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DESCRIPCIÓN 

Formulaciones de ácido nucleico para su liberación génica 

Introducción 

Esta invención se refiere a nuevas composiciones para la introducción de una molécula de ácido nucleico 
en una célula, incluyendo por medio de un método de liberación por voltaje de pulsos, para la expresión de una 
proteína, un péptido, un ARN antisentido, una ribozima, o un polipéptido. 

Antecedentes de la Invención 

La siguiente información se presenta para ayudar a la comprensión del lector. 

La terapia génica es un área principal de la investigación en el desarrollo de fármacos. La terapia génica ha 
sido considerada un mecanismo deseable para corregir las enfermedades determinadas genéticamente resultantes 
del fracaso en la producción de ciertas proteínas y las enfermedades adquiridas tales como las autoinmunitarias y el 
cáncer. Un ejemplo de una clase de enfermedades determinadas genéticamente que son consideradas susceptibles 
de terapia génica es la hemofilia. La hemofilia B, por ejemplo, es un trastorno hemorrágico que resulta de la 
ausencia de factor de coagulación sanguíneo IX funcional ("F. IX"). La dolencia se clasifica como grave, moderada o 
leve, dependiendo del nivel de F. IX funcional (Lusher, J. M. (1999) Thromb Haemost 82: 572-5751). 
Aproximadamente 5.200 varones resultan afectados por esta enfermedad en los Estados Unidos siendo 
aproximadamente el 45% de estos casos de tipo grave. En los casos graves de hemofilia B (<1% de los niveles de 
F. IX normal) se producen frecuentes eventos de hemorragia que pueden poner en peligro la vida y producen a 
menudo una destrucción debilitante de las articulaciones del paciente. La terapia actual para la hemofilia B es la 
administración de la proteína F. IX solamente en respuesta a los eventos hemorrágicos. El uso de cualquier derivado 
de la sangre o de F. IX recombinante ha demostrado que se pueden lograr beneficios clínicos y de calidad de vida 
tremendos convirtiendo los casos de hemofilia B más graves en moderados o leves. En algunos países se 
administra la proteína F. IX profilácticamente en los casos más graves, a pesar del hecho de que estos tratamientos 
son extremadamente costosos (Ljung, R. C. (1999) Thromb Haemost 82  525 - 530). El uso profiláctico de F. IX no 
es frecuente en los Estados Unidos. 

La terapia génica podría proporcionar un nuevo enfoque profiláctico para el tratamiento de enfermedades 
tales como la hemofilia B. Un obstáculo tecnológico para la comercialización de la terapia génica, no obstante, es la 
necesidad de métodos de liberación génica prácticos, eficaces y seguros. En modelos animales de hemofilia, se han 
utilizado con éxito vectores basados en virus para administrar el gen del F. IX humano en el hígado o el músculo. 
(Kay, M. A., et al. (1993) Science 262: 117-119; Herzog, R. W., et al. (1999) Nat Med: 56-63; Snyder, R. O., et al. 
(1999) Nat Med 5: 64-70; Chao, H., et al. (1999) Gene Ther 6: 1695-1704; Lozier, J. N., et al. (1999) Blood 94: 3968­
3975; Kaufman, R. J. (1999) Hum Gene Ther 10: 2091 - 2107). En algunos casos, estos enfoques han conducido a 
la expresión a largo plazo (> 2 años) de niveles terapéuticos de F. IX en un modelo canino de hemofilia B (Herzog, 
R. W., et al. (1999) Nat Med 5: 56-63). No obstante, se ha informado extensamente sobre las limitaciones de los 
enfoques basados en virus. Por ejemplo, no es posible la re-administración con estos vectores debido a la respuesta 
inmunitaria humoral generada contra las proteínas virales. Además de los retos de la fabricación para obtener un 
suministro de vectores reproducibles adecuados, también existen asuntos de seguridad significativos asociados con 
los vectores virales, concretamente para aquellos que se dirigen al hígado para la expresión del gen. A pesar de los 
problemas asociados con la terapia génica viral, muchos han considerado que los virus son más eficaces que los 
vehículos de liberación no virales. 

Un problema de la terapia génica no viral es conseguir la liberación y expresión de suficiente ácido nucleico 
para producir una expresión fisiológicamente relevante, tangible. Aunque hace varios años se demostró que los 
plásmidos con ADN en solución salina isotónica (también denominados ADN "desnudo") transfectaban una variedad 
de células in vivo, la carencia de estabilidad de tales plásmidos no protegidos a la degradación enzimática está 
asociada con la irreproducibilidad de la absorción que conduce a una expresión altamente variable y a respuestas 
biológicas en modelos animales. La biodisponibilidad muy baja del plásmido "desnudo" en la mayoría de los tejidos 
también requiere la administración de dosis elevadas de plásmidos para generar una respuesta farmacológica. 

Por lo tanto el campo de la liberación génica no viral se ha dirigido a sistemas de liberación sintéticos más 
eficaces capaces de aumentar la eficacia de liberación del plásmido, conferir una expresión prolongada y 
proporcionar formulaciones estables en el almacenamiento como se espera de otras formulaciones farmacéuticas. 

Para superar el problema de la degradación de los ácidos nucleicos, por lo general el ADN plasmídico 
("ADNp"), e intensificar la eficacia de la transfección de genes, se han desarrollado agentes condensantes catiónicos 
(tales como polibreno, dendrímeros, quitosana, lípidos y péptidos) para proteger el ADNp condensándolo por medio 
de la interacción electrostástica. (A. P. Rolland, From genes to gene medicines: recent advances in nonviral gene 
delivery, revisado en Therapeutic drug carrier systems, 15 (2): 143-198 (1998).) Sin embargo, el uso de partículas 
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plasmídicas condensadas para la transfección de un gran número de células musculares in vivo no ha resultado 
satisfactorio comparado directamente con el ADN "desnudo". Wolff, J. A., et al., J. Cell Sci., 103, 1249, 1992. En 
particular, debido a la fisiología del músculo, el uso de partículas condensadas rígidas que contienen un plásmido 
para la transfección eficaz de un gran número de células musculares no ha resultado satisfactorio hasta la fecha 
porque los lípidos catiónicos y los complejos de plásmidos con polilisina no cruzan la lámina externa para conseguir 
el acceso a las caveolas y los túbulos T. Id. 

Otras estrategias que incluyen la modulación de la carga superficial y el carácter hidrófobo del plásmido 
mediante la interacción con sistemas no condensantes interactivos, protectores (p. ejemplo, polímeros PINC®) han 
mostrado ventajas sobre el uso del ADN "desnudo" para la administración directa a tejidos sólidos. [Documento WO 
9621470, Patente de los Estados Unidos Núm. 6.040.295].  

También se han utilizado microesferas biodegradables en la liberación génica que encapsulan el ácido 
nucleico. Por ejemplo, en el documento WO 0078357, Chen, W. et al, describieron matrices, películas, geles e 
hidrogeles que incluyen ácido hialurónico (AH) derivatizado con una hidrazida y entrecruzado con un ácido nucleico 
que forman microesferas de liberación lenta. En el documento WO 9524929, Boekelheide, K. et al., describieron la 
encapsulación de genes en una matriz preferiblemente en forma de una micropartícula tal como una microesfera, 
una microcápsula, una película, un implante, o un revestimiento sobre un dispositivo tal como un stent. En el 
documento US 6048551, Beer, S. et al. describieron un sistema de reparto de genes de liberación controlada 
utilizando poli(lactida-co-glicólido) (PLGA), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, ftalatoacetato de celulosa, y las 
series R, L y E de Ludragit de microesferas de polímeros y copolímeros para encapsular el vector del gen. Luo D et 
al. Pharm Res 1999 Agosto; 16 (8): 1300-8, informaron sobre la caracterización de sistemas para la liberación 
controlada de ADN procedente de matrices poliméricas implantables (EVAc: poli(etileno-co-acetato de vinilo)) y 
microesferas inyectables (PLGA y PLA: copolímero de poli(D,L-lactida-co-glicólido) y poli(L-lactida), 
respectivamente). A pesar de su promesa, las microesferas pueden plantear dificultades de fabricación y pueden 
restringir adversamente la liberación de ADN in vivo, concretamente en tejido muscular.  

Otra técnica anterior incluye Blood, 96, 803a, Nov. 2000, que describe una polivinilpirrolidona combinada 
con ácido nucleico, y un poliglutamato combinado con ácido nucleico, y donde junto con la electroporación, se logra 
una liberación de genes satisfactoria, y Pharmaceutical Development Technology, 5, 2000, 115-22, que describe la 
hibridación de ácidos nucleicos, y la capacidad de los carbohidratos para proteger los ácidos nucleicos de la 
degradación en tales condiciones. 

A pesar de los avances recientes, sigue existiendo la necesidad de composiciones de ácidos nucleicos 
formuladas adicionales y mejoradas para la liberación de genes. 

