través de una jeringa. Se saco
la mezcla de reaccion del bafio frio y se continué la agitacién a temperatura ambiente durante 1 h adicional. Tras
eliminarse el disolvente mediante evaporacion rotatoria, volvié a disolverse el residuo en diclorometano (20 ml) en
presencia de Na>CO3; sélido (25 mg). A esta disolucion se le afiadié el ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-
diilo) (1,05 g, 2,0 mmol), y se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 24 h adicionales. Se
diluyé la mezcla de reaccion con diclorometano (50 ml) y se secd sobre MgSO4. Tras eliminarse el disolvente
mediante evaporacion rotatoria, se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de
diclorometano/metanol para producir ditetradecanoato (((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraenoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (800 mg, 50%). 'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 0,87 (t, 6H, CH),
1,02 (s, 6H, CH3) 1,20-1,40 (m, 40H, CH>), 1,40-1,60 (m, 8H, CH>), 1,70 (s, 3H, CH3-C=C), 1,97 (s, 3H, CH3-C=C),
2,05 (m, 2H, CHy), 2,15 (s, 3H, CHs-C=C), 2,32 (m, 4H, CH,C(=0)), 3,67 (m, 4H, NCH>CH0), 4,15-4,30 (m, 4H,
NCH>CH0), 5,80-6,90 (m, 6H, CH=CH).

Ejemplo 25: DC-6-VA (ejemplo preparativo)

Preparacion de ditetradecanoato de ((6-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraenamido)hexanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (DC-6-VA)

0O

\/\/\/\/\/\/\ﬂ_o/—/ ©

(o]
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Preparacion del producto intermedio 1: sal de TFA de ditetradecanoato de ((6-aminohexanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-
diilo)

o o
/\/\/\/\/\/\)L /\/\/\/\/\/\)L
. o\—\NH oHN )ol\/\/\/ NH2TFA
\/\/\/\/\/\/\n_o’_/ WFOH
o )

Se disolvio una mezcla de ditetradecanoato de azanodiilbis(etano-2,1-diilo) (2,5 g, 4,8 mmol), acido Boc-amino-
caproico (1,3 g, 5,6 mmol), N,N'-diciclohexilcarbodiimida (1,3 g, 6,3 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (2,6 ml,
0,015 mmol) en piridina (40 ml). Se agité la disolucion a 60°C durante la noche. Se diluyé la mezcla con
diclorometano (50 ml) y se lavo con solucion salina (3x50 ml). Tras concentrarse mediante evaporacion rotatoria, se
traté el residuo con acido trifluoroacético/diclorometano (100 ml, 1:1). Se concentré la mezcla y volvié a disolverse
en diclorometano (50 ml) y se lavé con solucién salina (3x50 ml). Se aislo la fase organica y se concentré para
producir sal de TFA de ditetradecanoato de ((6-aminohexanoil)azanaodiil)bis(etano-2,1-diilo) (1,5 g, 33%).

Preparacion de DC-6-VA: ((6-((2E,4E,B6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-
tetraenamido)hexanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo)

(¢}

/\/\/\/\/\/\)Lo 0
\_\NJ\/\/\/NHz'TFA ., TR0

NSNS

(o)

o}

/\/\/\/\/\/\)L |
O\_\NJOI\/\/\/“M
— o

NN NN

O

A una disolucién de acido retinoico (800 mg, 2,67 mmol) en dietil éter (40 ml) con agitacion a -78°C, se le afiadié una
disolucioén de trifluoruro de (dietilamino)azufre (0,4 ml, 22,80 mmol) en éter frio (7 ml) a través de una jeringa. Se
saco la mezcla de reaccion del bafio frio y se continud la agitacion a temperatura ambiente durante 1 h adicional.
Tras eliminarse el disolvente mediante evaporacion rotatoria, volvid a disolverse el residuo en diclorometano (25 ml)
en presencia de Na;COs3 sdlido (40 mg). A esta disolucién se le afiadid la sal de TFA de ditetradecanoato de ((6-
aminohexanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (1,5 g, 1,6 mmol) y se agitd la mezcla de reaccidon a temperatura
ambiente durante 24 h adicionales. Se diluy6 la mezcla de reaccién con diclorometano (50 ml) y se sec6 sobre
MgSO.. Tras eliminarse el disolvente mediante evaporacion rotatoria, se purifico el residuo mediante cromatografia
en columna usando metanol al 5%/diclorometano como eluyente para producir ((6-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-
(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)hexanoil)azanodiil)bis(etano-2,1-diilo) (360 mg, 24%). 'H-
RMN (400 MHz, CDCIs) & 0,87 (t, 6H, CHs), 1,02 (s, 6H, CHs) 1,20-1,40 (m, 42H, CH,), 1,40-1,60 (m, 12H, CH,),
1,70 (s, 3H, CHs-C=C), 1,97 (s, 3H, CH3-C=C), 2,05 (m, 2H, CHy), 2,15 (s, 3H, CH3-C=C), 2,32 (m, 6H, CH,C(=0)),
3,20 (m, 2H, CH2NHC(=0)), 3,56 (m, 4H, NCH,CH20), 4,15-4,30 (m, 4H, NCH.CH-0), 5,10 (m, 1H), 5,80-6,90 (m,
6H, CH=CH).

Ejemplo 26: Sintesis de satDiVA (ejemplo preparativo)
Preparacion de N1,N19-bis((16S)-16-(3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanamido)-24,28-dimetil-15,22-

dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-trioxa-14,21-diazatriacontil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-
1,19-diamida (satDIVA).
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Preparacion del producto intermedio 1: acido 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoico

M‘) K- M

Se disolvié acido todo-trans-retinoico (2000 mg, 6,66 mmol) en hexanos/IPA (3:1, 40 ml) con ayuda de sonicacion.
Se coloco el material en una botella de agitador Parr y se purgd con gas inerte. Se afiadié Pd al 10%/C (200 mg) y
se purgo el recipiente una vez mas con gas inerte. Se colocé el material en el agitador Parr durante la noche con
>70 psi de gas hidrogeno. Después se filtré la mezcla de reaccién a través de un lecho de Celite y se concentré para
producir acido 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoico (2 g).

Preparacion de satDIVA: N1,N19-bis((16S)-16-(3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanamido)-24,28-
dimetil-15,22-dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-trioxa-14,21-diazatriacontil)-4,7,10,13,16-
pentaoxanonadecano-1,19-diamida

(o] (o]
HZN\.)l\N’\/\OI\’O‘/\OI\/\NJK/\OI\’O‘/\O’\’O‘/\O,\)L”VONO‘/\OMN NH,
i H H
H_o

o N\)J\ ’\/\o’\rox/\o’\/‘NJk/\o’\/o\/\o’\/o\/‘o’\)L ’\/\o’\/ox/\o’\/‘

Se prepar6 N1,N19-bis((16S)-16-(3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanamido)-24,28-dimetil-15,22-
dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-trioxa-14,21-diazatriacontil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-
diamida, también conocida como satDIVA, de una manera similar a diva-PEG-diVA a partir de la N1,N19-bis((S)-
16,20-diamino-15-oxo0-4,7,10-trioxa-14-azaicosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida anteriormente
descrita con la sustitucion de acido todo-trans-retinoico por acido 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-
il)nonanoico. QTOF EM ESI+: m/z 2161, 2163, 2165y 2167 (M + H)

Ejemplo 27: Sintesis de simDiVA (ejemplo preparativo)

Preparacion de N1,N19-bis((S)-15,22-dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-16-(9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-
illnonanamido)-4,7,10-trioxa-14,21-diazatriacontil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (simDiVA).
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Preparacioén del producto intermedio 1: trifluorometanosulfonato de 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo

O OTf
—_—

A una disolucién de 2,2,6-trimetilciclohexanona en THF seco a -78°C bajo nitrégeno se le afiadié gota a gota una
disolucion 2 M de diisopropilamida de litio. Se agité la mezcla a -78°C durante 3 h. Después se afiadié gota a gota
una disolucién de N-fenil-bis(trifluorometanosulfonimida) en THF (a -78°C). Se coloc6 el matraz de reaccién en nieve
carbonica y se agitdé durante la noche. Se continud la agitacion a temperatura ambiente durante 3 h tiempo en el cual
todo el material se habia disuelto. Se concentrd la mezcla de reaccién y se afiadié el residuo lentamente a hexano
(350 ml) con agitacion vigorosa. Se retiré el material sélido mediante filtracion y se lavé con hexano (2 x 50 ml). Se
concentro el filtrado y se afiadié mas hexano (150 ml). Se retird el material sélido mediante filtracion y se concentrd
el filtrado. Se repitid la precipitacion una vez mas tras lo cual se purificd el residuo mediante cromatografia
ultrarrapida (silice, hexano) para dar trifluorometanosulfonato de 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo como un aceite
incoloro (23,2 g, rendimiento del 60%).

Preparacion del producto intermedio 2: 9-(bromozincio)nonanoato de etilo

o

o)

En un tubo de reaccion seco bajo nitrogeno se cargaron polvo de zinc (3,70 g, 56,6 mmol), yodo (479 mg,
1,89 mmol) y DMA seca (20 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente hasta que desaparecio el color del yodo.
Se afiadio 9-bromononanoato de etilo, y se agitd la mezcla a 80°C durante 4 horas y después a temperatura
ambiente durante la noche. (Se comprobd que se completd la reacciéon de insercion de zinc mediante analisis por
CG-EM de la mezcla de reaccién hidrolizada). Se usé la mezcla de reaccion sin tratamiento adicional en la etapa
posterior. CG-EM m/z 186 [M]+ (nonanoato de etilo).

Preparacion del producto intermedio 3: 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoato de etilo

* 0 o
oTf Ban/\/\/\/\)LO/\ —_— MO/\

A 9-(bromozincio)nonanoato de etilo recién preparado (37,7 mmol) en dimetilacetamida bajo nitrégeno en un tubo de
reaccion se le afadié trifluorometanosulfonato de 2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-ilo (10,8 g, 39,6 mmol) seguido por
tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (872 mg, 0,754 mmol). Se sell6 el tubo y se agit6é la mezcla a 95°C durante 2 h. Se
dejo enfriar la mezcla de reaccion y después se vertio en dietil éter (100 ml). Se decanté la fase superior y se lavo la
fase inferior dos veces con dietil éter (2 x 25 ml). Se lavaron las fases de éter combinadas con NH.Cl sat. y
salmuera, se secaron (MgSOQ.) y se concentraron para dar material en bruto (~12 g). Se purificé el material mediante
cromatografia ultrarrapida (silice, EtOAc a del 0 al 1,5% en hexano). Se agito6 el aceite obtenido a vacio durante 8 h
con el fin de retirar la mayor parte del producto secundario, nonanoato de etilo, y después se purificé6 mediante una
segunda cromatografia ultrarrapida (silice, tolueno a del 0 al 15% en hexano). Se analizaron las fracciones mediante
CL-EM y CG-EM. Se recogieron las fracciones mas puras y se concentraron a una temperatura inferior a 25°C para
dar 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoato de etilo como un aceite incoloro (6,16 g, rendimiento del 53% a lo
largo de dos etapas). CL-EM ESI+ m/z 309 [M+H]+; CG-EM m/z 308 [M]+.

Preparacion del producto intermedio 4: acido 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoico
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A 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoato de etilo (13,2 g, 42,9 mmol) en etanol (80 ml) se le afiadi6 KOH 4 M
(43 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 1,5 h. Se afiadié agua (350 ml) y se lavé la disolucion
con terc-butil metil éter (2 x 100 ml). Se enfrié la fase acuosa de SimVA, se acidific6 con HCl 4 M (~45 ml) y se
extrajo con pentano (3 x100 ml). Se lavaron los extractos de pentano combinados con agua (200 ml), se secaron
(MgSO0.), se filtraron, se concentraron y se secaron a alto vacio. Volvio a disolverse el material en pentano (100 ml),
se concentrd y se seco a alto vacio una vez mas para dar acido 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoico como un
aceite incoloro (11,1 g, rendimiento del 92%). EM ESI- m/z 279 [M-H]".

Preparacion de simdiVA: N1,N19-bis((S)-15,22-dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-16-(9-(2,6,6-trimetilciclohex-
1-en-1-il)nonanamido)-4,7,10-trioxa-14,21-diazatriacontil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida.

Q Q o' NH,
HIN I g O g e g e O g O g~y g~ O~ 2
;N0 o™~ N0 0 o~y o™~
NH; oH NH,
MO
Ff o

o n\)j\ ’\/‘0’\'0‘/\0’\/‘N?\/‘O’\’O‘/\o’\’o\/\o/\}u’\/\o’\’o‘/‘o’\/\

M (ot

Se preparo simDIVA de una manera similar a diVA a partir de la N1,N19-bis((S)-16,20-diamino-15- oxo-4,7,10-trioxa-
14-azaicosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida anteriormente descrita con la sustitucion de acido
todo-trans-retinoico por 4cido 9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)nonanoico. QTOF EM ESI+: m/z 2050 (M + H")

Ejemplo 28: Sintesis de DiVA-PEG18 (ejemplo preparativo)
Preparacion de (2E,2'E,2"E,4E4’E 4’E,6E,6'E,6"E,8E,8'E,8"E)-N,N’,N"-((5R,69R,76E,78E,80E,82E)-77,81-dimetil-
6,68,75-trioxo-83-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40,43,46,49,52,55,58,61,64-

nonadecaoxa-7,67,74-triazatrioctaconta-76,78,80,82-tetraeno-1,5,69-triil )tris(3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-
1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamida) (DIVA-PEG18).

o o}
Q:NVWH uNO\/\ONOV\ONO\/\OI\,O./NOI\,Owof\,owof\,o\/\ot\,o\/\of\,o\/\ov\,o\/\u )k/ HM
o L\k(:
WNN ) HN, Ay N
o} 5 .

Se prepard (2E,2’E,2’E 4E,4’E 4’E, ,6E,6’'E,6"E,8E,8'E,8"E)-N,N’,N"-((5R,69R,76E,78E,80E,82E)-77,81-dimetil-
6,68,75-trioxo-83-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40,43,46,49,52,55,58,61,64-
nonadecaoxa-7,67,74-triazatrioctaconta-76,78,80,82-tetraeno-1,5,69-triil )tris(3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-
1-i)nona-2,4,6,8-tetraenamida), también conocida como DIVA-PEG18, de una manera similar a diVA con la
sustitucion de diamido-dPEG1¢-diamina por PEG1g-diamina. CL-EM ESI+: m/z 2305 (M + Na).

Ejemplo 29: Sintesis de TriVA (ejemplo preparativo)

Preparacion de TriVA
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No pudo generarse un nombre para esta estructura

Preparacion del producto intermedio 1: (S)-6-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((S)-2,6-
bis(((benciloxi)carbonil)amino)hexanamido)hexanoato de metilo

Hn-Cb2
HN,Cbz HN’CbZ
u 9
I Cbz’N\;)Lu o
OH + NP0 \‘\ 0
0 0

HN_

Cbz\N
H

Cbz

Se purgd un matraz con gas inerte y se suspendieron sal de HCI de H-Lys(Z)-OMe (4 g, 12,1 mmol), hidrato de
HOBt (1,84 g, 13,6 mmol), Z-Lys(Z)-OH (5,64 g, 13,6 mmol) en diclorometano (50 ml). Se afadi6 NMM (1,5 ml,
13,6 mmol) a la suspension y la disolucion se volvié transparente. Se afiadié una suspension de sal de HCl de EDC
(4,01 g, 20,9 mmol) y NMM (2,0 ml, 18,2 mmol) en diclorometano (50 ml) a lo largo de un periodo de 10 minutos. Se
agito la reaccion durante la noche a temperatura ambiente, después se lavo con HCI 1 M (100 ml), HO (100 ml),
disolucién saturada de bicarbonato (100 ml) y disolucion saturada de salmuera (100 ml). Se sometieron todos los
lavados acuosos a retroextraccion con diclorometano (50 ml). Se secaron las fases organicas con Na>SOs, se
filtraron y se concentraron. Se purificé el material mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de
diclorometano/metanol para producir (S)-6-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((S)-2,6-
bis(((benciloxi)carbonil)amino)hexanamido)hexanoato de metilo (6,91 g).

Preparacion del producto intermedio 2: acido (S)-6-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((S)-2,6-bis(((benciloxi)carbonil)
amino)hexanamido)hexanoico

Cbz
pn-CZ HN
o
(o} H
H N OH
cm'N\.)Ln(;)\ > che \)LHJ{
; H

HN,

HN_ Cbz

Cbz

Se disolvié 6-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((S)-2,6-bis(((benciloxi)carbonil)amino)hexanamido)hexanoato (6,91 g,
10 mmol) con metanol (50 ml). Se afiadié KOH (2,24 g, 40 mmol) y se dejo agitar la mezcla a 35°C. Tras 2 horas, se
extinguiod la reaccion afiadiendo H>O (200 ml) y se lavé la mezcla con dietil éter (50 ml). Después de eso, se ajusto el
pH a ~2 con HCI 1 M. Se extrajo el producto con diclorometano (3x100 ml), se secd con Na;SOu, se filtré y se
concentro para producir acido (S)-6-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((S)-2,6-
bis(((benciloxi)carbonil)amino)hexanamido)hexanoico (4 g).

Preparacion del producto intermedio 3: N1,N19-bis((16S,19S)-19,23-diamino-16-(4-aminobutil)- 15,18-dioxo-4,7,10-
trioxa-14,17-diazatricosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida protegida con (Cbz)s
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Se purgé un matraz de fondo redondo con gas inerte y se suspendieron diamido-dPEG11-diamina (1 g, 1,35 mmol),
acido  (S)-6-(((benciloxi)carbonil)amino)-2-((S)-2,6-bis(((benciloxi)carbonil)amino)hexanamido)hexanoic (2,05 g,
3,03 mmol), hidrato de HOBt (409 mg, 3,03 mmol) en diclorometano (25 ml). Se afiadi6 NMM (333 ul, 3,03 mmol) a
la suspension y la disolucion se volvié transparente. Se afiadié una suspension de HCI de EDC (893 mg, 4,66 mmol)
y NMM (445 ul, 4,05 mmol) en diclorometano (25 ml) a lo largo de un periodo de 10 minutos. Se dej6 agitar la
reaccion durante la noche a temperatura ambiente, después se lavé con HCI 1 M (100 ml), H2O (100 ml), disoluciéon
saturada de bicarbonato (100 ml) y disolucion saturada de salmuera (100 ml). Se sometieron todos los lavados
acuosos a retroextraccion con diclorometano (50 ml). Se secaron las fases organicas con Na,SOys, se filtraron y se
concentraron. Se purific6 el material mediante cromatografia en gel de silice con un gradiente de
diclorometano/metanol para producir N1,N19-bis((16S,19S)-19,23-diamino-16-(4-aminobutil)-15,18-dioxo-4,7,10-
trioxa- 14,17-diazatricosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida protegida con (Cbz)s (480 mg).

Preparacion del producto intermedio 4: N1,N19-bis((16S,19S)-19,23-diamino-16-(4-aminobutil)-15,18-dioxo-4,7,10-
trioxa-14,17-diazatricosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida

Cbz Cbz.

HN’ NH
fo) [0} y
o] [o] i
Cbl\” n\i)k”;\/\oz\/o\/\oa\/\u)’\/\of\_,o\/\oz\,o\/\oduf\/\of\,c\/\o/\/\u nj(\u,Cbl
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(o]

NH; NH,

Se disolvi6 N1,N19-bis((16S,19S)-19,23-diamino-16-(4-aminobutil)-15,18-dioxo-4,7,10-trioxa-14,17-diazatricosil)-
4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida protegida con (Cbz)s en metanol (30 ml) en un matraz de fondo
redondo y se purgd con un gas inerte. Se afiadié Pd al 10%/C (135 mg) y se purgd una vez mas el matraz con gas
inerte y después se retird todo el aire mediante una bomba de vacio. Se afiadié un globo de H, de 8" y se dejé agitar
la reaccién a temperatura ambiente. Tras 2 horas, se retiré el Pd/C mediante filtracion a través de un lecho de Celite
lavando con metanol, y se concentré para producir N1,N19-bis((16S,19S)-19,23-diamino-16-(4-aminobultil)-15,18-
dioxo-4,7,10-trioxa-14,17-diazatricosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (823 mg).

Preparacion de TriVA
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Se agito N1,N19-bis((16S,19S)-19,23-diamino-16-(4-aminobutil)}-15,18-dioxo-4,7,10-trioxa-14,17-diazatricosil)-
4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida en diclorometano y se afiadieron DMAP y acido retinoico. Se
afiadid NMM y se agité la disolucion en un matraz de fondo redondo cubierto con lamina de aluminio purgado con
gas inerte a temperatura ambiente. Se afiadié lentamente una suspension de sal de HClI de EDC y NMM en
diclorometano (20 ml) a la reaccion a lo largo de un periodo de 10 minutos. Se dejo agitar la reaccion durante la
noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se diluyé con diclorometano hasta 100 ml. Se lavé con H,O
(100 ml), disolucion saturada de bicarbonato (100 ml) y disolucién saturada de salmuera (100 ml). Se sometieron
todos los lavados acuosos a retroextraccion con diclorometano (50 ml). Se secaron las fases organicas con NaxSOyg,
se filtraron y se concentraron. Se purificé el material mediante cromatografia de alimina basica eluyendo con
gradiente de diclorometano/etanol para producir TriVA (780 mg). CL-EM ESI+: m/z 2972 (M + Na).

Ejemplo 30: Sintesis de 4TTNPB (ejemplo preparativo)

Preparacion de N1,N19-bis((R)-1,8-dioxo-7-(4-((E)-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)prop-1-en-1-
illbenzamido)-1-(4-((E)-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-il)prop-1-en-1-il)fenil)-13,16,19-trioxa-2,9-
diazadocosan-22-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (4TTNPB).

i_. ,\r._( \‘f‘:d’\/‘o’\fowo’v‘nj\/‘o’\"’v‘o’\ﬁ\/‘o’\}u’\/\o"\'°~/‘o’\/‘ukny—.—: \ ._i
7

Se preparé N1N19-bis((R)-1,8-dioxo-7-(4-((E)-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)prop-1-en-1-
illbenzamido)-1-(4-((E)-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-il)prop-1-en-1-il)fenil)-13,16,19-trioxa-2,9-
diazadocosan-22-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida, también conocida como 4TTNPB, de una
manera similar a N1,N19-bis((S,23E,25E,27E,29E)-16-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclo-hex-1-en-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)-24,28-dimetil-15,22-dioxo-30-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-4,7,10-trioxa-14,21-
diazatriaconta-23,25,27,29-tetraen-1-il)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida, también conocida como
diVA, a partir de N1,N19-bis((S)-16,20-diamino-15-ox0-4,7,10-trioxa-14-azaicosil)-4,7,10,13,16-
pentaoxanonadecano-1,19-diamida con la sustitucién de acido todo-trans-retinoico por TTNPB. CL-EM ESI+: m/z
2343 (M + Na).

Ejemplo 31: Sintesis de 4Myr (ejemplo preparativo)

Preparacion de N1,N19-bis((R)-15,22-dioxo-16-tetradecanamido-4,7,10-trioxa-14,21-diazapenta-triacontil)-
4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (4Myr).
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Preparacion de 4Myr: N1,N19-bis((R)-15,22-dioxo-16-tetradecanamido-4,7,10-trioxa-14,21-diaza-penta-triacontil)-
4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida
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Se disolvio  N1,N19-bis((S)-16,20-diamino-15-ox0-4,7,10-trioxa-14-azaicosil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-
1,19-diamida (sintesis descrita anteriormente) en diclorometano y se colocé en un bafio de hielo. Se afiadio cloruro
de miristoilo seguido por trietilamina. Se retird el bafio de hielo y se dej6 agitar la reaccion durante la noche a
temperatura ambiente bajo una capa de gas inerte. Al dia siguiente, se diluy6 con diclorometano hasta 100 mly se
lavé con HCI 1 M (75 ml), H2O (75 ml), disolucion saturada de bicarbonato (75 ml) y disolucion saturada de salmuera
(75 ml). Se sometieron todos los lavados acuosos a retroextraccion con diclorometano (25 ml). Se secaron las fases
organicas con MgSO., se filtraron y se concentraron. La purificaciéon mediante cromatografia en gel de silice con un
gradiente de diclorometano/metanol produjo N1,N19-bis((R)-15,22-dioxo-16-tetradecanamido-4,7,10-trioxa-14,21-
diaza-penta-triacontil)-4,7,10,13,16-pentaoxanonadecano-1,19-diamida (410 mg). CL-EM ESI+: m/z 1841 (M + H).