Compendio de la Invención 

La invención proporciona una formulación para la liberación de una molécula de ácido nucleico en una 
célula como se expone en las reivindicaciones 1, 2 y 3. Las formulaciones preferidas se exponen en las 
reivindicaciones 4 a 23. 

Otras realizaciones de la invención se exponen en las reivindicaciones 24 – 58. 

En una realización de la invención, el poliaminoácido es poli(ácido glutámico) y una de sus sales. Se ha 
demostrado en la presente invención que la formulación de poli(ácido glutámico) es particularmente útil al 
incrementar la transfección in vivo asistida por electroporación. 

Las composiciones de la presente invención que se utilizan para la administración de ácido nucleico, 
preferiblemente mediante liberación por voltaje de pulsos, permiten el tratamiento de enfermedades, la vacunación, y 
el tratamiento de trastornos musculares y deficiencias de proteínas en suero. 

Otra enfermedad tratable se caracteriza por niveles insuficientes de Factor IX activo. La liberación de un 
ácido nucleico que codifica el Factor IX formulado en poli-glutamato y liberado junto con la electroporación de 
acuerdo con la presente invención es capaz de proporcionar niveles de nanogramos de Factor IX en la sangre 
periférica de animales grandes. 

La enfermedad que se va a tratar puede estar caracterizada por niveles insuficientes de glóbulos rojos que 
producen anemia. La liberación de un ácido nucleico que codifica eritropoyetina ("EPO") formulado en poli-L­
glutamato y liberado junto con electroporación de acuerdo con la presente invención es capaz de proporcionar 
suficientes niveles de EPO como para dar como resultado un nivel de hematocrito máximo. 

Otra enfermedad puede estar caracterizada por una desregulación del sistema inmunitario. La liberación de 
un ácido nucleico que codifica una citoquina, tal como en un ejemplo, el interferón alfa 2b humano ("hINFα"), 
formulado en poli-L-glutamina y liberado junto con electroporación de acuerdo con la presente invención es capaz de 
proporcionar niveles de nanogramos de hINFα en la circulación periférica. 
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En un método de liberación de una molécula de ácido nucleico de acuerdo con la invención en un 
mamífero, más preferiblemente un ser humano, se proporciona una formulación de poliaminoácido aniónico no 
condensante como se ha definido en la presente memoria a las células del organismo por medio del uso de un 
dispositivo configurado y dispuesto para ocasionar la liberación de la formulación mediante voltaje de pulsos. 

En realizaciones preferidas el dispositivo para la liberación es un dispositivo de electroporación que libera la 
composición de la invención en la célula por medio de voltaje de pulsos y/o libera la composición de la invención 
sometiendo las células a un campo eléctrico. 

La presente invención también ofrece un kit. El kit incluye un contenedor para proporcionar una 
composición de la invención y o bien (i) un dispositivo de voltaje de pulsos para liberar la composición de la 
invención en células de un organismo, donde el dispositivo de voltaje de pulsos es capaz de combinarse con el 
contenedor, o bien (ii) instrucciones que explican cómo liberar la composición de la invención con el dispositivo de 
voltaje de pulsos. De este modo, el "contenedor" puede incluir instrucciones proporcionadas para permitir a un 
experto en la técnica elaborar las composiciones de la invención. Las instrucciones proporcionarán etapas para 
elaborar los compuestos utilizados para formular moléculas de ácido nucleico. Adicionalmente, las instrucciones 
incluirán métodos para someter a ensayo las composiciones de la invención que implican establecer si las moléculas 
de ácido nucleico resultan dañadas después de la inyección siguiente a la electroporación. El kit también puede 
incluir una notificación de un uso y unas instrucciones aprobados por la FDA. 

Asimismo se proporciona un método para elaborar un kit de la invención. El método implica las etapas de 
combinar un contenedor para proporcionar una composición de la invención o bien con (i) un dispositivo de voltaje 
de pulsos para liberar la composición de la invención en las células de un organismo, donde el dispositivo de voltaje 
de pulsos es capaz de combinarse con el contenedor, o bien (ii) instrucciones que explican cómo liberar la 
composición de la invención con el dispositivo de voltaje de pulsos. 

Las composiciones de la invención permiten el tratamiento de un mamífero que padece cáncer o una 
enfermedad infecciosa. Se proporciona una composición de la invención a las células del mamífero por medio del 
uso de un dispositivo configurado y dispuesto para proporcionar la liberación mediante voltaje de pulsos de una 
composición de la invención a las células del mamífero, donde la molécula codifica un antígeno canceroso o un 
antígeno para la enfermedad infecciosa. 

Las composiciones de la presente invención que se utilizan para administrar ácidos nucleicos, 
preferiblemente mediante liberación por voltaje de pulsos protegen el ácido nucleico y/o prolongan la 
biodisponibilidad localizada del ácido nucleico y/o aumentan la expresión cuando se administran a un organismo in 
vivo, o in vitro en un cultivo celular. 

Como las composiciones son útiles para la liberación de una molécula de ácido nucleico en las células in 
vivo, la invención permite la administración en un sitio in vivo. En particular, esto incluye composiciones para liberar 
una molécula de ácido nucleico en un sitio in vivo en un mamífero. 

Otros objetos, rasgos y ventajas de la invención se harán evidentes a partir de la siguiente descripción 
detallada de las realizaciones de la invención actualmente preferidas. 

Breve Descripción de los Dibujos 

La Figura 1 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la inyección de mezclas de ADNp 
de SEAP/ADN vacío en el músculo tibial craneal de ratones CD-1 con electroporación. Se administraron diferentes 
cantidades de ADNp de SEAP y un exceso de ADNp vacío (con respecto al ADNp codificante). 

La Figura 2 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la inyección de ADNp de SEAP 
desnudo o mezclas de ADNp de SEAP/polímero aniónico en el músculo tibial craneal de ratones CD-1 con 
electroporación y la concentración de ADN de 2,5 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La 
concentración de polímero aniónico en la solución inyectada varía como se indica en el gráfico. 

La Figura 3 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la inyección de ADNp de SEAP 
desnudo o mezclas de ADNp de SEAP/polímero aniónico en el músculo tibial craneal de ratones CD-1 con 
electroporación y la cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue regularmente (a menos que se 
mencione de otro modo) de 25 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). 

La Figura 4 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la inyección de ADNp de SEAP 
desnudo o mezclas de ADNp de SEAP/polímero aniónico en el músculo gastrocnemio de ratones CD-l y 
electroporación del tejido. La concentración del polímero aniónico en la solución inyectada varía como se indica en el 
gráfico. 

La Figura 5 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 días como función de la cantidad del ADNp 

4

ES 2 364 812 T3



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

de SEAP inyectado en diferentes formulaciones como se indica: A en el músculo tibial craneal de ratones CD-1; B 
en el músculo gastrocnemio de ratones CD-1 comparando o bien ADNp de SEAP desnudo o bien una mezcla de 
ADNp de SEAP y poli(ácido L-glutámico) a 6,0 mg/ml. 

La Figura 6 muestra la expresión de luciferasa después de una inyección intramiocárdica directa de ADN 
plasmídico formulado en solución salina frente a poli(ácido glutámico). 

La Figura 7 muestra concentraciones de hF. IX en suero a los 7 días de la inyección de ADNp desnudo de 
hF. IX o mezclas de ADNp de hF. IX/poli(ácido L-glutámico) en el músculo tibial de ratones C57BL/6 y 
electroporación del tejido. La concentración del polímero aniónico en la solución inyectada varía como se indica en el 
gráfico. 

La Figura 8 muestra la expresión de hF. IX en el plasma de ratones inmunodeficientes (SCID beige). 

La Figura 9 representa la inmunohistología y el tipo de fibra de los miocitos que expresan hF. IX en músculo 
de ratón SCID. 

La Figura 10 A representa los niveles de hF. IX en plasma determinados mediante ELISA en perros 
después de la inyección intramuscular de plásmido aumentado por electroporación en numerosos sitios diferentes. 
Los valores son las medias ± ETM con n = 3 para cada grupo. La Figura 10B muestra una transferencia western de 
hF. IX purificado utilizando suero de animal tratado como anticuerpo primario. Calle A, marcador molecular; calle B, 
suero de control negativo; calle C, control positivo (suero canino con una cantidad añadida de anticuerpos anti-hF. IX 
de conejo; calle D, suero procedente de un perro hembra del grupo de 6 inyecciones  (pico de expresión de hF. IX 
35,71 ng/ml); calle E, suero de un perro macho procedente del grupo de 12 inyecciones (pico de expresión de hF. IX 
47,9 ng/ml). 

La Figura 11 representa la duración de la retención del ADN plasmídico con EPO de ratón después de la 
liberación mediante electroporación utilizando formulaciones con solución salina y poli(ácido L-glutámico). 

La Figura 12 representa la expresión de EPO y el hematocrito en ratones después de la liberación del gen 
de EPO de ratón mediante electroporación utilizando formulaciones con solución salina y poli(ácido L-glutámico). 