Ejemplo 32: Sintesis de DiVA-242 (ejemplo preparativo)
Preparacion de N1,N16-bis((R,18E,20E,22E,24E)-11-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetil-ciclohex- 1-en-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)-19,23-dimetil-10,17-dioxo-25-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-3,6-dioxa-9,16-

diazapentacosa-18,20,22,24-tetraen-1-il)-4,7,10,13-tetraoxahexadecano-1,16-diamida, también conocida como
DIVA-242
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Preparacion del producto intermedio 1: (10,25-dioxo-3,6,13,16,19,22,29,32-octaoxa-9,26-diazatetratriacontano-1,34-
diil)dicarbamato de di-terc-butilo
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Se purgd un matraz de fondo redondo que contenia diclorometano (25 ml) con gas inerte y se afiadieron acido bis-
dPeg4 (1000 mg, 3,40 mmol), N-Boc-3,6-dioxa-1,8-octano-diamina (1816 ul, 7,65 mmol) e hidrato de HOBt (1034 mg,
7,65 mmol). Se afiadio NMM (841 ul, 7,65 mmol) a la suspension y la disolucién se volvié transparente. Se afiadio
una suspension de sal de HCIl de EDC (2249 mg, 11,7 mmol) y NMM (1121 ul, 10,2 mmol) en diclorometano (25 ml)
seguido por DMAP (62 mg, 0,51 mmol). Se dej6 agitar la reaccién durante la noche a temperatura ambiente.
Después se diluyo con diclorometano hasta 100 ml y se lavé con H20 (100 ml), KoCOs3 al 10% (100 ml) y disolucion
saturada de salmuera (100 ml), se sometieron todos los lavados acuosos a retroextraccion con diclorometano
(30 ml), se secaron con MgSOQ., se filtraron y se concentraron. La purificacion mediante cromatografia en gel de
silice con un gradiente de diclorometano/metanol produjo (10,25-dioxo-3,6,13,16,19,22,29,32-octaoxa-9,26-
diazatetratriacontano-1,34-diil)dicarbamato de di-terc-butilo (2,57 g).

Preparacion del producto intermedio 2: sal de TFA de N1,N16-bis(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-4,7,10,13-
tetraoxahexa-decano-1,16-diamida

] [+]
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Se disolvié (10,25-dioxo-3,6,13,16,19,22,29,32-octaoxa-9,26-diazatetratriacontano-1,34-diil)dicarbamato de di-terc-
butilo en diclorometano (15 ml) y se colocé en un bafio de hielo. Se purgé el matraz de fondo redondo con gas inerte
y se ahadié TFA (15 ml). Se dejo agitar la mezcla durante 20 minutos. Después de eso, se concentr6 la mezcla de
reaccion para producir sal de TFA de N1,N16-bis(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-4,7,10,13-tetraoxahexadecano-1,16-
diamida (1885 mg).

Preparacion de DIVA-242: N1,N16-bis((R,18E,20E,22E,24E)-11-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-
1-en-1-il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)-19,23-dimetil-10,17-dioxo-25-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-3,6-dioxa-9,16-
diazapentacosa-18,20,22,24-tetraen-1-il)-4,7,10,13-tetraoxahexadecano-1,16-diamida
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La sintesis de N1,N16-bis((R,18E,20E,22E,24E)-11-((2E,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-
il)nona-2,4,6,8-tetraenamido)-19,23-dimetil-10,17-dioxo-25-(2,6,6-trimetilciclohex-1-en-1-il)-3,6-dioxa-9, 16-
diazapentacosa-18,20,22,24-tetraen-1-il)-4,7,10,13-tetraoxahexadecano-1,16-diamida (DIVA-242) sigue el mismo
protocolo que diVA a partir de sal de TFA de N1,N16-bis(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-4,7,10,13-
tetraoxahexadecano-1,16-diamida. CL-EM ESI+: m/z 1940 (M + H).

Ejemplo 33: Formacion de particulas de acido nucleico-lipido

El ARNip al que se hace referencia en los protocolos de formulacién es una secuencia de ARNip bicatenario con 21
meros que selecciona como diana HSP47/gp46 en la que HSP47 (ratén) y gp46 (rata) son homdlogos, el mismo gen
en especies diferentes:

ARNip bicatenario de HSP47-C de rata usado para ensayo in vitro (pHSC de rata)

Sentido (5'->3') GGACAGGCCUCUACAACUATT (SEQ. ID NO. 2)

Antisentido (3’->5") TTCCUGUCCGGAGAUGUUGAU (SEQ. ID NO. 3)

ARNip bicatenario de HSP47-C de ratdn usado en formulaciones para ensayo in vivo (modelo de CCl4 de raton)

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2570 184 T3

Sentido (5'->3') GGACAGGCCUGUACAACUATT (SEQ. ID NO. 4)
Antisentido (3->5") TTCCUGUCCGGACAUGUUGAU (SEQ. ID NO. 5)

Preparaciéon de disoluciéon madre de lipido catiénico. Se prepararon disoluciones madre de lipidos cationicos
combinando el lipido catiénico con DOPE, colesterol y diVA-PEG-diVA en etanol a concentraciones de 6,0, 5,1y 2,7
y 2,4 mg/ml respectivamente. Si se necesitaba, se calentaron las disoluciones hasta aproximadamente 50°C para
facilitar la disolucién de los lipidos catiénicos en disolucion.

Preparacion de liposoma vacio. Se inyectd una disolucion madre de lipido catibnico en una mezcla acuosa con
agitacion rapida a 35-40°C a través de aguja(s) de inyeccion a 1,5 ml/min por orificio de inyeccion. La proporcion de
disolucién madre de lipido catidnico con respecto a disolucion acuosa (v/v) se fija a 35:65. Tras mezclar, se formaron
vesiculas vacias de manera espontanea. Después se dejaron equilibrar las vesiculas resultantes a 35-40°C durante
10 minutos antes de reducir el contenido en etanol hasta ~12%. Después se diafiltraron los liposomas vacios frente
a 10X volumenes de tampoén acuoso para eliminar el etanol.

Preparacion de lipoplejo. Se diluyd la vesicula vacia preparada segun el método anterior hasta el volumen final de
una concentracién de 1 mM de lipido catidnico mediante sacarosa al 9%. A la disolucidon con agitacion se le
afadieron 100 pl de glucosa al 5% en agua libre de ARNasa por cada ml de la vesicula vacia diluida (“EV”) y se
mezclé exhaustivamente. Después se anadieron 150 pl de disolucion de ARNip 10 mg/ml en agua libre de ARNasa
de una vez y se mezclé exhaustivamente. Después se diluyd la mezcla con disolucion de glucosa al 5% con
1,750 ml por cada ml de la EV usada. Se agité la mezcla a aproximadamente 200 rpm a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Usando una membrana semipermeable con MWCO de ~100000 en un sistema de ultrafiltracion
de flujo cruzado usando una bomba peristaltica elegida apropiadamente (por ejemplo Midgee Hoop, UFP-100-
H24LA), se concentré la mezcla hasta aproximadamente 1/3 del volumen original (o volumen deseado) y después se
diafiltré frente a 5 veces el volumen de muestra usando una disolucion acuosa que contenia sacarosa al 3% vy
glucosa al 2,9%. Después se filtré el producto a través de un filtro combinado con un tamafio de poro de
0,8/0,2 micrometros en condiciones asépticas antes de su uso.

Formacién de liposomas que contienen ARNIp distintos de diVA. Se solubilizaron lipido catiénico, DOPE, colesterol y
un lipido conjugado con PEG en etanol absoluto (200 proof) a una proporcion molar de 50:10:38:2. Se solubilizé el
ARNip en tampon de citrato 50 mM y se ajustd la temperatura hasta 35-40°C. Después se afiadié la mezcla de
etanol/lipido al tampoén que contenia ARNip mientras se agitaba para formar espontaneamente liposomas cargados
con ARNip. Se combinaron lipidos con ARNip para alcanzar una proporcion final de lipido total con respecto a ARNip
de 15:1 (p:p). El intervalo puede ser de 5:1 a 15:1, preferiblemente de 7:1 a 15:1. Se diafiltraron los liposomas
cargados con ARNip frente a 10X volumenes de PBS (pH 7,2) para eliminar el etanol e intercambiar el tampon. Se
filtrd el producto final a través de un filiro de PES de calidad para esterilizacion, de 0,22 um, para la reduccion de la
biocarga. Este procedimiento produjo liposomas con un diametro medio de particula de 50-100 nm, PDI <0,2, y
eficacia de atrapamiento de >85%.

Formacién de liposomas que contienen ARNip cosolubilizados con diVA. Se prepararon formulaciones de ARNip-
diVA-liposoma usando el método descrito anteriormente. Se cosolubilizé DiVA-PEG-diVA en etanol absoluto con los
demas lipidos (lipido cationico, DOPE, colesterol y lipidos conjugados con PEG a una proporcion de 50:10:38:2)
antes de la adicion al tampoén que contenia ARNip. El contenido molar de diVA-PEG-diVA oscilé entre 0,1 y 5 de
proporcion molar (50:10:38:2:0,1 a 50:10:38:2:5). Este procedimiento produjo liposomas con un diametro medio de
particula de 50-100 nm, PDI <0,2, y eficacia de atrapamiento de >85%.

Formacién de liposomas que contienen ARNip con lipidos catiénicos. Se prepararon formulaciones de ARNip-diVA-
liposoma y formulaciones de ARNip-liposoma usando el método descrito anteriormente. El lipido catiénico puede
ser, por ejemplo, HEDC, HEDODC, DC-6-14 (comparativo), o cualquier combinacion de estos lipidos catiénicos.

Formacién de liposomas que contienen ARNip decorados con diVA. Se prepararon formulaciones de ARNip-
liposoma usando el método descrito anteriormente y se diluyeron hasta una concentracion de ARNip de 0,5 mg/ml
en PBS. El lipido cationico puede ser HEDC, HEDODC, DC-6-14 (comparativo), o cualquier combinacion de estos
lipidos catidnicos. Se disolvié diVA-PEG-diVA en etanol absoluto (200 proof) hasta una concentracion final que
oscilaba entre 10 y 50 mg/ml. Se afadié una cantidad apropiada de disolucion de etanol a la disolucion de ARNip-
liposoma para producir un porcentaje molar final de entre el 2 y el 10% en moles. Se aspird y se reintrodujo la
disolucion repetidamente con una pipeta para mezclar. Se ajustaron la concentracion de diVA-PEG-diVA y el
volumen de adicion de etanol para mantener el volumen de adiciéon >1,0 ul y la concentracion de etanol final < 3%
(vol/vol). Después se agitaron suavemente los liposomas decorados a temperatura ambiental durante 1 h en un
agitador orbital antes de la evaluacion in vitro o in vivo.

Las siguientes tablas exponen realizaciones preferidas de la invencién expresadas en cuanto a proporciones
molares, asi como los % en moles y porcentajes en peso equivalentes.
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Proporcién molar
Formulacion Lipido cationico DOPE Colesterol PEG-lipido diVA
Liposoma de HEDODC 50 10 38 2 -
Liposoma de HEDODC +diVA 50 10 38 2 5
Lipoplejo de DC-6-14* 40 30 30 - -
Lipoplejo de DC-6-14 + diVA* 40 30 30 - 5
% en moles
Formulacion Lipido cationico DOPE Colesterol PEG-lipido | diVA
Liposoma de HE-DODC 50 10 38 2 -
Liposoma de HE-DODC + diVA 47,6 9,5 36,2 1,9 4,8
Lipoplejo de DC-6-14* 40 30 30 - -
Lipoplejo de DC-6-14 + diVA* 38,1 28,6 28,6 - 4,8
Por ciento en peso
Formulacion Lipido cationico DOPE Colesterol PEG-lipido diVA
Liposoma de HE-DODC 61,1 10,8 21,3 6,9 -
Liposoma de HE-DODC +diVA 52,9 9,3 18,4 5,9 13,4
DC-6-14-Lipoplejo* 43,8 37 19,2 - -
DC-6-14-Lipoplejo+diVA* 37,2 31,4 16,3 - 15,0

*: comparativo
Ejemplo 34: Transfeccion con formulaciones liposomales

El método de transfeccion es el mismo para LX-2 y pHSC. Se mezclaron las formulaciones de liposoma o
formulaciones de lipoplejo de la invencion con medio de crecimiento a concentraciones deseadas. Se afhadieron
100 pl de la mezcla a las células en una placa de 96 pocillos y se incubaron las células durante 30 min a 37°C en la
incubadora con CO; al 5%. Tras 30 min, se sustituyd el medio por medio de crecimiento nuevo. Tras 48 h de
transfeccion, se procesaron las células usando reactivos de lisis Cell-to-Ct® (Applied Biosystems) segun las
instrucciones del fabricante.

RT-PCR cuantitativa para medir la expresion de ARNm de HSP47 (qRT-PCR). Se adquirieron ensayos TagMan® de
HSP47 y GAPDH y mezcla maestra para RT-PCR One-Step de Applied Biosystems. Cada reaccion de PCR
contenia la siguiente composicion: 5 ul de mezcla para RT-PCR One-Step, 0,25 ul de mezcla de enzimas RT de
TagMan®, 0,25 ul de sonda de ensayo de expresion génica de TagMan® (HSP47), 0,5 ul de sonda de ensayo de
expresion génica de TagMan® (GAPDH), 3,25 ul de agua libre de ARNasa, 0,75 pl de lisado celular, volumen total
de 10 pl. Se us6 GAPDH como control endégeno para la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de HSP47.
Se realizé la RT-PCR cuantitativa en un sistema de PCR en tiempo real ViiA 7 (Applied Biosciences) usando un
método de cuantificacion relativa incorporado. Se normalizaron todos los valores a la expresién de HSP47 promedio
de las células transfectadas de manera simulada y se expresaron como porcentaje de la expresion de HSP47 en
comparacion con la simulacion.

Experimentos in vivo: Para este estudio se usaron ratones reproductores retirados C57B1/6 hembra (Charles River)
con un intervalo de peso de 24-30 gramos. Se distribuyeron los animales aleatoriamente por peso en 10 grupos de
10 animales cada uno. Todos los procedimientos con animales los aprobé el IACUC de Bio-Quant y/o el veterinario
encargado segun fuera necesario y se trataron y documentaron todas las cuestiones de bienestar de los animales.
Se anestesiaron los ratones con isoflurano y se extrajo sangre a través de la vena cava inferior.

Se indujo regulacion por incremento de proteina de choque térmico 47 (HSP47) mediante inyeccion intraperitoneal
de CCl4 (CCl4 en aceite de oliva, 1:7 (vol/vol), 1 ul por gramo de peso corporal) administrada cada dos dias durante 7
dias (dias 0, 2, 4, 6). En el dia 3 se trataron los ratones durante 4 dias consecutivos (dias 3, 4, 5, 6) con
formulaciones de liposoma o lipoplejo de la invencion o PBS mediante inyeccion i.v. en la vena de la cola. Un grupo
de diez ratones (sin tratamiento) no recibieron ni tratamiento con CCls ni inyeccion i.v. y sirvieron como grupo de
control para la expresion génica de HSP47 normal.

Programa experimental

Dia 0| 1]|]2|3|4|5|6]|7
Inyeccion i.p. de CCly4 X[ X[ X]|X]|X]|X]|X
Inyeccion i.v. de articulo de prueba X X[ X]| X
Toma de muestras (n=10) X
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En el dia 7 y aproximadamente 24 horas tras la inyeccion i.v. final, se sacrificaron todos los ratones restantes y se
sometieron los higados a perfusién con PBS antes de recoger muestras de higado para analisis mediante PCR. Se
recogié una muestra de aproximadamente 150 mg de cada higado de ratéon y se colocé en 1,5 ml de reactivo de
estabilizacion RNAlater (Qiagen) y se almacen6 a 2-8°C hasta su analisis. No se recogieron muestras de higado de
zonas con necrosis y/o dafio hepatico claro y marcado.

Se extrajo ARN total de higados de raton usando columnas RNeasy (Qiagen) segun el protocolo del fabricante. Se
usaron 20 ng de ARN total para RT-PCR cuantitativa para medir la expresion de HSP47. Se adquirieron ensayos
TagMan® de HSP47 y GAPDH y mezcla maestra para RT-PCR One-Step de Applied Biosystems. Cada reaccion de
PCR contenia la siguiente composicion: 5 ul de mezcla para RT-PCR One-Step, 0,25 pl de mezcla de enzimas RT
de TagMan®, 0,25 pl de sonda de ensayo de expresion génica de TagMan® (HSP47), 0,5 ul de sonda de ensayo de
expresion génica de TagMan® (GAPDH), 3,25 ul de agua libre de ARNasa, 0,75 pl de ARN, volumen total de 10 pl.
Se usé GAPDH como control endégeno para la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de HSP47. Se realizo
una RT-PCR cuantitativa en un sistema de PCR en tiempo real ViiA 7 (Applied Biosciences) usando un método de
cuantificacion relativa incorporado. Se normalizaron todos los valores a la expresion de HSP47 promedio del grupo
de animales sin tratamiento y se expresaron como porcentaje de la expresion de HSP47 en comparacion con el
grupo sin tratamiento.

Las formulaciones descritas en la figura 1 son las siguientes:

Proporcién molar
Formulacion Lipido catiénico DOPE Colesterol PEG-lipido VA o conjugado de VA
Lipoplejo de DC-6-14" 40 30 30 - -
Lipoplejo de DC-6-14 40 30 30 - 40
+ VA
Liposoma de HEDC 50 10 38 2 -
Liposoma de HEDC + 50 10 38 2 5
VA-PEG-VA*
Liposoma de HEDC + 50 10 38 2 5
diVA-PEG-diVA*

*VA-PEG-VA y diVA-PEG-diVA se afadieron mediante cosolubilizacion. VA se afiadi6 mediante decoracion tras el
procedimiento

#. comparativo

Las formulaciones descritas en la figura 2 son las siguientes:

Proporcién molar
Formulacion Lipido catiénico DOPE | Colesterol | PEG-lipido | VA o conjugado de VA
Lipoplejo de DC-6-14" 40 30 30 - -
Lipoﬂplejo de DC-6-14 + 40 30 30 - 40
VA*
Liposoma de DC-6-14" 50 10 38 2
Liposoma de DC-6-14 + 50 10 38 2 5
*diVA-PEGdiVA*
Liposoma de HEDODC 50 10 38 2 -
Liposoma de HEDODC + 50 10 38 2 5
diva-PEG-diVA*

*diVA-PEG-diVA se aiadié mediante cosolubilizacion. VA se afadié mediante decoracion tras el procedimiento.
#. comparativo

Las formulaciones descritas en la figura 3 son las siguientes:

Proporcién molar
Formulacion Lipido catiénico | DOPE | Colesterol | PEG-lipido | VA o conjugado de VA
Lipoplejo de DC-6-14" 40 30 30 - -
Lipoﬂplejo de DC-6-14 + 40 30 30 - 40
VA*
Liposoma de HEDODC 50 10 38 2 -
Liposoma de HEDODC 50 10 38 2 5
+ diVA-PEGdiVA*
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*diVA-PEG-diVA se aiadié mediante cosolubilizacién. VA se ainadié mediante decoracion tras el procedimiento
#. comparativo

Ejemplo 35: Eficacia in vitro (pHSC) — respuesta a la dosis

Descripcion del ensayo in vitro de pHSC:

Se incubaron células estrelladas hepaticas primarias (pPHSC) en una placa de 96 pocillos con formulaciones
(HEDC:S104:DOPE:Chol:Peg-DMPE:DiVA, 20:20:30:25:5:2) de concentracion de ARNip creciente. Tras 30 minutos,
se lavaron las células y se trataron con medio de crecimiento nuevo y se incubaron a 37°C durante 48 horas. En ese
momento, se sometieron las células a lisis y se midieron los niveles de ARNm de gp46 y GAPDH mediante ensayo
de RT-PCR cuantitativa (TagMan®). Se normalizaron los niveles de ARNm de gp46 frente a los niveles de GAPDH.
Se expresan los niveles de gp46 normalizados como porcentaje de células de control sin tratar. La figura 4 muestra
los resultados. Las barras de error indican las desviaciones estandar (n=3). El ajuste de los datos a una curva de
dosis-respuesta sigmoidea usando Graphpad produjo una CEsg de 11,8 nM.

Ejemplo 36: Toxicidad
Descripcion del ensayo de citotoxicidad de HepG2:

Se cultivaron células HepG2, una linea celular adherente derivada de carcinoma hepatocelular humano, en
MEM/EBSS (Hyclone, Logan, Utah, n.° de cat. SH30024.01) complementado con FBS al 10% (Hyclone, Logan, Utah
n.° de cat. SH30910). Se sembraron células HepG2 en placas negras Optilux de 96 pocillos (BD Falcon, n.° de cat.
BD353220) a la densidad de 5000 células/pocillo durante la noche. Se afiadieron formulaciones a cada pocillo hasta
la concentracion final de ARNip indicada (n=3). A las 48 h tras la adicion de la formulacién, se determiné la viabilidad
celular usando un kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega, n.° de cat. G7572)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se midié la sefial quimioluminiscente con un lector de microplacas de
luminiscencia Clarity (502-Biotek, Winooski, Vermont). Se calculd la viabilidad basandose en el % de la sefial
quimioluminiscente en el pocillo tratado con formulaciéon normalizado frente a pocillos tratados de manera simulada.

Tras explorar formulaciones con los lipidos catiénicos de amina cuaternaria mas potentes de formula |, se evaluaron
combinaciones de lipidos catiénicos de amina cuaternaria de féormula | con sus respectivos precursores sintéticos
ionizables (tal como se muestra en los siguientes ejemplos, i-DC* y HEDC, INT4* y DODC*, S104* y HES104 (*:
compuesto que no es segun la férmula | de las reivindicaciones adjuntas)).

A~~~~A~A o | B ~oH A ASAAA o [
:NJK/N\ e HEDC \_\N)k’;:/\OH
\/\/\/\/\/\/\g,o NN
i-DC °
) 2o o
oA ANAAAO D CH3-OM‘5/\/W_\/\/\/\)L A i
AL —— pooc "
/\/\/\/\:/\/\/\/\n_o/_/ NN ove
o
INT4 ©
/\/\/\/\/\/\)"0 0 i
S PN Brne~on A AAAAI0 ka Br
N N S e OH
HES104 N PN
NN
T ° d
5104 0

La siguiente tabla proporciona resultados a modo de ejemplo de diferentes formulaciones. Las combinaciones de
lipidos catidnicos de amina cuaternaria con lipidos catiénicos ionizables fueron sorprendentes e inesperadamente
menos téxicas que los liposomas que contenian un Unico lipido catidnico (véanse los ejemplos HEDC frente a
HEDC+ iDC; y DODC frente a DODC+INT4 en la siguiente tabla). Se identificd la combinacion de HEDC+S104 como
otra formulacién preferida.

Descripcion de la variante | Variantes de formulacion | KD in vitro* (%) Tox. in vitro (% de
viabilidad celular, HepG2
a 200 nM)
Contenido en lipido catiénico HEDC al 40% en moles, 90% a 200 nM 27%
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sin lipido ionizable
(PEG-lipido al 2% en moles) DODC al 50% en moles, 90% a 200 nM 55%
sin lipido ionizable
DODC al 25% en moles : 90% a 200 nM 90%
INT4 al 25% en moles
HEDC al 20% en moles : i- 89% a 200 nM 57%
DC al 20% en moles
HEDC al 20% en moles : 90% a 200 nM 52%
S104 al 20% en moles
HEDC al 10% en moles : 90% a 200 nM 71%
S104 al 30% en moles
HEDC al 5% en moles : 90% a 200 nM 80%
S104 al 35% en moles
Contenido en PEG-lipido 2% en moles 70%
(DMPE-PEG) 5% en moles 60%
7% en moles 55%
10% en moles 45%
Contenido en DiVA 0,25% en moles 35%
(con DMPE-PEG al 5% en 0,5% en moles 40%
moles)
1,0% en moles 60%
2,0% en moles 70%
Proporcion de DOPE : | DOPE al 0% : colesterol al 89%
colesterol 55%
(con DMPE-PEG al 5% en | DOPE al 5% : colesterol al 82%
moles) 50%
DOPE al 10% : colesterol 7%
al 45%
DOPE al 15% : colesterol 74%
al 40%
DOPE al 20% : colesterol 80%
al 35%
DOPE al 25% : colesterol 79%
al 30%
DOPE al 30% : colesterol 82%
al 25%
DOPE al 35% : colesterol 80%
al 20%
DOPE al 40% : colesterol 84%
al 15%
DOPE al 45% : colesterol 80%
al 10%
DOPE al 50% : colesterol 78%
al 5%
DOPE al 55% : colesterol 72%
al 0%
Proporcion de ARNip : lipido 0,07 80%
total
(con DMPE-PEG al 5% en 0,09 75%
moles)
0,11 82%
* Todos los datos con HEDC al 20% en moles, S104 al 20% en moles y DIVA al 2% en moles a una dosis de
ARNip de 50 nM a menos que se indique lo contrario

Toxicidad in vivo

La formulacién de HEDC:S104 (20:20) se toleré excepcionalmente bien en estudios de toxicidad in vivo preliminares.
No se observé ninguna toxicidad cuando se inyecté la formulacién por via intravenosa a dosis de hasta 25 mg/kg
(rata) y 12 mg/kg (mono). Se considerd que esto era superior en este campo. Por ejemplo, Alnylam Pharmaceuticals
el 1 de marzo de 2012 divulgo en la conferencia AsiaTIDES que sus nanoparticulas de lipido de tercera generacion
menos toxicas tenian un NOAEL de 10 mg/kg (dosis individual, rata).