La Figura 13 representa los resultados de la expresión de EPO en ratones después de la liberación del gen 
de EPO de ratón mediante electroporación utilizando formulaciones con solución salina y poli(ácido glutámico) a lo 
largo de un marco temporal de tres meses. 

La Figura 14 representa una comparación de la expresión del gen de hINFα después de la liberación en 
solución salina frente a poliglutamato. A representa los resultados utilizando una dosis de 50 microgramos de ADN 
plasmídico mientras B representa los resultados de la administración de una dosis de 5 microgramos de ADN 
plasmídico. 

La Figura 15 muestra la capacidad de las formulaciones de poli-L-glutamato y poloxámero para proteger el 
ADN de la degradación con nucleasa. El panel A representa un ADN en formulación salina; el panel B representa el 
ADN formulado en Pluronic F68 al 5%; el panel C representa ADN formulado en 6 mg/ml de poli-L-glutamato. Calle 
A, control negativo del ADN plasmídico sin ADNasa; calle B, control positivo del ADN plasmídico y la ADNasa 
mezclados 1:1; calle C, ADNasa diluída 1:1; calle D, ADNasa diluida 1:10; calle E, ADNasa diluida 1:100; calle F, 
ADNasa diluida 1:1.000; calle G, ADNasa diluida 1:10.000. 

La Figura 16 representa los resultados de la estabilidad biológica a largo plazo del ADN plasmídico que 
codifica SEAP formulado en 6 mg/ml de poli-L-glutamato en diferentes condiciones de almacenamiento. A, 
liofilización y almacenamiento a 4°C. durante 105 días; B, congelación de una formulación líquida con 
almacenamiento a -20°C durante 105 días; C, almacenamiento líquido a 4°C durante 105 días; D, almacenamiento 
líquido a la temperatura ambiente durante 105 días; E, almacenamiento líquido a 37°C durante 105 días; F, 
almacenamiento líquido a 50°C durante 8 días; G, formulación líquida sometida a congelación/descongelación; H, 
ADN de nueva aportación formulado en poli-L-glutamato; I, ADN de nueva aportación sin poli-L-glutamato. 

La Figura 17 representa el mapa plasmídico para pFN0945, un plásmido de expresión que porta el gen para 
hF. IX. La secuencia del plásmido completo se describe como SEQ ID NO: 3. 

La Figura 18 representa el mapa plasmídico para pFN1645, un plásmido de expresión que porta un gen con 
codones optimizados para hF. IX. La secuencia del plásmido completo se describe como SEQ ID NO: 4. 

La Figura 19 representa el mapa plasmídico para pEP1403, un plásmido de expresión que porta el gen de 
eritropoyetina de ratón. La secuencia del plásmido completo se describe como SEQ ID NO: 2. 

La Figura 20 representa el mapa plasmídico para pIF0921, un plásmido de expresión que porta el gen de 
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interferón alfa humano. La secuencia del plásmido completo se describe como SEQ ID NO: 1. 

Descripción Detallada de las Realizaciones Preferidas 

La liberación y la expresión de secuencias codificadas sobre un vector en células eucarióticas, 
concretamente in vivo en un mamífero, dependen de una variedad de factores incluyendo la eficacia de transfección 
y la vida útil de la secuencia codificante dentro de la célula transfectada. De este modo, se ha informado sobre 
numerosos métodos para llevar a cabo dicha liberación. 

Un medicamento génico no viral está compuesto por tres elementos principales: i) un ácido nucleico que 
codifica un producto génico (p. ej., una proteína terapéutica), ii) un sistema de expresión basado en plásmidos, y iii) 
un sistema de liberación génica sintético. Se pretende que estos productos tengan una baja toxicidad debido al uso 
de componentes sintéticos para la liberación de genes (minimizando por ejemplo los riesgos de inmunogenicidad 
generalmente asociados con los vectores virales) y plásmido no integrantes para la expresión génica. Puesto que no 
se ha informado sobre la integración de secuencias plasmídicas en cromosomas del anfitrión in vivo hasta la fecha, 
no deben activar oncogenes ni inactivar genes supresores de tumores. Esta seguridad intrínseca con los sistemas 
no virales contrasta con los riesgos asociados con el uso de la mayor parte de los vectores virales. Como los 
sistemas episómicos que residen fuera de los cromosomas, los plásmidos tienen una farmacocinética y perfiles de 
eliminación definidos, que conducen a una duración finita de la expresión del gen en los tejidos diana. 

La formulación del ácido nucleico con polímeros aniónicos como se describe más abajo es particularmente 
deseable debido a que intensifican la transfección y la expresión del ácido nucleico, protegen al ácido nucleico de la 
degradación, y son completamente biodegradables. Además, debido a que la formulación del ácido nucleico con 
polímeros aniónicos produce una transfección más eficaz, se pueden utilizar cantidades más bajas de ADN. Por 
biodegradable, se pretende significar que los polímeros aniónicos pueden ser metabolizados o aclarados por el 
organismo in vivo sin efectos tóxicos o efectos secundarios o con efectos tóxicos o efectos secundarios mínimos. El 
término "polímeros aniónicos" representa polímeros que tienen una subunidad repetitiva que incluye, por ejemplo, un 
grupo carboxilo, fosfato o sulfato ionizados que tienen una carga neta negativa a pH neutro. Los ejemplos de los 
polímeros aniónicos incluyen poli-aminoácidos (tales como poli(ácido glutámico), poli(ácido aspártico) y sus 
combinaciones), poli(ácidos nucleicos), poli(ácido acrílico), poli(ácido galacturónico), y poli(sulfato de vinilo). En el 
caso de los ácidos poliméricos, el polímero se utilizará por lo general en forma de sal. 

Se han realizado esfuerzos para intensificar la liberación de ADN plasmídico en las células mediante 
medios físicos incluyendo la electroporación, la sonoporación y la presión. La inyección mediante electroporación es 
una técnica moderna que implica la aplicación de un campo eléctrico pulsado para crear poros transitorios en la 
membrana celular sin ocasionar un daño permanente en la célula y de ese modo permite la introducción de 
moléculas exógenas. 

Esta técnica se ha utilizado ampliamente en laboratorios de investigación para crear hibridomas y se está 
aplicando ahora en enfoques de transferencia génica para terapia. Ajustando el pulso eléctrico generado por un 
sistema electroporético, las moléculas de ácido nucleico pueden encontrar su camino a través de pasillos o poros en 
la célula que se crean durante el procedimiento. En la Patente de los Estados Unidos 5.704.908 se describe un 
aparato de electroporación para liberar moléculas en las células en una localización seleccionada dentro de una 
cavidad del organismo de un paciente. Véase también la Patente de los Estados Unidos 5.704.908. 

El uso de métodos electroporéticos para liberar genes suspendidos en solución salina en arterias de conejo 
y porcinas como modelos para tratar enfermedades coronarias y vasculares periféricas se ha comentado en el 3rd 
US-Japan Symposium on Drug Delivery (D. B. Dev, J. J. Giordano y D. L. Brown, Maui, Hawaii, 17-22 de Diciembre, 
1995). La capacidad para dirigir y expresar el gen informador lacZ suspendido en solución salina a diferentes 
profundidades de la región dérmica de ratones sin pelo se ha descrito en el artículo "Depth-Targeted Efficient Gene 
delivery and Expression in the skin by Pulsed Electric Fields: An approach to Gene Therapy of Skin Aging and Other 
Diseases" (Zhang et al., Biochemical and Biophysical Research Communications 220, 633 - 636 (1996)). Se ha 
inyectado un plásmido de expresión de mamífero para el gen lacZ en solución salina en la arteria carótida interna de 
ratas cuyos tumores cerebrales habían sido sometidos a electroporación entre dos electrodos. Se informó de que el 
gen era expresado en las células tumorales tres días después de la inyección del plásmido, y además, se informó de 
que se había aislado actividad lacZ solamente en los tejidos y células elegidos como diana (Nishi, et al., Cancer 
Research 56, 1050-1055, 1 de Marzo 1, 1996). 

Ajustando el pulso eléctrico generado por medio de un sistema electroporético, las moléculas de ácido 
nucleico pueden encontrar su camino en la célula a través de pasillos o poros que se crean durante el 
procedimiento. 