Ejemplo 37: Eficacia in vivo (DMNQ de rata)
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Se evalud la actividad in vivo de la formulacién diana en el modelo de dafio hepatico a corto plazo (denominado
modelo rapido, DMNQ). En este modelo, el dafio hepatico a corto plazo inducido por tratamiento con un agente
hepatotdxico tal como dimetilnitrosamina (DMN) va acompariado por el aumento de los niveles de ARNm de gp46.
Para inducir estos cambios, a ratas Sprague-Dawley macho se les inyectd por via intraperitoneal DMN en seis dias
consecutivos. Al final del periodo de tratamiento de DMN, se aleatorizaron los animales a grupos basandose en el
peso corporal de animales individuales. Se administraron formulaciones como una Unica dosis intravenosa, una hora
tras la ultima inyeccion de DMN. Veinticuatro horas después, se escindieron los I6bulos hepaticos y se determinaron
los niveles de ARNm tanto de gp46 como de MRPL19 mediante ensayo de RT-PCR cuantitativa (TagMan®). Se
normalizaron los niveles de ARNm de gp46 frente a los niveles de MRPL19.

Se trataron ratas Sprague-Dawley macho con DMN a 10 mg/kg en los dias 1, 2, 3 y a 5 mg/kg en los dias 4, 5, 6
mediante administracion de dosis por via intraperitoneal para inducir dafio hepatico. A los animales (n = 8/grupo) se
les inyectaron por via intravenosa o bien formulaciones a una dosis de 0,5, 0,75, 1,0, 2 mg/kg de ARNip en una
formulacién que consistia en HEDC:S104:DOPE:Chol:Peg-DMPE:DiVA (20:20:30:25:5:2), o bien PBS (vehiculo),
una hora tras la ultima inyeccion de DMN. Veinticuatro horas después, se purificé ARNip total a partir de una seccion
del I6bulo hepatico derecho de cada animal y se almacend a 4°C hasta el aislamiento de ARN. Los grupos de control
incluyeron un grupo de vehiculo de PBS (tratado con DMN) y grupo sin tratamiento (no tratado; sin DMN). La figura 5
muestra los resultados de las mediciones. Tras restar los niveles de ARNm de gp46 de fondo determinados a partir
del grupo sin tratamiento, se normalizaron todos los valores de grupo de prueba frente al ARNm de gp46 promedio
del grupo de vehiculo (expresado como porcentaje del grupo de vehiculo). El nivel de ARNm de gp46 medio tras el
tratamiento mostré una respuesta dependiente de la dosis y el ajuste de la curva a una curva de dosis-respuesta
sigmoidea produjo una CEsg de 0,79 mg/kg.

Ejemplo 38: Eficacia in vivo (DMNC de rata)

Se trataron ratas Sprague Dawley macho (130-160 g) con DMN mediante administracion de dosis intraperitoneal
para inducir fibrosis hepatica. El régimen de tratamiento con DMN fue de 3 veces por semana (lunes, miércoles y
viernes) con 10 mg/kg (es decir, 5,0 mg/ml de DMN a una dosis de 2,0 ml/kg de peso corporal) durante las 3
primeras semanas y media dosis de 5 mg/kg (es decir, 5 mg/ml de DMN a una dosis de 1,0 mil/kg) desde el dia 22
hasta el 57. A los animales del grupo de simulacion se les inyecté PBS (disolvente para DMN) usando el mismo
calendario. En el dia 22, 24 h tras el ultimo tratamiento con DMN, se extrajeron muestras de sangre y se sometieron
a ensayo para detectar biomarcadores de enfermedad hepatica para confirmar la eficacia del tratamiento con DMN.
Se asignaron los animales tratados con DMN a diferentes grupos de tratamiento basandose en el peso corporal para
garantizar que los pesos corporales medios y el intervalo de pesos corporales de los animales en cada grupo no
tenian ninguna diferencia significativa. Se sacrificaron los animales del grupo de pretratamiento en el dia 25 para
evaluar el estadio de progresion de la enfermedad antes de comenzar el tratamiento. Se comenzaron tratamientos
con formulaciones que contenian ARNip de gp46 en el dia 25 con 2 tratamientos/semana a la dosis de ARNip
especificada un total de 10 veces. En el dia 59, 48 horas tras el tltimo tratamiento con formulacion y 72 horas tras el
ultimo tratamiento con DMN, se sacrificaron los animales mediante inhalacion de CO,. Se escindieron I6bulos
hepaticos y se determinaron los niveles de ARNm tanto de gp46 como de MRPL19 mediante ensayo de RT-PCR
cuantitativa (TagMan®). Se normalizaron los niveles de ARNm para gp46 frente a los niveles de MRPL19.

Se trataron ratas Sprague-Dawley macho con DMN a 10 mg/kg durante tres semanas (tres veces/semana) y
después a 5 mg/kg desde el dia 22 hasta el 57 (tres veces/semana) mediante administracion de dosis intraperitoneal
para inducir fibrosis hepatica. A los animales (n = diez/grupo) se les inyectaron por via intravenosa o bien
formulaciones que consistian en HEDC:S104:DOPE:Chol:Peg-DMPE:DiVA (20:20:30:25:5:2) a 1,5, 1,0, 0,75 y
0,5 mg/kg de ARNip o bien PBS (vehiculo) 10 veces (2 veces/semana), una hora tras la ultima inyeccién de DMN.
En el dia 59, se purifico6 ARNip total a partir de una seccién del I16bulo hepatico derecho de cada animal y se
almaceno a 4°C hasta el analisis. Los grupos de control incluyeron un grupo de vehiculo de PBS (inducido con DMN,
tratado con PBS, n=7) y un grupo de simulacion (tratado con PBS en lugar de DMN y formulacion, n=10). La figura 6
muestra los resultados de las mediciones. Tras restar los niveles de ARNm de gp46 de fondo determinados a partir
del grupo sin tratamiento, se normalizaron todos los valores de grupo de prueba frente al ARNm de gp46 promedio
del grupo de vehiculo (expresado como porcentaje del grupo de vehiculo). Se sacrificaron los animales del grupo de
pretratamiento (n=7) en el dia 25 para evaluar el nivel de progresion de la enfermedad antes de comenzar el
tratamiento. Un analisis de Anova de un factor seguido por prueba de Dunnett mostré un silenciamiento génico de
gp46 significativo en todos los grupos de tratamiento en comparacion con el grupo de vehiculo (***, P<0,001).

La siguiente tabla resume los compuestos descritos en el presente documento y los resultados obtenidos
sometiendo a prueba estos compuestos in vivo e in vitro.

Nombre de Estructura % de KD in % de KD in
lipido catidnico vitro (pHSC) | vivo (DMNQ de
rata)
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Ejemplo 39: Anti-fibrosis pulmonar in vivo

A ratas S-D macho (8 ratas/grupo, 8 semanas de edad, Charles River Laboratories Japan, Inc.) se les administraron
una vez 0,45 mg de bleomicina (BLM) disuelta en 0,1 ml de solucion salina en el pulmén mediante canula
intratraqueal (MicroSprayer, Penn-Century, Inc.) con anestesia, para producir un modelo de fibrosis pulmonar de
bleomicina. Con este método, se produce una fibrosis significativa en el pulmén generalmente tras aproximadamente
2 semanas. Se administrd la formulacion de liposoma (1,5 mg/kg como cantidad de ARNip, 1 mi/kg en volumen, es
decir, 200 pl para una rata de 200 g) o PBS (1 ml/kg en volumen) a las ratas a través de la vena de la cola,
comenzando desde las 2 semanas tras la administracion de bleomicina, un total de diez veces (cada dos dias). Se
sacrificaron las ratas a los dos dias tras el Ultimo tratamiento, se realizd una investigacion histolégica del tejido
pulmonar (véase la figura 7). Se us6 un ANOVA de un factor y prueba de comparaciones multiples de Bonferroni
para la evaluacion de la diferencia estadisticamente significativa.

Se fij6 en formalina una parte del pulmén extirpado segun un método de rutina, y se sometié a tincion de Azan
(azocarmina, disolucion de azul de anilina y naranja G).

Tal como se muestra mediante los resultados de puntuacion histolégica (puntuacion de T. Ashcroft) en la figura 7, en
el grupo de administracion de formulacion (tratamiento), la puntuacion de fibrosis disminuyd significativamente.

Ejemplo 40: Evaluacion in vitro de formulaciones de VA-ARNip-liposoma para determinar la eficacia de
silenciamiento en linea celular LX-2 y células estrelladas hepaticas primarias (pHSC) de rata

Se hicieron crecer células LX2 (Dr. S.L. Friedman, Mount Sinai School of Medicine, NY) en DMEM (Invitrogen)
complementado con suero bovino fetal al 10% (Invitrogen) a 37°C en la incubadora con CO; al 5%. Se tripsinizaron
las células usando disolucion TryPLExpress (Invitrogen) durante 3 min a 37°C en la incubadora. Se determiné la
concentracion celular mediante recuento de células en hemocitémetro y se sembraron 3000 células/pocillo en las
placas de 96 pocillos. Se hicieron crecer las células durante 24 h antes de la transfeccion.

Se aislaron células estrelladas hepaticas primarias (pHSC) de rata a partir de ratas Sprague-Dawley segun el
método anteriormente publicado (Nat. Biotechnol. 2008, 26(4):431-42). Se hicieron crecer pHSC en DMEM
complementado con suero bovino fetal al 10%. Se hicieron crecer las células hasta dos pases tras el aislamiento
antes de usarlas para la seleccion in vitro. Se sembraron las células a la densidad celular de 1000 células/pocillo en
placas de 96 pocillos y se hicieron crecer durante 48 h antes de usarlas para la transfeccion.

Transfeccion con formulaciones de VA-ARNip-liposoma. El método de transfeccion es el mismo para células LX-2 y
pHSC. Se mezclaron las formulaciones de VA-ARNip-liposoma o VA-ARNip-lipoplejo con medio de crecimiento a
concentraciones deseadas. Se afiadieron 100 ul de la mezcla a las células en una placa de 96 pocillos y se
incubaron las células durante 30 min a 37°C en la incubadora con CO; al 5%. Tras 30 min, se sustituyé el medio por
medio de crecimiento nuevo. Tras 48 h de transfeccion, se procesaron las células usando reactivos de lisis Cell-to-Ct
(Applied Biosystems) segun las instrucciones del fabricante.

RT-PCR cuantitativa (q) para medir la expresion de ARNm de HSP47. Se adquirieron ensayos de TagMan® de
HSP47 y GAPDH y mezcla maestra para RT-PCR One-Step de Applied Biosystems. Cada reaccion de PCR
contenia la siguiente composicion: 5 ul de mezcla para RT-PCR One-Step, 0,25 ul de mezcla de enzimas RT de
TagMan®, 0,25 ul de sonda de ensayo de expresion génica de TagMan® (HSP47), 0,5 ul de sonda de ensayo de
expresion génica de TagMan® (GAPDH), 3,25 ul de agua libre de ARNasa, 0,75 pl de lisado celular, volumen total
de 10 pl. Se us6 GAPDH como control endégeno para la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de HSP47.
Se realiz6 la RT-PCR cuantitativa en un sistema de PCR en tiempo real ViiA™ 7 (Applied Biosciences) usando un
método de cuantificacion relativa incorporado. Se normalizaron todos los valores a la expresion de HSP47 promedio
de las células transfectadas de manera simulada y se expresaron como porcentaje de la expresion de HSP47 en
comparacion con la simulacion.

El ARNip al que se hace referencia en los protocolos de formulacién es una secuencia de ARNip bicatenario con 21
meros que selecciona como diana HSP47/gp46 en la que HSP47 (ratén) y gp46 (rata) son homdlogos, el mismo gen
en especies diferentes:

ARNip bicatenario de HSP47-C de rata usado para el ensayo in vitro (pHSC de rata)

Sentido (5'->3’) GGACAGGCCUCUACAACUATT (SEQ. ID NO. 1)

Antisentido (3’->5") TTCCUGUCCGGAGAUGUUGAU (SEQ. ID NO. 2).