Previamente, el tratamiento de la hemofilia B mediante métodos no virales no había sido posible porque 
solamente se alcanzaban niveles bajos y variables de expresión génica. Recientemente, se demostró que el uso de 
la electroporación in vivo producía niveles elevados constantes de expresión génica en músculo, hígado, piel, 
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tumores sólidos y testículo después de la inyección directa de plásmido en estos tejidos (Titomirov, A. V., et al. 
(1991) Biochim Biophys Acta 1088: 131-134; Muramatsu, T., et al. (1997) Biochem Biophys. Res Commun 233: 45­
49; Suzuki, T., et al. (1998) FEBS Lett 425: 436-440; Aihara, H. and Miyazaki, J. (1998) Nat Biotechnol 16: 867-870; 
Mir, L. M., et al. (1998) C R Acad Sci III 321: 893-899; Rizzuto, G., et al. (1999) Proc Natl Acad Sci U S A 96: 6417­
6422; Goto, T., et al (2000) Proc Natl Acad Sci U S A 97: 354-359; Somiari, S., et al. (2000) Mol Ther 2: 178-187). En 
ratones, se utilizó la electroporación de ADN plasmídico en solución salina para lograr niveles de hF. IX circulante 
que fueran un 2% del normal y se mantuvieran durante al menos 2 meses (Bettan, M., et al. (2000) Mol Ther 2: 204­
210). La presente solicitud describe formulaciones de plásmidos novedosas para la electroporación que hacen 
realidad cuatro objetivos: (1) niveles terapéuticamente significativos de proteínas in vivo, (2) expresión persistente 
del transgén, (3) re-administración del plásmido formulado para obtener niveles comparables a los niveles iniciales y 
(4) niveles terapéuticamente significativos en animales grandes. 

La liberación de un ADN formulado de acuerdo con la presente invención por medio de la utilización de un 
dispositivo de liberación por voltaje de pulsos representa un nuevo enfoque para la liberación génica. En particular, 
la realización preferida que emplea polímeros de aminoácidos aniónicos o poli-aminoácidos fue capaz de aumentar 
sustancialmente la expresión de los genes introducidos mediante electroporación cuando se compararon con la 
solución salina. Los poli-aminoácidos tienen la ventaja sobre las formulaciones anteriores de ser completamente 
biodegradables. La realización preferida también proporciona la ventaja de permitir la absorción de moléculas de 
ácido nucleico formuladas (esto es, moléculas de ácido nucleico de las composiciones de la invención) por las 
células y líneas celulares elegidas como diana específicamente, así como la absorción de múltiples líneas celulares 
según se desee. La inyección de moléculas de ácido nucleico formuladas por medio de métodos de liberación por 
voltaje de pulsos en las moléculas de ácido nucleico formuladas logra acceder al interior celular más directamente a 
través de la desestabilización de la pared celular y/o la formación de poros como resultado del procedimiento 
electroporético. Además, en ciertos casos se pueden elegir como diana múltiples líneas celulares, permitiendo de 
ese modo el contacto con muchos más tipos de células que en la inyección con aguja convencional. De este modo, 
la presente invención proporciona una liberación mejorada de moléculas de ácido nucleico y también proporciona un 
sistema de liberación génica más eficaz que se puede utilizar para generar una respuesta inmunitaria, expresar un 
gen terapéutico, modular aspectos del ciclo celular o la fisiología celular, o proporcionar un método para lograr otros 
métodos terapéuticos relacionados con la liberación génica tales como la terapia anti-tumoral. 

El término poli(ácido L-glutámico) se utiliza indistintamente en la presente memoria con "poli(ácido L­
glutámico), sal de sodio", "poli(L-glutamato) de sodio" y "poli(L-glutamato)". "Poli(L-glutamato)" hace referencia a la 
sal de sodio del poli(ácido L-glutámico). Aunque se encontró que el estereoisómero L del poli(ácido glutámico) era 
particularmente útil, el otro estereoisómero o las mezclas racémicas de los isómeros están dentro del alcance de la 
invención. La presente invención contempla que las otras sales de los polímeros de los aminoácidos aniónicos sean 
igualmente adecuadas. 

El término "polímeros de aminoácidos aniónicos" representa las formas poliméricas de un aminoácido 
aniónico dado tal como, por ejemplo, poli(ácido glutámico) o poli(ácido aspártico). La presente invención contempla 
que puedan resultar igualmente adecuados polímeros formados por una mezcla de ácido glutámico y ácido 
aspártico. 

Por "liberación" o "liberar" se entiende el transporte de moléculas de ácido nucleico a las células deseadas 
o a cualquier célula. Las moléculas de ácido nucleico pueden ser liberadas en múltiples líneas celulares, incluyendo 
la diana deseada. La liberación hace que las moléculas de ácido nucleico entren en contacto con la superficie 
celular, la membrana celular, el endosoma celular, dentro de la membrana, el núcleo o dentro del núcleo, o cualquier 
otra zona deseada de la célula a partir de la cual se puede producir la transfección dentro de una variedad de líneas 
celulares que pueden incluir, pero no están limitadas a; células tumorales, células epiteliales, células de Langerhan, 
células de Langhans, células litorales, queratinocitos, células dendríticas, macrófagos, células Kupffer, células 
musculares, linfocitos y nódulos linfáticos. Preferiblemente, la composición de la invención es liberada en las células 
mediante electroporación y el componente de la molécula de ácido nucleico no se rompe significativamente después 
de la liberación, ni la viabilidad celular resulta significativamente afectada por el procedimiento de liberación por 
voltaje de pulsos. 

Por "ácido nucleico" se quiere significar tanto ARN como ADN incluyendo: ADNc, ADN genómico, ADN 
plasmídico o ácido nucleico condensado, ácido nucleico formulado con lípidos catiónicos, ácido nucleico formulado 
con péptidos, polímeros catiónicos, ARN o ARNm. En una realización preferida, el ácido nucleico administrado es un 
ADN plasmídico que constituye un "vector". El ácido nucleico puede ser, pero no está limitado a, un vector de ADN 
plasmídico con un promotor eucariótico que expresa una proteína con una acción terapéutica potencial, tal como, 
por ejemplo; hGH, VEGF, EPO, IGF- I, TPO, Factor IX, IFN-α, IFN-β, IL-2, IL-12, o similares. 

Según se utiliza en la presente memoria, el término "plásmido" hace referencia a un constructo formado por 
material genético (esto es, ácidos nucleicos). Este incluye elementos genéticos dispuestos de tal manera se pueda 
transcribir en células eucarióticas la secuencia codificante insertada. Asimismo, si bien el plásmido incluye una 
secuencia de un ácido nucleico viral, dicha secuencia viral no ocasiona preferiblemente la incorporación del 
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plásmido a una partícula viral, y el plásmido es por lo tanto un vector no viral. Preferiblemente, un plásmido es una 
molécula de ADN circular cerrada. La región intensificadora/promotora de un plásmido de expresión determinará los 
niveles de expresión. La mayor parte de los sistemas de expresión génica diseñados para elevados niveles de 
expresión contienen la secuencia del intensificador/promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (CMV) 
intacta. No obstante, se ha informado sobre la infrarregulación del promotor de CMV a lo largo del tiempo en tejidos. 
No se ha observado hipermetilación del promotor de CMV, observada cuando se incorporaba a vectores retrovirales, 
para plásmidos episómicos in vivo. A pesar de todo, el silenciamiento del promotor de CMV podía estar ligado a su 
sensibilidad a niveles reducidos del factor de transcripción NF-κB. También se ha demostrado que la actividad del 
promotor de CMV está atenuada por diferentes citoquinas incluyendo los interferones (α y β), y el factor de necrosis 
tumoral (TNF-α). Con el fin de prolongar la expresión in vivo y asegurar la especificidad de expresión en los tejidos 
deseados, se han incorporado a los plásmidos de expresión intensificadores/promotores especificos de tejidos. Se 
ha demostrado que el promotor de la alfa-actina esquelética de pollo proporciona elevados niveles de expresión 
(equivalentes a los alcanzados con un constructo dirigido por CMV) durante varias semanas en músculos estriados 
no aviares. 

Se pueden añadir secuencias genéticas adicionales a los plásmidos de expresión para influir en la 
estabilidad del ARN mensajero (ARNm) y en la eficacia de la traducción. Se sabe que la región no traducida 5' (UTR 
5') afecta a la traducción y está localizada entre el sitio de la caperuza y el codón de iniciación. La región UTR 5' 
debería ser idealmente relativamente corta, desprovista de estructura secundaria firme y codones de inicio aguas 
arriba, y debe tener un codón de inicio AUG dentro de un contexto local óptimo. La UTR 5' también puede influir en 
la estabilidad del ARN, el procesamiento del ARN y la transcripción. Con el fin de maximizar la expresión génica 
asegurando un empalme del ARN eficaz y exacto, se pueden incluir uno o más intrones en los plásmidos de 
expresión en localizaciones específicas. La posibilidad de un empalme ineficaz y/o inexacto se puede minimizar 
utilizando intrones sintéticos que tengan un sitio de unión idealizado y secuencias puntuales ramificadas que 
coincidan con la secuencia consenso. Otra secuencia importante dentro del sistema de expresión de genes es la 
región no traducida 3' (UTR 3'), una secuencia del ARNm que se extiende desde el codón de parada hasta el sitio de 
adición de poli(A). La UTR 5' puede influir en la estabilidad del ARNm, la traducción y la localización intracelular. Se 
ha demostrado que la UTR 3' del la α-actina del músculo esquelético estabiliza el ARNm en tejidos musculares 
conduciendo de este modo a niveles más elevados de expresión en comparación con otras UTR 3'. Esta UTR 3' 
parece inducir una compartimentalización intracelular diferente de las proteínas producidas, evitando el tráfico eficaz 
de las proteínas a la ruta secretora y favoreciendo su localización perinuclear. 