Preparacion de disolucion madre de lipido catidénico. Se prepararon disoluciones madre de lipidos catidnicos

combinando el lipido catiénico con DOPE, colesterol y diVA-PEG-DiVA en etanol a concentraciones de 6,0, 5,1y 2,7
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y 2,4 mg/ml respectivamente. Si se necesitaba, se calentaron las disoluciones hasta aproximadamente 50°C para
facilitar la disolucién de los lipidos catiénicos en la disolucion.

Preparacion de liposoma vacio. Se inyecté una disolucion madre de lipido catiénico en una mezcla acuosa con
agitacion rapida de sacarosa al 9% a 4011°C a través de aguja(s) de inyeccion a 1,5 ml/min por orificio de inyeccion.
La proporcion de disolucién madre de lipido cationico con respecto a la disolucién acuosa (v/v) se fija a 35:65. Tras
mezclar, se formaron vesiculas vacias de manera espontanea. Después se dejaron equilibrar las vesiculas
resultantes a 40°C durante 10 minutos antes de reducir el contenido en etanol hasta ~12%.

Preparacion de lipoplejo. Se diluy6 la vesicula vacia preparada segun el método anterior hasta el volumen final de
una concentracion de 1 mM de lipido catidnico mediante sacarosa al 9%. A la disolucidon con agitacion se le
afadieron 100 pl de glucosa al 5% en agua libre de ARNasa por cada ml de la vesicula vacia diluida (“EV”) y se
mezclé exhaustivamente. Después se afiadieron 150 pl de disolucion de ARNip 10 mg/ml en agua libre de ARNasa
de una vez y se mezclé exhaustivamente. Después se diluyd la mezcla con disolucion de glucosa al 5% con
1,750 ml por cada ml de la EV usada. Se agité la mezcla a aproximadamente 200 rpm a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Usando una membrana semipermeable con MWCO de ~100000 en un sistema de ultrafiltracion
de flujo cruzado usando una bomba peristaltica elegida apropiadamente (por ejemplo Midgee Hoop, UFP-100-
H24LA), se concentrd la mezcla hasta aproximadamente 1/3 del volumen original (o volumen deseado) y después se
diafiltré frente a 5 veces el volumen de muestra usando una disolucion acuosa que contenia sacarosa al 3% vy
glucosa al 2,9%. Después se filtré el producto a través de un filtro combinado con un tamafio de poro de
0,8/0,2 micrometros en condiciones asépticas antes de su uso.

Formacion de liposomas que contienen ARNip distintos de diVA. Se solubilizaron lipido catiénico, DOPE, colesterol,
y lipidos conjugados con PEG (por ejemplo, PEG-lipido) en etanol absoluto (200 proof) a una proporcion molar de
50:10:38:2. Se solubilizé el ARNip en tampodn de citrato 50 mM y se ajusto la temperatura hasta 35-40°C. Después
se afhadid la mezcla de etanol/llipido al tampdén que contenia ARNip mientras se agitaba para formar
espontaneamente liposomas cargados con ARNip. Se combinaron los lipidos con ARNip para alcanzar una
proporcion final de lipido total con respecto a ARNip de 15:1 (p:p). El intervalo puede ser de 5:1 a 15:1,
preferiblemente de 7:1 a 15:1. Se diafiltraron los liposomas cargados con ARNip frente a 10X volimenes de PBS
(pH 7,2) para eliminar el etanol e intercambiar el tampén. Se filtiré el producto final a través de un filtro de PES de
calidad para esterilizacion, de 0,22 um, para la reduccion de la biocarga. Este procedimiento produjo liposomas con
un diametro medio de particula de 50-100 nm, PDI <0,2, eficacia de atrapamiento de >85%.

Formacion de liposomas que contienen ARNip cosolubilizados con diVA. Se prepararon formulaciones de ARNip-
diVA-liposoma usando el método descrito anteriormente. Se cosolubilizé diVA-PEG-diVA en etanol absoluto con los
demas lipidos (lipido cationico, DOPE, colesterol y lipidos conjugados con PEG a una proporcion de 50:10:38:2)
antes de la adicion al tampon que contenia ARNip. El contenido molar de diVA-PEG-diVA oscilé entre 0,1 y 5 de
proporcidon molar. Este procedimiento produjo liposomas con un diametro medio de particula de 50-100 nm, PDI
<0,2, eficacia de atrapamiento de >85%.

Formacioén de liposomas que contienen ARNip con lipidos catidnicos. Se prepararon formulaciones de ARNip-diVA-
liposoma y formulaciones de ARNip-liposoma usando el método descrito anteriormente. El lipido catiénico puede
ser, por ejemplo, DODC*, HEDC, HEDODC, DC-6-14*, o cualquier combinacion de estos lipidos cationicos (*:
comparativo).

Formaciéon de liposomas que contienen ARNip decorados con diVA. Se prepararon formulaciones de ARNip-
liposoma usando el método descrito anteriormente y se diluyeron hasta una concentracion de ARNip de 0,5 mg/ml
en PBS. El lipido catiénico puede ser DODC*, HEDC, HEDODC, DC-6-14*, o cualquier combinacién de estos lipidos
catiénicos (*: comparativo). Se disolvié diVA-PEG-diVA en etanol absoluto (200 proof) hasta una concentracion final
que oscilaba entre 10 y 50 mg/ml. Se afiadié una cantidad apropiada de disolucién de etanol a la disolucion de
ARNip-liposoma para producir un porcentaje molar final de entre el 2 y el 10% en moles. Se aspird y se reintrodujo la
disolucion repetidamente con una pipeta para mezclar. Se ajustaron la concentracién de diVA-PEG-diVA y el
volumen de adicion de etanol para mantener el volumen de adiciéon >1,0 ul y la concentracion de etanol final < 3%
(vol/vol). Después se agitaron suavemente los liposomas decorados a temperatura ambiental durante 1 h en un
agitador orbital antes de la evaluacion in vitro o in vivo.

Resultados

La figura 8 muestra que la adicion del conjugado de VA a liposomas mediante decoracion mejord la eficacia de
silenciamiento de ARNip, potenciando la actividad de ARNip. Peg-lipido. La dosis para todas las muestras fue de
867 nM de ARNip de HSP47-C. Los resultados mostraron que en cada caso en el que se afiadié conjugado de VA a
liposomas, la actividad de ARNip se potencié en comparacion con liposomas sin un retinoide y en comparacion con
liposomas decorados con retinol libre (no conjugado). RNAIMAX fue un reactivo de transfeccién comercial.

La figura 9 muestra que la adicion de conjugados de VA a liposomas mediante cosolubilizaciéon mejora la eficacia de
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silenciamiento de ARNip. Fueron liposomas que contenian DODC* con conjugados de VA afadidos mediante
cosolubilizacion (*: comparativo). La formulacion es de 50:10:38:2:X, en la que X = de 1 a 10
(DODC:DOPE:colesterol:PEG-lipido:conjugado de VA, proporcion en moles). La concentracion en cada caso fue de
100 nM de ARNip de HSP47-C. Los resultados muestran que la adicién de conjugados de VA a liposomas mediante
cosolubilizacién potencia la actividad de ARNip.

La figura 10 muestra que la adicion de conjugado de VA a liposomas mediante cosolubilizacién mejora
drasticamente la eficacia de silenciamiento de ARNip. Los resultados incluyen tres liposomas diferentes, DC-6-14*,
DODC*, HEDODC con conjugados de VA afiadidos mediante cosolubilizacion (*: comparativo). La formulacion es la
misma para todos, 50:10:38:2, lipido cationico:DOPE:colesterol:Peg-lipido, variando unicamente el lipido catiénico.
La concentracion de ARNip es de 200 nM de ARNip de HSP47-C y es la misma para todos. Los resultados muestran
que la adicién de conjugado de VA a liposomas que tienen diferentes lipidos catidnicos potencio significativamente la
actividad de ARNip, cuando se preparé mediante cosolubilizacion.

La figura 11 muestra que la adicion de conjugados de VA a lipoplejos que tienen lipido catiénico DC-6-14* mediante
cosolubilizacion, y ARNip que recubre el exterior del liposoma, potencia la actividad de ARNip (*: comparativo). La
formulacién es una formulacion de lipoplejo al 40%, 40:30:30, DC-6-14:DOPE:colesterol. La concentracion para
todas las muestras es de 867 nM de ARNip de HSP47-C. Los resultados muestran que la adicién de conjugado de
VA a lipoplejos mediante cosolubilizaciéon potencia la actividad de ARNip.

La figura 12 muestra la adicion de conjugado de VA a lipoplejos formados mediante cosolubilizacion en comparacion
con lipoplejos con conjugado de VA afiadido mediante decoracion. Estos resultados son de lipoplejos de DC-6-14* y
DODC* (*: comparativo). La formulacion consiste en 40:30:30, DC-6-14:DOPE:colesterol. La concentracion en cada
muestra es de 867 nM de ARNip de HSP47-C. La adicion de conjugado de VA mediante cosolubilizacion mejora
significativamente la eficacia de silenciamiento in vitro, con respecto a los conjugados de VA afiadidos mediante
decoracion.

Ejemplo 41: Experimentos in vivo

Se usaron ratones reproductores retirados C57B1/6 hembra (Charles River) con un intervalo de peso de 24-
30 gramos. Se distribuyeron los animales aleatoriamente por peso en 10 grupos de 10 animales cada uno. Todos los
procedimientos con animales los aprob6 el IACUC de Bio-Quant y/o el veterinario encargado segun fuera necesario
y se trataron y documentaron todas las cuestiones de bienestar de los animales. Se anestesiaron los ratones con
isoflurano y se extrajo sangre a través de la vena cava inferior.

ARNip bicatenario de HSP47-C de ratdn usado en formulaciones para el ensayo in vivo (modelo de CCl, de ratdn)
Sentido (5'->3") GGACAGGCCUGUACAACUATT (SEQ. ID NO. 3)
Antisentido (3’->5") TTCCUGUCCGGACAUGUUGAU (SEQ. ID NO. 4)

Se indujo regulacion por incremento de proteina de choque térmico 47 (HSP47) mediante inyeccion intraperitoneal
de CCl, (CCls en aceite de oliva, 1:7 (vol/vol), 1 pul por gramo de peso corporal) administrado cada dos dias durante
7 dias (dias 0, 2, 4, 6). En el dia 3 se trataron los ratones durante 4 dias consecutivos (dias 3, 4, 5, 6) con
formulaciones de liposoma o lipoplejo de la invencion o PBS mediante inyeccion i.v. en la vena de la cola. Un grupo
de diez ratones (sin tratamiento) no recibieron ni tratamiento con CCls ni inyeccion i.v. y sirvieron como grupo de
control para la expresion génica de HSP47 normal.

Programa experimental

Dia 0| 1]2|3|4|5|6]|7
Inyeccion i.p. de CCly4 X[ X[ X]|X]|X]|X]|X
Inyeccion i.v. de articulo de prueba X X[ X]| X
Toma de muestras (n=10) X

En el dia 7 y aproximadamente 24 horas tras la inyeccion i.v. final, se sacrificaron todos los ratones restantes y se
sometieron los higados a perfusién con PBS antes de recoger muestras de higado para analisis mediante PCR. Se
recogié una muestra de aproximadamente 150 mg de cada higado de ratéon y se colocé en 1,5 ml de reactivo de
estabilizacion RNAlater (Qiagen) y se almacen6 a 2-8°C hasta su andlisis. No se recogieron muestras de higado de
zonas con necrosis y/o dafio hepatico claro y marcado.

Se extrajo ARN total de higados de ratén usando columnas RNeasy® (Qiagen) segun el protocolo del fabricante. Se
usaron 20 ng de ARN total para RT-PCR cuantitativa para medir la expresion de HSP47. Se adquirieron ensayos
TagMan® de HSP47 y GAPDH y mezcla maestra para RT-PCR One-Step de Applied Biosystems. Cada reaccion de
PCR contenia la siguiente composicion: 5 ul de mezcla para RT-PCR One-Step, 0,25 pl de mezcla de enzimas RT
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de TagMan®, 0,25 pl de sonda de ensayo de expresion génica de TagMan® (HSP47), 0,5 ul de sonda de ensayo de
expresion génica de TagMan® (GAPDH), 3,25 ul de agua libre de ARNasa, 0,75 pl de ARN, volumen total de 10 pl.
Se us6é GAPDH como control endégeno para la cuantificacion relativa de niveles de ARNm de HSP47. Se realizd
RT-PCR cuantitativa en un sistema de PCR en tiempo real ViiA™ 7 (Applied Biosciences) usando un método de
cuantificacion relativa incorporado. Se normalizaron todos los valores frente a la expresiéon de HSP47 promedio del
grupo de animales sin tratamiento y se expresaron como porcentaje de la expresion de HSP47 en comparacion con
el grupo sin tratamiento.

Ejemplo 42: Eficacia in vitro de conjugado de seleccion como diana de vitamina liposoluble,
HEDC:S104:DOPE:Chol:PEG-DMPE:DiVA

Se sometieron a prueba formulaciones de liposoma con ARNip 50 nM. Los liposomas fueron o bien:
HEDC:S104:DOPE:Chol:PEG-DMPE:DiVA (+DiVA) o bien controles que carecian de restos de vitamina A (-DiVA) y
se incubaron en placas de 96 pocillos que contenian células estrelladas hepaticas de rata durante 30 minutos. Tras
30 minutos, se sustituyd el medio por medio de crecimiento nuevo. Cuarentaiocho horas después, se sometieron las
células a lisis y se midieron los niveles de ARNm de gp46 y GAPDH mediante ensayo de RT-PCR cuantitativa
(TagMan®), y se normalizaron los niveles de gp46 frente a los niveles de GAPDH.

Eficacia in vitro (pHSC), el efecto de ARNip con DiVA al 2% fue eficaz con diVA al 2% y tuvo una CEsy de 14 nM. Se
incubaron PHSC en placas de 96 pocillos con formulacién que carecia de restos de vitamina A para la selecciéon
como diana (-DiVA), o formulacion que incluia restos de vitamina A (+DiVA) a ARNip 50 nM. Tras 30 minutos, se
sustituyo el medio por medio de crecimiento nuevo. Cuarentaiocho horas después, se sometieron las células a lisis y
se midieron los niveles de ARNm de gp46 y GAPDH mediante ensayo de RT-PCR cuantitativa (TagMan®), y se
normalizaron los niveles de gp46 frente a los niveles de GAPDH. Se expresaron los niveles de gp46 normalizados
como porcentaje de células de control simulado. Las barras de error indican desviaciones estandar (n=3). El nivel de
gp46 medio tras el tratamiento que contenia DiVA es significativamente diferente del tratamiento de control simulado
(P < 0,001) basandose en una prueba de la t unilateral.

COMPARACION DE DiVA Y satDiVA

Se transfectaron formulaciones de liposoma en pHSC de rata durante 30 min en placas de 96 pocillos. Tras 48
horas, se procesaron las células usando reactivos de lisis Cells-to-Ct® (Applied Biosystems) y se cuantificaron los
niveles de ARNm de HSP47 mediante gRT-PCR. Se normalizé la expresion de HSP47 frente a control simulado. Se
determiné la CEsp midiendo el silenciamiento (KD) de HSP47 a seis dosis semilogaritmicas de ARNip y ajustando los
datos a la “funcién de dosis-respuesta sigmoidea clasica” en Graphpad Prism® 5.04.

Los resultados muestran que tanto DiVA como SatDiVA aumentaron la eficacia de KD (tabla a continuacion y
también figura 15). La CEsp es de 12 nM para DiVA y la CEs es de 14 nM para Sat DiVA.

Conjugado de | Formulacion CEso 0 % de KD in | % de KD in vivo (DMNQ
retinoide vitro (pHSC) de rata)

DiVA 20:20 HEDC:S104 con DiVA al 2% CEso =12 nM 60% a 0,75 mpk

satDiVA 20:20 HEDC:S104 con satDiVA al 2% | CEsp = 14 nM 74% a 0,75 mpk

Conjugado de retinoide frente a conjugado no retinoide

Se encontré que los conjugados de retinoide eran sistematicamente mas potentes in vifro con respecto a los
equivalentes no retinoides (véase 4TTNBB y 4Myr frente a los equivalentes de conjugado de retinoide satDiVA y
DiVA).

Compuesto (tipo de conjugado) | Formulacion CEso 0 % de KD in vitro (pHSC)
DiVA (retinoide) 20:20 HEDC:S104 con DiVA al 2% 74% a 50 nM
satDiVA (retinoide) 20:20 HEDC:S104 con satDiVA al 2% | 73% a 50 nM
4TTNPB (no retinoide) 20:20 HEDC:S104 con 4TTNPB al 2% | 34% a 50 nM
4Myr (no retinoide) 20:20 HEDC:S104 con 4Myr al 2% 27% a 50 nM

Ejemplo 43: Eficacia in vivo de conjugado de seleccion como diana de vitamina liposoluble
HEDC:S104:DOPE:Chol:PEG-DMPE:DiVA

Se evalué la actividad in vivo de formulacién de seleccion como diana en el modelo de dafio hepatico a corto plazo
(denominado modelo rapido, DMNQ). En este modelo, se induce dafio hepatico a corto plazo mediante tratamiento
con un agente hepatotdxico tal como dimetilnitrosamina (DMN), y esta acompafado por el aumento de los niveles de
ARNmM de gp46. Para inducir estos cambios, se inyecto a ratas Sprague-Dawley macho por via intraperitoneal DMN
en seis dias consecutivos. Al final del periodo de tratamiento con DMN, se aleatorizaron los animales a grupos
basandose en el peso corporal de animal individuales. Se administraron formulaciones como una unica dosis i.v., y
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se administré una hora tras la ultima inyeccion de DMN. Veinticuatro horas después, se escindieron los l6bulos
hepaticos y se determinaron los niveles de ARNm tanto de gp46 como de MRPL19 mediante ensayo de RT-PCR
cuantitativa (TagMan®). Se normalizaron los niveles de ARNm para gp46 frente a los niveles de MRPL19.

Los resultados (figura 16) muestran que es evidente una correlacion entre la cantidad de conjugado de retinoide y la
eficacia. Unicamente se requirié el 0,25% en moles para ver un efecto significativo en el modelo de DMNQ de rata.
Con DiVA al 2% en moles se observa un silenciamiento robusto de la expresion de gp46. La figura 16 muestra ratas
Sprague-Dawley macho que se trataron con DMN a 10 mg/kg en los dias 1, 2, 3 y a 5 mg/kg en los dias 4, 5, 6
mediante administracion de dosis intraperitoneal para inducir dafio hepatico. A los animales (n = 8/grupo) se les
inyectaron por via intravenosa o bien formulaciones que contenian DiVA al 0, 0,25, 0,5, 1 y 2% a una dosis de
0,75 mg/kg de ARNip, o bien PBS (vehiculo), una hora después de la ultima inyeccion de DMN. Veinticuatro horas
después, se purificod el ARNip total a partir de una seccién del I6bulo hepatico derecho de cada animal y se
almaceno6 a 4°C hasta el aislamiento de ARN. Los grupos de control incluyeron un grupo de vehiculo de PBS
(tratado con DMN) y grupo sin tratamiento (no tratado; sin DMN). Tras restar los niveles de ARNm de gp46 de fondo
determinados a partir del grupo sin tratamiento, se normalizaron todos los valores de grupo de prueba frente al
ARNm de gp46 promedio del grupo de vehiculo (expresado como porcentaje del grupo de vehiculo).

Se trataron ratas Sprague Dawley macho (130-160 g) con DMN mediante administracion de dosis intraperitoneal
para inducir fibrosis hepatica. El régimen de tratamiento con DMN fue de 3 veces por semana (lunes, miércoles y
viernes) con 10 mg/kg (es decir, 5,0 mg/ml de DMN a una dosis de 2,0 ml/kg de peso corporal) durante las 3
primeras semanas y media dosis de 5 mg/kg (es decir, 5 mg/ml de DMN a una dosis de 1,0 ml/kg) desde el dia 22
hasta el 57. A los animales del grupo de simulacion se les inyecté PBS (disolvente para DMN) usando el mismo
calendario. En el dia 22, 24 h tras el ultimo tratamiento con DMN, se extrajeron muestras de sangre y se sometieron
a ensayo para detectar biomarcadores de enfermedad hepatica para confirmar la eficacia del tratamiento con DMN.
Se asignaron los animales tratados con DMN a diferentes grupos de tratamiento basandose en el peso corporal y
para garantizar que los pesos corporales medios y el intervalo de pesos corporales de los animales en cada grupo
no tenian ninguna diferencia significativa. Se sacrificaron los animales del grupo de pretratamiento en el dia 25 para
evaluar el estadio de progresion de la enfermedad antes de comenzar el tratamiento. Se comenzaron tratamientos
con formulaciones que contenian ARNip de gp46 en el dia 25 con 2 tratamientos/semana a la dosis de ARNip
especificada un total de 10 veces. En el dia 59, 48 horas tras el tltimo tratamiento con formulacion y 72 horas tras el
ultimo tratamiento con DMN, se sacrificaron los animales mediante inhalacion de CO,. Se escindieron los I6bulos
hepaticos y se determinaron los niveles de ARNm tanto de gp46 como de MRPL19 mediante ensayo de RT-PCR
cuantitativa (TagMan®). Se normalizaron los niveles de ARNm para gp46 frente a los niveles de MRPL19.

Resultara facilmente evidente para un experto en la técnica que pueden realizarse diversas sustituciones y
modificaciones en la descripcion divulgada en el presente documento sin apartarse del alcance y el espiritu de la
descripcion. Tales realizaciones adicionales estan dentro del alcance de la presente invencién siempre que queden
cubiertas por las siguientes reivindicaciones. La presente descripcion le ensefia a un experto en la técnica a someter
a prueba diversas combinaciones y/o sustituciones de modificaciones quimicas descritas en el presente documento
para generar constructos de acido nucleico con actividad mejorada para mediar en la actividad de iARN. Tal
actividad mejorada puede incluir estabilidad mejorada, biodisponibilidad mejorada y/o activaciéon mejorada de
respuestas celulares que median en iARN. Por tanto, las realizaciones especificas descritas en el presente
documento no son limitativas y un experto en la técnica puede apreciar facilmente que pueden someterse a prueba
combinaciones especificas de las modificaciones descritas en el presente documento sin experimentacion excesiva
para identificar moléculas de acido nucleico con actividad de iARN mejorada dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Las descripciones descritas de manera ilustrativa en el presente documento pueden ponerse en practica de manera
adecuada en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no divulgadas especificamente
en el presente documento. Por tanto, por ejemplo, los términos “un” y “una” y “el/la” y referentes similares en el
contexto de la descripcion de la descripcion (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) deben
interpretarse como que cubren tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente
documento o el contexto lo contradiga claramente. Los términos “que comprende”, “que tiene”, “que incluye”, “que
contiene”, etc. deben interpretarse de manera expansiva y sin limitacion (por ejemplo, significando “que incluye, pero
no se limita a”). Se pretende que la mencién de intervalos de valores en el presente documento simplemente sirva
como método abreviado para hacer referencia individualmente a cada valor que se encuentra dentro del intervalo, a
menos que se indique otra cosa en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria
descriptiva como si se mencionara individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el
presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique otra cosa en el
presente documento o el contexto lo contradiga claramente de otro modo. Se pretende que el uso de todos y cada
uno de los ejemplos, o expresiones de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados en el presente documento,
simplemente ilustre mejor la descripcion y no plantee una limitacion sobre el alcance de la descripcién a menos que
se reivindique lo contrario. No debe interpretarse que ninguna expresion en la memoria descriptiva indica que
cualquier elemento no reivindicado es esencial para la practica de la descripcion. Adicionalmente, los términos y las
expresiones empleados en el presente documento se han usado como términos de descripcion y no de limitacion, y
no hay ninguna intencion al usar tales términos y expresiones de excluir ningln equivalente de las caracteristicas
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mostradas y descritas o partes de las mismas, sino que se reconoce que diversas modificaciones son posibles
dentro del alcance de la descripcién reivindicada. Por tanto, debe entenderse que aunque la presente descripciéon se
ha divulgado especificamente mediante realizaciones preferidas y caracteristicas opcionales, los expertos en la
técnica pueden recurrir a la modificacion y variacion de las descripciones realizadas en las mismas divulgadas en el
presente documento, y que se considera que tales modificaciones y variaciones estan dentro del alcance de esta
descripcion.

La descripcion se ha descrito de manera amplia y genérica en el presente documento. Cada una de las especies
mas estrechas y agrupamientos subgenéricos que se encuentran dentro de la divulgacién genérica también forman
parte de la descripcion. Esto incluye la descripcion genérica de la descripcion eliminando la condicion o limitacion
negativa cualquier contenido del género, independientemente de si el material extraido se menciona
especificamente o no en el presente documento. Otras realizaciones estan dentro de las siguientes reivindicaciones.
Ademas, cuando se describen caracteristicas o aspectos de la descripcion en términos de grupos de Markush, los
expertos en la técnica reconoceran que la descripcion también se describe de ese modo en términos de cualquier
miembro individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.