Uno de los rasgos atractivos de los sistemas de expresión de plásmidos es la posibilidad de expresar 
múltiples genes a partir de un único constructo. Estos sistemas multivalentes pueden encontrar aplicaciones en la 
expresión de proteínas heterodiméricas, tales como anticuerpos, o en la producción in vivo de múltiples antígenos 
para generar una respuesta inmunitaria potente para la vacunación genética. En la inmunoterapia del cáncer, la 
expresión simultánea de moléculas co-estimuladoras con una variedad de citoquinas también puede conducir a 
respuestas intensificadas. 

El término "vector" según se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una construcción que incluye 
material genético diseñado para dirigir la transformación de una célula elegida como diana. Un vector contiene 
material genético múltiple, preferiblemente fragmentos contiguos de ADN o ARN, orientados posicionalmente y 
secuencialmente con otros elementos necesarios de manera que el ácido nucleico pueda ser transcrito y cuando sea 
necesario traducido en las células transfectadas. El "vector" preferiblemente es una molécula de ácido nucleico que 
incorpora secuencias que codifican uno o varios productos terapéuticos así como diferentes elementos reguladores 
para la transcripción, la traducción, la estabilidad del transcrito, la replicación, y otras funciones conocidas en la 
técnica. El vector permite preferiblemente la producción de un producto codificado por una secuencia de ácido 
nucleico contenida en el vector. Por ejemplo, la expresión de una proteína concreta del factor del crecimiento 
codificada por un gen concreto. Un "vector de ADN" es un vector cuya forma nativa es una molécula de ADN. Un 
"vector viral" es un vector cuya forma nativa es como el material genómico de una partícula viral. 

El término "transfección" según se utiliza en la presente memoria hace referencia al procedimiento de 
introducción de ADN (p. ej., vector de expresión de ADN formulado) en una célula, permitiendo de ese modo la 
transformación celular, Después de la entrada en la célula, el ADN transfectado puede: (1) recombinarse con el del 
anfitrión; (2) replicar independientemente como plásmido o fago atemperado; o (3) mantenerse como episoma sin 
replicación antes de su eliminación. 

Según se utiliza en la presente memoria, el término "transformación" hace referencia a cambios transitorios 
o permanentes en las características (fenotipo expresado) de una célula inducidos por la absorción de un vector por 
esa célula. El material genético es introducido en una célula en una forma en la que expresa un producto génico 
específico o altera la expresión o el efecto de productos génicos endógenos. La transformación de la célula puede 
estar asociada con la producción de una variedad de productos génicos incluyendo proteínas y ARN. Estos 
productos pueden funcionar como elementos estructurales intracelulares o extracelulares, ligandos, hormonas, 
neurotransmisores, factores reguladores del crecimiento, enzimas, quimiotaxinas, proteínas del suero, receptores, 
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portadores para compuestos de bajo peso molecular, fármacos, inmunomoduladores, oncogenes, citoquinas, 
supresores de tumores, toxinas, antígenos tumorales, antígenos, inhibidores antisentido, inhibidores de la formación 
de la triple hélice, ribozimas, o en forma de un ligando que reconoce determinantes estructurales específicos sobre 
estructuras celulares con el fin de modificar su actividad. Esta lista es sólo un ejemplo y no se pretende que sea 
limitante. 

Un "producto génico" representa los productos codificados por el vector. 

Los ejemplos de productos génicos incluyen moldes de ARNm para la traducción, ribozimas, ARN 
antisentido, proteínas, glicoproteínas, lipoproteínas, fosfoproteínas y polipéptidos. La secuencia de ácido nucleico 
que codifica el producto génico puede asociarse con un ligando de redireccionamiento para llevar a cabo una 
liberación dirigida. 

"Absorción" representa la translocación del vector desde compartimentos extracelulares a intracelulares. 
Esto puede implicar procedimientos mediados por receptores, fusión con membranas celulares, endocitosis, 
potocitosis, pinocitosis u otros mecanismos de translocación. El vector puede ser absorbido tal cual o como parte de 
un complejo. 

Administración, según se utiliza en la presente memoria hace referencia a la ruta de introducción de las 
composiciones de la invención en el cuerpo de células u organismos. La administración incluye el uso de métodos 
electroporéticos como los proporcionados por un dispositivo de voltaje de pulsos hacia las zonas elegidas como 
diana del organismo de mamíferos tales como las células musculares y las células linfáticas en regiones tales como 
los nódulos linfáticos. La administración también incluye la administración intradérmica, intra-tumoral y subcutánea. 

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una composición es una cantidad que es suficiente para 
ocasionar un alivio o mejora al menos temporal de un síntoma o indicio de una enfermedad o afección. De este 
modo, la cantidad también es suficiente para ocasionar un efecto farmacológico. No es necesario que la cantidad de 
la composición ocasione una mejora permanente o una mejora de todos los síntomas o indicios. 

El término "dispositivo de voltaje de pulsos", o "dispositivo de inyección con voltaje de pulsos" según se 
utiliza en la presente memoria hace referencia a un aparto que es capaz de ocasionar u ocasiona la absorción de 
moléculas de ácido nucleico en las células de un organismo emitiendo un pulso localizado de electricidad en las 
células, haciendo de ese modo que la membrana celular se desestabilice y se produzca la formación de pasillos o 
poros en la membrana celular. Se entiende que los dispositivos convencionales de este tipo están calibrados para 
permitir a un experto en la técnica la selección y/o el ajuste de la amplitud del voltaje y/o la duración del voltaje de 
pulsos deseados y por lo tanto se espera que los futuros dispositivos que realicen esta función también sean 
calibrados de la misma manera. El tipo de dispositivo de inyección no se considera un aspecto limitante de la 
presente invención. La importancia principal de un dispositivo de voltaje de pulsos es, de hecho, la capacidad del 
dispositivo para facilitar el reparto de las composiciones de la invención en las células de un organismo. El 
dispositivo de inyección por voltaje de pulsos puede incluir, por ejemplo, un aparto electroporético como se describe 
en la Patente de los Estados Unidos 5.439.440, la Patente de los Estados Unidos 5.704.908 o la Patente de los 
Estados Unidos 5.702.384 o como se publica en los documentos PCT WO 96/12520, PCT WO 96/12006, PCT WO 
95/19805, y PCT WO 97/07826. 

El término "aparato" según se utiliza en la presente memoria hace referencia al conjunto de componentes 
que después de su combinación permiten el reparto de las composiciones de la invención en las células de un 
organismo mediante métodos de reparto por voltaje de pulsos. El aparato de la invención puede ser una 
combinación de una o varias jeringas, diferentes combinaciones de electrodos, dispositivos que sean útiles para la 
selección de la diana mediante métodos tales como fibras ópticas y vídeocontrol, y un generador para producir 
pulsos de voltaje que pueden ser calibrados para diferentes amplitudes, duración y ciclos de voltaje. La jeringa 
puede tener una variedad de tamaños y puede ser seleccionada para inyectar las composiciones de la invención a 
diferentes profundidades de reparto tales como la piel de un organismo, tal como un mamífero, o a través de la piel. 

El término "organismo" según se utiliza en la presente memoria hace referencia a su uso común por los 
expertos normales en la técnica. El organismo puede incluir microorganismos, tales como levaduras o bacterias, 
plantas, aves, reptiles, peces o mamíferos. El organismo puede ser un animal de compañía o un animal doméstico. 
Preferiblemente el organismo es un mamífero y es por lo tanto cualquier organismo de sangre caliente. Más 
preferiblemente el mamífero es un ser humano. 

El término "animal de compañía" según se utiliza en la presente memoria hace referencia a aquellos 
animales tratados tradicionalmente como "mascotas" tales como por ejemplo, perros, gatos, caballos, aves, reptiles, 
ratones, conejos, hámsters, y similares. El término "animal doméstico" utilizado en la presente memoria hace 
referencia a aquellos animales considerados tradicionalmente domésticos, entre los que están incluidos los 
considerados "animales de compañía" junto con animales tales como, cerdos, pollos, patos, vacas, cabras, corderos, 
y similares. 
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Por "prolongar la biodisponibilidad localizada de un ácido nucleico" se quiere significar que un ácido 
nucleico cuando es administrado a un organismo en una composición que comprende semejante compuesto estará 
disponible para su absorción por las células durante un período de tiempo más prolongado que si se administrara en 
una composición sin dicho compuesto, por ejemplo, cuando se administra en una formulación tal como una solución 
salina. Este aumento de la disponibilidad del ácido nucleico para las células se podría producir, por ejemplo, debido 
al aumento de la duración del contacto entre la composición que contiene el ácido nucleico y una célula o debido a la 
protección del ácido nucleico frente al ataque por las nucleasas. Los compuestos que prolongan la biodisponibilidad 
localizada de un ácido nucleico son adecuados para la administración interna. 

Por "adecuado para la administración interna" se quiere significar que los compuestos son adecuados para 
ser administrados en el tejido de un organismo, por ejemplo en un músculo o en un espacio articular, 
intradérmicamente o subcutáneamente. Otras formas de administración que se pueden utilizar son tópica, oral, 
pulmonar, nasal y mucosal; por ejemplo, bucal, vaginal o rectal. Las propiedades que hacen que un compuesto sea 
adecuado para la administración interna pueden incluir, por ejemplo, la ausencia de un elevado nivel de toxicidad 
para el organismo en su totalidad. 

Por "soluciones" se quieren significar polímeros solubles en agua y/o tensioactivos en solución con ácidos 
nucleicos. 

Formulaciones poliméricas para la liberación de plásmidos en el músculo 

La presente invención proporciona formulaciones poliméricas que tratan los problemas asociados con la 
inyección de ácidos nucleicos suspendidos en solución salina. Los plásmidos no formulados (moléculas de ácido 
nucleico desnudas) suspendidos en solución salina tienen una escasa biodisponibilidad en el músculo debido a la 
rápida degradación del plásmido por las nucleasas extracelulares. Un posible enfoque para superar la escasa 
biodisponibilidad consiste en proteger el plásmido de la rápida degradación por las nucleasas, por ejemplo, 
condensando el plásmido con agentes complejantes catiónicos comúnmente utilizados. Sin embargo, debido a la 
fisiología del músculo, el uso de plásmidos que contienen partículas condensadas rígidas para una transfección 
eficaz de un número más grande de células musculares no ha resultado satisfactorio hasta la fecha. Los complejos 
de plásmidos con lípidos catiónicos y polilisina no atraviesan la lámina externa para lograr el acceso a las caveolas y 
los túbulos T (Wolff, J. A., et al., 1992, J. Cell. Sci. 103: 1249-1259). 

De este modo, la invención aumenta la biodisponibilidad del plásmido en el músculo: protegiendo el 
plásmido de la rápida degradación por las nucleasas extracelulares; dispersando y conservando intacto el plásmido 
en el músculo y/o tumor; y facilitando la absorción del plásmido por las células del músculo y/o el tumor. Un método 
específico para lograr esto, que se utiliza preferiblemente junto con la liberación por pulsos, es el uso de los 
polímeros aniónicos de acuerdo con la presente invención. 

Administración 

Administración, según se utiliza en la presente memoria hace referencia a la ruta de introducción de un 
plásmido o portador de ADN en el organismo. La administración puede ser directamente en un tejido diana o una 
liberación dirigida al tejido diana después de la administración sistémica. En particular, la presente invención, si bien 
no se refiere específicamente a esto per se, se puede utilizar para tratar afecciones por medio de la administración 
de la formulación al organismo con el fin de establecer la expresión controlada de cualquier secuencia de ácido 
nucleico específica dentro de los tejidos a ciertos niveles que son útiles para la terapia génica. 

Los métodos preferidos para la administración del vector (plásmido) y el uso de formulaciones para la 
liberación se han descrito más arriba. Las realizaciones preferidas son mediante liberación por voltaje de pulsos en 
células combinada con inyección con aguja o sin aguja, o por medio de voltaje de pulsos de aplicación directa donde 
los electrodos del dispositivo de electroporación se presionan directamente contra el tejido o las paredes elegidos 
como diana, tales como por ejemplo células epidérmicas, y el vector se aplica tópicamente antes o después de la 
aplicación del pulso y se libera a través y/o hacia las células. 

La ruta de administración de cualquier constructo vector seleccionado dependerá del uso concreto para los 
vectores de expresión. En general, una formulación específica para cada constructo vector utilizado se centrará en la 
liberación del vector con respecto al tejido concreto elegido como diana, los parámetros de la liberación del voltaje, 
seguido de la demostración de eficacia. Los estudios de liberación incluirán la absorción para evaluar la absorción 
celular de los vectores y la expresión del ADN de elección. Tales análisis también determinarán la localización del 
ADN diana después de la absorción, y establecerán los requerimientos para el mantenimiento de las 
concentraciones en estado estacionario de la proteína expresada. Después se pueden someter a ensayo la eficacia 
y la citotoxicidad. La toxicidad no solo incluirá la viabilidad celular sino también la función celular. 

Las células musculares tienen la única capacidad de absorber ADN procedente del espacio extracelular 
después de una simple inyección de partículas de ADN en forma de una solución, suspensión, o coloide en el 
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músculo. La expresión del ADN mediante este método puede ser mantenida durante varios meses. 

El método de liberación seleccionado debe dar como resultado la expresión del producto génico codificado 
dentro de la casete de ácido nucleico a niveles que ejerzan un efecto biológico apropiado. La tasa de expresión 
dependerá de la enfermedad, la farmacocinética del vector y del producto génico, y la ruta de administración, pero 
debe estar en el intervalo de 0,001 - 100 mg/kg de peso corporal/día, y preferiblemente de 0,01 - 10 mg/kg de peso 
corporal/día. Este nivel es fácilmente determinable mediante métodos convencionales. Podría ser más o menos 
dependiendo de la dosificación óptima. La duración del tratamiento se prolongará mientras se mantengan los 
síntomas de la enfermedad, posiblemente de manera continua. El número de dosis dependerá de la enfermedad, el 
vehículo de liberación, y los datos de eficacia de las pruebas clínicas. 

Variables de la inyección de ADN 

El nivel de liberación y expresión génica o la intensidad de una respuesta inmunitaria lograda por medio de 
la presente invención se pueden optimizar alterando las siguientes variables. Las variables son: la formulación 
(composición, topología del plásmido), la técnica y el protocolo de la inyección (zona de la inyección, duración y 
amplitud del voltaje, separación del electrodo, número de pulsos emitido, tipo de disposición de la aguja, células 
pulsadas antes de la inyección, o células pulsadas después de la inyección, estado del músculo, estado del tumor), 
y, pre-tratamiento del músculo con agentes miotóxicos. La respuesta inmunitaria se puede medir mediante, pero no 
está limitada a, la cantidad de anticuerpos producidos para una proteína codificada y expresada por molécula de 
ácido nucleico inyectada. 

Otras variables de inyección que se pueden utilizar para afectar significativamente a los niveles de 
proteínas, anticuerpos y/o linfocitos T citotóxicos producidos en respuesta a la proteína codificada por la molécula de 
ácido nucleico formulada proporcionada por medio del método de inyección por voltaje de pulsos de la presente 
invención son el estado del músculo que está siendo inyectado y la técnica de inyección. Los ejemplos de las 
variables incluyen la estimulación del músculo, la contracción del músculo, el masaje del músculo, el ángulo de 
liberación, y la manipulación del aparato. El masaje del músculo puede forzar la salida del plásmido fuera del 
músculo o bien directamente o bien por medio del drenaje linfático. Alterando la profundidad de la penetración y/o el 
ángulo al cual se coloca el dispositivo de voltaje de pulsos en relación con las fibras del músculo, la presente 
invención mejora la distribución del plásmido en toda la zona de la inyección que posteriormente aumenta la 
respuesta de anticuerpos a la proteína que es codificada y expresada por el plásmido. 

Terapia basada en ácidos nucleicos 

Se puede utilizar la presente invención para liberar las vacunas de ácido nucleico de una manera más 
eficaz que la que se realiza convencionalmente en la actualidad. Las vacunas de ácido nucleico, o el uso de 
plásmidos que codifican antígenos o moléculas terapéuticas tales como la Hormona del Crecimiento Humana, se 
han convertido en un área de investigación y desarrollo minuciosos en la última media década. Se han publicado 
revisiones exhaustivas sobre las vacunas basadas en ácidos nucleicos (M. A. Liu, et al. (Eds.), 1995, DNA Vaccines: 
A new era in vaccinology, Vol. 772, Ann. NY. Acad. Sci., New York; Kumar, V., y Sercarz, E., 1996, Nat. Med. 2: 857­
859; Ulmer, J. B., et al., (Eds.) Current Opinion in Immunology; 8: 531-536. Vol. 772, Ann. NY. Acad. Sci., New York). 
La inmunidad protectora en un modelo animal utilizando un plásmido que codifica una proteína viral fue observada 
por primera vez en 1993 por Ulmer et al. (Ulmer, J. B., et al., 1993, Science 259: 1745-1749). Desde entonces, 
varios estudios han demostrado una inmunidad protectora para diferentes enfermedades diana y se han iniciado 
pruebas clínicas en seres humanos. 