Lista de secuencia

<110> NITTO DENKO CORPORATION

<120> COMPUESTOS PARA DIRIGIR LA ADMINISTRACION DE FARMACOS Y POTENCIAR LA ACTIVIDAD DE
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<140> Documento PCT/US2012/041753
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agcucaguga
cacuccaaga
gcgcagacca
gcccugcuag
augguggaca
caccggacag
augccccugg

cucgagecgec

cuuuccagaa
ggagcagggg
ccggcgcuag
udcgcucccu
ugaégaaacc

ccacgcuugc

accaggcagu

ugucgeuggg
agcugcgcga
ccacggcgcg
gcuucgcuga

ucaacuuccqg

ccgacggcaa

ucaacgccau
accguggcuu
gccucuacaa
cccacaagcu

uugaaaagcu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
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gcuaaccaaa
cuccuugccce
gggccugacu
ggaccuguac
ccccuuugac
cgaccaccce
gcgecugguc
cacaggaugg
ggggagguga
guucccgugu
cagauaccau
ucugccugcc
agguaccuuc
cacuaaaaca
ggugcugcag
gagaaggagc
cguugugggg
gggaaggggg
uuuucaauaa
<210>2

<211> 21

<212> ADN

gagcagcuga

aagggugugg

gaggccauug

cuggccagceg

caggacaucu

uucaucuucc

cggccuaagg

caggaggcau

gguaccagcc

gccugagegyg

gaugcugagc

cugaaagucc

ucaccuguga

ccucagcugce

ccccugggac

ucccaggagqg

augaacuuuu

aacaugagcc

aacuuuucca

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

ES 2570 184 T3

agaucuggau
uggaggugac
acaagaacaa
uguuccacgc
acgggcgega
uagugeggga
gugacaagau
ccaaaggcuc
uuggauacuc
accuucccag
ccggaaacuc
cagaucaagc
gaccaaauug
cuccccageu
caggcaccce
ggcuucuggg
uguuuuguuu
uuuguugcua

augacauuuu

ggggaagaug
ccaugaccug
ggccgacuug
caccgccuuu
ggagcugcgc
cacccaaagc
gcgagacgag
cugagacaca
céuggggugg
cuagaauuca
cacauccugu
cugccucaau
agcuaggggg
cuaucccaac
cagaaugacc
cagacucugg
cuuccuuuuu
ucaauccaag

guuggagcgu

cagaagaagg
cagaaacacc
ucacgcaugu
gaguuggaca
agccccaage
ggcucccuge
uuauagggcc
ugggugcuau
ggguggaaaa
cuccacuugg
gggaccuggg
caguauucau
gucagccagce
cucucccaac
uggccgcagu
ucaagaagca
uaguucuuca
aacuuauuug

ggaaaaaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: oligonucleétido sintético’

<400> 2

ggacaggccu cuacaacuat t

<210>3

21

73

cuguugccau
uggcugggcu
éaggcaagaa
cagauggcaa
uguucuacgce
uauucauugg
ucagggugca

ugggguuggyg

acagaccggg
acaugggccce
ccauagucau
auuuauagcc
ccucuucuga
uauaaaacua
gaggcggauu
ucgugucugg
aagauaggga

uacauuuuuu

4

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2208
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<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”
<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: oligonucleétido sintético”
<400> 3

uaguuguaga ggccugucct t 21

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”
<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: oligonucleétido sintético”
<400> 4

ggacaggccu guacaacuat t 21
<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de secuencia artificial: oligonucledtido sintético”
<220>

<221> fuente

<223> /nota=“Descripcion de molécula de ADN/ARN combinada: oligonucleétido sintético”

74
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<400> 5

uaguuguaca ggccugucct t 21
5
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REIVINDICACIONES

Compuesto de formula |

en la que R1 y Ry se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en grupo alquilo de Cq2 a
C1s, alquenilo de Cq2 a Cqg y oleilo; en la que Rs y R4 se seleccionan independientemente de un grupo que
consiste en alquilo de Cq a Cg, y alcanol de C; a Cs; en la que X se selecciona de un grupo que consiste en
-CH,-, -S- y -O- o esta ausente; en la que Y se selecciona de -(CHa),, -S(CHz)n, -O(CH2).-, tiofeno y
-SO2(CH2)n-, en los que n = 1-4; en la que a = 1-4; en la que b=1-4; en la que c=1-4; y en la que Z es un
contraion, preferiblemente un halégeno o mesilato y en la que dicho grupo alquenilo se deriva de un grupo
alquilo y contiene en la cadena de hidrocarburo lineal o ramificada uno o mas dobles enlaces.

Compuesto segun la reivindicacion 1, que se selecciona del grupo que consiste en

o

/\/\/\2\/\/\/“\ o
O/WNJQEQ\OH ) HEDC
\/\/\/\/\/\/ﬁﬁk) B
o
(o)

)QN Pr-HEDGC
N ~"0oH

B o )

o
)I\/\>®/
N N—"0H HE-Pr-DC
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o)

/&N
\¢A\/\v”\/“»/\vﬁwrQVJ
(o]
[o]
W\/\/\/\/Lo Y
/HN "o

N
) \/\OH
/\/\/\/\—/\/\/\/\g/o o
o]
\/\/\/\/-_:\/_\/\/\/U\O Br. °
/j‘ N /\/OH
O\

\/\/\/\/=\/\/\/\)k o
°/\N)K/s\/3ﬁ/\/os+
/\/\/\/\___/\/\/\/\g/o\) 7N
\/\/\/\/=\/\/\/\/ﬁ\ ®
O/HNJ\S/\%:E/\/\OH
/\/\/\/\:/«VévAvﬁwﬂx) '

(o}

Composicion que comprende un lipido catiénico que consiste en el compuesto segun la reivindicacion 1 6 2,

preferiblemente

o)

/\/\/\/\/\/\/u_o\ (o} I _
N/U\/N#\/\OH

OrJ Br-

\/\/\/\/\/\/\ﬂ_

0
(0] B
/\NJ\/S\/\r?I/\/OH HES104

HE-DODC-DLin

HE2-DODC

HE-DODC

HE-Et-DODC

HE-Pr-DODC

HES104D0

HETU104DO

o) HEDC.

Composicion segun la reivindicacion 3, que comprende una composicion liposomal.
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Composicion segun la reivindicacion 4, que comprende ademas un lipido seleccionado del grupo que
consiste en un PEG-lipido, preferiblemente PEG-DMPE (1,2-dimiristoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
PEG), un lipido catiénico ionizable, preferiblemente

o
PN NP NP NG
\_\N/?I\/S\/\N/
~ |

\/\/\/\/\/\/\g_o
S104, y un lipido no catidnico,

preferiblemente seleccionado de colesterol y fosfolipido tal como

W\NW\i i

1]
— P
AMWV%;?{\O .d. O\/\NHgv

°© DOPE.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, que comprende ademas una molécula
retinoide.

Composicion segun la reivindicacion 6, en la que la molécula retinoide es un conjugado de retinoide
seleccionado del grupo que consiste en retinoide-grupo de unién-retinoide o retinoide-grupo de unién-lipido.

Composicion segun la reivindicacion 7, en la que el conjugado de retinoide es de férmula

o o . 6"

u/\/\(oc,,,zcumf\ﬁ’L(cn,cn,o)/\)\u/\/\(ocncu,)/\ ?

Py

en la que q, ry s son cada uno independientemente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9 6 10.

Composicion segun la reivindicacion 8, en la que el conjugado de retinoide es de férmula

i r X i
N
u/\/\wcuzcm){\ N (CH,CH0) ﬁ/\/\(ocr«caz)s y?/

H

HN A SN NN
o o

Composicion de reivindicaciones 3-9, que comprende ademas un agente terapéutico.

Composicion segun la reivindicacion 10, en la que el agente terapéutico es un acido nucleico,
preferiblemente un ARNip.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-11, para su uso en el tratamiento de un

estado caracterizado por fibrosis andmala, opcionalmente seleccionado de cancer y una enfermedad
fibrotica.
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HEDC, in vitro, pHSC de rata (ARNip 867 nM)

HEDC + VA-PEG- HMEDC + DIVA-
PEG-DIVA

VA

+ VA

p o
6

“LD i

de

oMW

\\\\\\\\\\\\\\\\

................................................................................

Liposomas: DC6-14 frente a DODC frente a HEDODC
(in vitro, pHSC de rata, ARNip 200 nM)

79



ES 2570 184 T3

...................................................................................................................................................................................

el

M : 2 4
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......
.....
s
H M b3 “ i

7

Lipoplejo HEDODL  HEDOE(

+ VA

de DC-6-14 de DC-6-14

Lipoplejo

60 ratones, 4 x 2.5 mpk iny., * p<0.05 frente a PBS
pas

tratamiento

Sin

............................................................................................................................

G-

(3a F epap)

91db ap ugisaidxoe ap %

2B &

Dosis de ARNip (nM)

FIG. 4
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% de expresion de gp46

(media £ EEM)

128+

1004

CE,, = 0.785 mg/kg

L

j H ¥ L] f
0B 0.5 1.0 1.8 20
Dosis de ARNip (mg/kg)

FIG. 5
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Expresion de HSP47 (media £ EEM)

0, vehiculo = 100)

(sin tratamiento

150-

ES 2570 184 T3

0112-FBS-046-DMNC
10 Tto. comenzado en el dia 22 (DiVA al 2%)

R TRE RS O N T s

,.
2
M
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Puntuacion de fibrosis
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o

Tratamiento Simulacién

enferma

FIG. 7
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Eficacia de conjugados de VA (afiadidos mediante decoracion)
en liposomas, in vitro, (pPHSC de rata, ARNip 867 nM)

B s e T

Expresion de gp46 (% de sin tratar)

60 -

a0 -

20 -
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R A R R A R N R R R R L L A R R A R S L T A A A L AR AR AR . n AR A

l
Eficacia de conjugados de VA (ainadidos mediante cosolubilizacion) 5
en liposomas de DODC, in vitro, (pHSC de rata, ARNip 100 nM) §

i

"l':‘- 120 e oy i S 2 A B 5 A e e B 7 . e e e e e e e i  r r mm mmrm ;
S :
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n i
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c
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e
o
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FIG. 10

Eficacia de conjugados de VA (anadidos mediante cosolubilizacién)
en lipoplejos, in vitro, (pHSC de rata, ARNip 867 nM)

Expresion de gp46 (% de sin tratar)

Sin RNAIMAX Sin DOPE-GIu-VA  VA-PEG-VA DiVA-PEG-DIVA
tratar conjugado

de VA
afadido
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Eficacia de conjugados de VA (afiadidos mediante cosolubilizacion)
en liposomas, in wtm, (pHSC de rata, ARNlp 200 nM)
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Eficacia de lipoplejos de DC-6-14 y DODC-M decorados con VA o
cosolubilizados con conjugados de VA, in vitro, (PHSC de rata, ARNip 867 nM) :

120

100 +

80 ~

60 -~

40 -

20 -

Expresion de gp46 (% de sin tratar)
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Eficacia de DiVA-PEG-DiVA, in vivo (modelo de CCI, de ratén)
40 ratones, 4 x 1 mpk (ARNip) iny., * p<0.05 frente a PBS, * p<0.05 frente a sin DiVA-PEG-DiVA

R i B r——— .
g
g =
= i
=
i m :
2
= ;
kel :
L
PES Liposoma de Liposoma de
tratamiento DODC-M, DODC-M +
sin DiIVA-PEG-DiVA DIiVA-PEG-DiVA |
FIG. 13
Eficacia de DiVA-PEG-DiVA, in vivo (modelo de CCI, de ratén)
50 ratones, 4 x 1 mpk (ARNip) iny., * p<0.05 frente a PBS, * p<0.05 frente a sin DiVA-PEG-DiVA
120 ..................................................................................................................................................................
100
[
E 80 -
w0
be
@
T &0
=
h]
i
s 40
=
w
20
0 - ¥ :
Sin PBS Sin El 5% de El 5% de
tratamiento DiVA-PEG-DIVA  DIiVA-PEG-DivA  DiVA-PEG-DiVA
(decorado) {cosolubilizado)

FIG. 14
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Eficacia in vitro (pHSC), efecto de conjugados de retincide en lipido

% de expresion de HSP47
(Media £ DE)

Correlacién de contenide de DiVA con respecto a la eficacia in vive (DMNQ de rata)

¢

% de expresién de gpd6 (media £ eem)

% en moles de DiVA
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