Se han investigado muchas enfermedades diana. Los ejemplos incluyen antígenos de Borrelia burgdorferi, 
el agente infeccioso portado por la garrapata para la enfermedad de Lyme (Luke et al., J. Infect. Dis. 175: 91-97, 
1997), el virus de la inmunodefiencia humana 1, (Letvin et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 94: 9378-9383, 1997), el 
linfoma de células B (Syrengelas et al., Nature Medicine. 2: 1038-41, 1996), el virus Herpes simplex (Bourne et al., J. 
Infectious dis. 173: 800-807, 1996), el virus de la hepatitis C (Tedeschi et al., Hepatology 25: 459-462, 1997), el virus 
de la rabia (Xiang et al., virology, 209: 569-579, 1995), Mycobacterium tuberculosis (Lowrie in Genetic Vaccines and 
Immunotherapeutic Strategies CA Thibeault, ed. Intl Bus Comm, Inc., Southborough, MA 01772 págs. 87-122, 1996), 
y Plasmodium falciparum (Hoffman et al., Vaccine 15: 842-845, 1997). Adicionalmente, el tratamiento basado en 
ácidos nucleicos para la reducción de la inmunogenicidad, el crecimiento, y la proliferación de las células tumorales 
es indicativo de la terapia génica para enfermedades tales como el cáncer de cerebro tumorigénico (Fakhrai et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci., 93: 2909-2914, 1996). 

Un objetivo importante de la terapia génica es la afectación de la absorción de los ácidos nucleicos por las 
células, ocasionando de ese modo una respuesta inmunitaria a la proteína codificada por el ácido nucleico 
inyectado. Las vacunas basadas en ácidos nucleicos son una estrategia de vacunación alternativa atractiva a las 
vacunas de subunidades, las vacunas de proteínas virales purificadas, o las vacunas de vectores virales. Cada uno 
de los enfoques tradicionales tiene limitaciones que son superadas si el antígeno o los antígenos son expresados 
directamente en las células del organismo. Además, estas vacunas tradicionales son solamente protectoras de una 
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manera específica de la cepa. De este modo, es muy difícil, incluso imposible utilizar los enfoques de vacunas 
tradicionales para obtener una inmunidad de larga duración a virus que tienen varios tipos de sueros o virus que son 
propensos a mutaciones. 

Las vacunas basadas en ácidos nucleicos ofrecen el potencial de producir inmunidad de larga duración 
frente a epítopos virales que están altamente conservados, tales como las nucleoproteínas de los virus. La inyección 
de plásmidos que codifican proteínas específicas por medio de la presente invención produce un aumento de las 
respuestas inmunitarias, medidas mediante la producción de anticuerpos. De este modo, la presente invención 
facilita, pero no incluye nuevos métodos para proporcionar vacunas de ácidos nucleicos mediante la liberación de 
una molécula de ácido nucleico formulada con un dispositivo de voltaje de pulsos como se describe en la presente 
memoria. 

La eficacia de las vacunas de ácidos nucleicos puede, en general, ser intensificada mediante al menos uno 
de los tres métodos siguientes: (1) el uso de sistemas de liberación para incrementar la estabilidad y la distribución 
del plásmido dentro del músculo, (2) la expresión (o liberación) de moléculas para estimular la 
presentación/transferencia de antígenos, o (3) el uso de coadyuvantes que pueden modular la respuesta inmunitaria. 

Enfermedades y Afecciones para la Liberación Intramuscular de Plásmidos 

La presente invención descrita en la presente memoria se puede utilizar para la liberación y expresión de 
muchas secuencias codificantes diferentes. Las secuencias codificantes se pueden utilizar para aliviar los efectos de 
errores innatos del metabolismo, deficiencias genéticas de ciertas proteínas necesarias, desequilibrios metabólicos y 
reguladores adquiridos y regulación celular alterada tal como el cáncer. La composición que contiene la secuencia 
codificante se administra preferiblemente mediante liberación por voltaje de pulsos y puede requerir, según sea 
necesario, la exposición del tejido que se vaya a tratar por métodos quirúrgicos según determine un profesional 
certificado. 

EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustración de la invención, con tal que pertenezcan al sujeto 
abarcado dentro del alcance de las reivindicaciones. 

Preparación de las Formulaciones 

Se elaboraron las formulaciones tomando alícuotas de volúmenes apropiados de soluciones de partida 
estériles de agua, plásmido, polímero, tampón y/o NaCl 5M para obtener un plásmido final en solución salina 
isotónica. La concentración total de plásmido de todas las formulaciones se midió mediante absorción UV a 260 nm. 
La presión osmótica de las formulaciones seleccionadas se midió utilizando un Osmómetro para Micro-Muestras 
Fiske Uno-Diez (Fiske Associates; Norwood, MA). Se midió el porcentaje de plásmido superenrollado utilizando la 
electroforesis en gel de agarosa al 1% seguida de formación de imágenes mediante fluorescencia. 

Los plásmidos se formularon en Tris 5-10 mM, pH 7,5 o solución salina (NaCl 150 mM) o se mezclaron con 
un polímero en solución salina isotónica. El plásmido utilizado para la inyección se formuló con diferentes polímeros 
en una solución salina isotónica. Por lo general, la concentración de plásmido fue de 1-2 mg/ml en solución salina, o 
se formuló con polivinilpirrolidona (PVP, 5%) o 6 mg/ml de poli-L-glutamato (Sigma, St Louis, MO) en solución salina. 

Los polímeros aniónicos incluyeron poli(ácido L-glutámico) (p-L-Glu), sal de sodio, de diferentes pesos 
moleculares (grado de polimerización (GP) o 9 (Sigma P1943), grado de polimerización de 10 (Sigma P1818), 2-15 
kDa (Sigma P4636), 15-50 kDa (Sigma P4761) y 50-100 kDa (Sigma P4886)), poli(ácido D-glutámico (p-D-Glu) de 
15-50 (Sigma P4033) y 50-00 kDa (Sigma 4637), poli(ácido L-aspártico) (p-L-Asp), sal de sodio, de 2-15 (Sigma 
P5387) y 15-50 kDa (Sigma P6762) y poli(ácido acrílico) (pAA), sal de sodio, de 5 y 60 kDa. Los poliaminoácidos se 
adquirieron de Sigma (St. Louis, MO), mientras el poli(ácido acrílico) se adquirió de Fluka (Suiza). 

Las formulaciones de ADN/polímero aniónico se prepararon preferiblemente tomando alícuotas de 
volúmenes apropiados de soluciones de partida estériles de plásmido, polímero aniónico y NaCl 5M para obtener 
concentraciones de plásmido y polímero aniónico finales seleccionadas. El polímero aniónico se añadió a la solución 
de ADN antes de añadir la sal para el ajuste de la tonicidad. De este modo, se preparan preferiblemente 
formulaciones de poli-L-glutamato combinando una solución de partida acuosa de poli-L-glutamato de sodio (sal de 
sodio de poli(ácido L-glutámico) con una solución de partida de ADN plasmídico purificado en solución salina o Tris 
hasta 10 mM, pH 7,5. Después se combinan el poli(ácido L-glutámico) y el ADN, se ajusta a una concentración final 
de NaCl 150 mM mediante la adición de una solución de partida de NaCl 5M. 

Se midió la osmolalidad de cada formulación utilizando un Osmómetro para Micro-Muestras Fiske Uno-Diez 
(Fiske Associate, Norwood MA). Las formulaciones también se caracterizaron midiendo la densidad óptima a 260 y 
280 nm, y determinando la conformación del plásmido sobre un gel de agarosa al 1%. 
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Ensayo de Estabilidad para el Plásmido En la Formulación 

Para el análisis de estabilidad del ADNp en la formulación, se cargaron 50 ng del ADNp formulado con 5 
microlitros de colorante marcador en gel de agarosa al 1% tampón tris-acetato-EDTA (TAE) al 1% y se hizo circular 
el gel a 100 voltios durante 1-2 horas. Después el gen se tiñó con SYBR Green II (Molecular Probes, Inc.) durante 20 
minutos. El gel teñido se lavó con agua y se determinó el % de ADN superenrollado y circular abierto utilizando 
Fluorinate (Molecular Dynamics Co., Sunnyvale, CA). 

Protocolo de Elisa 

Se recubrieron placas de análisis de alta afinidad con antígeno diluido en PBS (50 microlitros/pocillo) y se 
pusieron a 4°C durante la noche. Después de dejar que la placa o las placas regresaran a la temperatura ambiente, 
todos los pocillos se bloquearon con 200 microlitros/pocillo de BSA al 4%/solución de NGS al 4% elaborada en 1X 
PBS/Tween 20 durante 1 hr a 37°C. Se añadieron muestras de suero (50 microlitros/pocillo a una dilución de partida 
de 1:100 en BSA al 4%/NGS al 4%/PBS/Tween20, por duplicado) y se incubaron durante 1-2 horas a 37°C. Se 
lavaron las placas con PBS/Tween 20 y se añadieron 50 microlitros/pocillo de anticuerpo secundario conjugado con 
HRP, diluido en BSA al 1%, y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 y se 
añadieron 100 microlitros/pocillo de reactivo soluble en TMB. Se incubaron a la temperatura ambiente durante 10 
minutos y se detuvo la reacción añadiendo 50 microlitros/pocillo de H2SO4 0,2 M. Se leyeron las placas a 450 nm. 

Plásmidos 

Se elaboraron los plásmidos pAP1166 y pFN0945 (SEQ ID NO: 3) que contenían un intensificador-promotor 
de CMV y un gen informador de fosfatasa alcalina placentaria humana secretada (SEAP) (pAP1166) o la región 
codificante de hF. IX (pFN0945 SEQ ID NO: 3) y se purificaron en Valentis, Inc. El mapa plasmídico de pFN0945 se 
muestra en la Figura 17. El plásmido con el factor IX humano (hF. IX) se preparó insertando una secuencia 
codificante sintética en la cual los codones raros fueron convertidos en los prevalentes y los sitios de empalme 
crípticos potenciales fueron anulados (Oberon Technologies Inc., Alameda, CA). La secuencia codificante de hF. IX 
fue insertada en el esqueleto del plásmido Valentis que contenía una UTR 5' de 107 pb, un intrón sintético de 117 
pb, la señal de poliadenilación de la hormona del crecimiento humana, un origen de replicación de PUC12 y un gen 
de resistencia a kanamicina. El gen hF. IX estaba dirigido por el intensificador/promotor de CMV. Los plásmidos se 
hicieron crecer en Escherichia coli DH5α y se purificaron utilizando un método patentado que implicaba métodos de 
lisis alcalina y cromatográficos (Abruzzese, R. V., et al. (1999) Hum Gene Ther 10: 1499-1507, incorporado a la 
presente memoria como referencia). Los plásmidos para la fosfatasa alcalina secretada humana (SEAP) y la 
eritropoyetina humana fueron idénticos al plásmido hF. IX excepto por la región codificante. 

Animales Experimentales 

Los ratones C57BL/6 macho (19-21 g), los ratones CD-1 macho (29-31 g), los ratones C. B-17/lcrCrl-scid­
bgBR (SCID BEIGE) macho (7 semanas de edad) y los ratones C57BL/6 hembra (7-8 semanas) se obtuvieron de 
Charles River Laboratories y se aclimataron durante un período de 3-7 días en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas 
a 23°C/40 % de HR de acuerdo con las directrices estatales y federales. Se proporcionaron alimento (pienso para 
roedores Purina) y agua ad libitum. Los animales se alojaron en unidades de enjaulamiento dotadas de filtros hepa 
(4 ratones por aislante) con lecho esterilizado, alimento y agua. El cambio de jaula y todas las manipulaciones con 
los ratones SCID se realizaron en una cubierta de flujo laminar. Los animales se anestesiaron mediante inyección 
intraperitoneal (IP) con una combinación de anestesia (Cetamina, Xilazina y Acepromazina) a una dosis de 1,8-2,0 
mL/kg (ratones). Los perros Beagle (Harlan, Indianapolis, IN) se mantuvieron en Stillmeadow, Inc. (Sugarland, TX) 
de acuerdo con las directrices del Institutional Animal Care and Use Committee.  

Infecciones Animales 

Después de la anestesia, se afeitaron los miembros traseros y se frotaron con betadine seguido de etanol 
del 70%. Se inyectaron 10 microlitros de la formulación con 10 microgramos del plásmido formulado utilizando una 
jeringa para insulina de 0,3 ml con una aguja de 0,5, calibre 28 (Becton Dickinson, Granklin Lake, NJ). Los 
volúmenes inyectados en los ratones fueron 25 microlitros y 50 microlitros en el tibial craneal y el gastrocnemio, 
respectivamente. Cuando se indicó, siete días después de la inyección de la formulación, los animales se 
sacrificaron mediante asfixia con CO2 y se recogieron los músculos tibiales anteriores, se sumergieron rápidamente 
en nitrógeno líquido, y se liofilizaron durante la noche. Los músculos secados se utilizaron o se almacenaron a -80°C 
para la determinación adicional de la actividad del gen informador. 

Dispositivo y Regímenes de Dosificación 

Se administró el plásmido formulado a la dosis requerida a los roedores mediante inyección longitudinal en 
ambos músculos tibiales craneales o gastrocnemios (administración bilateral). Manteniendo la pata inferior completa 
entre los electrodos del calibrador, se puede obtener una buena "electrotransfección". Aproximadamente dos 
minutos después de la inyección, se aplicó un campo eléctrico en forma de 2 pulsos de onda cuadrada (uno por 
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segundo) de 25 milisegundos ("ms") cada uno y se emitieron 375 V/cm por medio de un Electro Square Porator 
(T820, BTX, San Diego, CA). Los electrodos de pinza consisten en 2 calibradores de placa paralelos de acero 
inoxidable (1,5 cm2) que se colocan en contacto con la piel de manera que la pata se mantiene en posición semi-
extendida a lo largo de la administración del pulso. Se describe la distancia de separación de los electrodos. Por lo 
general la pata del ratón se colocó entre las dos placas, que se comprimieron entre sí hasta acomodarla con una 
distancia de separación de 3-4 mm entre las placas. Después se generaron pulsos de 25 ms a un voltaje de 375 
V/cm con un T-820 Electro Square Porator (Genetronics, San Diego, CA). Los pulsos se administraron a un ritmo de 
~1/segundo. 

Los perros se anestesiaron con isofluorano para los procedimientos de inyección y electroporación. Se 
utilizó un electrodo en serie de 6 agujas (Genetronics, San Diego, CA) (Jaroszeski, M. J., et al. (1997) Biochim 
Biophys Acta 1334: 15-18). El régimen de electroporación fue de 6 pulsos de 60 ms de duración a un voltaje de 200 
V/cm. La polaridad del pulso se revirtió después de cada pulso bajo el control de un Auto Switcher (Genetronics, San 
Diego, CA). Después del procedimiento de electroporación se tatuó la piel por encima del músculo inyectado para 
identificar el lugar de la inyección para un análisis posterior. También se inyectaron partículas de carbono en algunos 
de los músculos después de la electroporación como marcador del sitio de la inyección para análisis histológicos. 

En una realización, el enfoque de la liberación de genes utiliza un régimen de electroporación con un voltaje 
bajo (375 V/cm), un pulso largo (25 ms) en ratones, en contraste con otros protocolos que utilizan parámetros de 
voltaje elevado (1.800 V/cm) y pulso corto (100 μs) (Vicat, J. M., et al (2000) Hum Gene Ther 11: 909-916). 

Análisis del Suero 

Se recogieron muestras de sangre en los momentos puntuales apropiados después de la administración del 
plásmido. Los ratones se anestesiaron IP con Cetamina (60 mg/kg) (Phoenix Scientifics, Inc., St Louis, MO). Se 
aplicó en el ojo una solución oftálmica de hidrocloruro de proparacaína (Solvay Animal Health Inc., Mendota Heights, 
MN). La sangre se recogió en tubos separadores de suero Microtainer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y se 
dejó que se coagulara durante 15-30 minutos antes de centrifugar a 7.000 rpm durante 5 minutos. Se determinaron 
los niveles en suero de SEAP utilizando un análisis de quimioluminiscencia (Tropix, Bedford, MA) siguiendo las 
instrucciones de los fabricantes. 

Para los análisis de F. IX, se obtuvieron muestras de sangre procedente del plexo retroorbital de los 
ratones. Se recogieron aproximadamente 250 microlitros de sangre en tubos Microtainer con EDTA (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ). La sangre se centrifugó a ~5.000 g durante 5 minutos. Las muestras de plasma se 
congelaron a -80°C y se almacenaron hasta que se utilizaron para su análisis. Se determinaron los niveles en 
plasma de hF. IX utilizando el kit Asserachrom IX: Ag human F. IX ELISA (Diagnostica Stago, Francia). Se utilizó F. 
IX humano purificado (Sigma, St. Louis, MO) para generar una curva patrón. Para los perros, se recogió la sangre de 
la vena yugular de animales conscientes en tubos para plasma con EDTA. Se obtuvo el plasma de referencia para 
los ELISA a partir de cada animal antes del tratamiento. Se determinaron los niveles en suero de eritropoyetina 
utilizando un kit de ELISA disponible en el mercado de R&D Systems (Minneapolis, MN). 

Análisis de Transferencia Western 

Se cargó hF. IX purificado (Sigma, St. Louis, MO) en tampón de la muestra (Tris 0,5 M, SDS al 1,5%, (β­
mercaptoetanol al 4%, glicerol al 10%, azul bromofenol al 0,03%) en gel de poliacrilamida con Tris-glicina al 10% 
(Novex, San Diego, CA). Después de la electroforesis, la proteína fue transferida a una membrana de nitrocelulosa 
(Novex, San Diego, CA). Después las membranas se incubaron primero en plasma canino (1:50) de animales 
tratados o de perros normales (control negativo). Para el control positivo se incubó la membrana en plasma canino 
normal con una cantidad añadida de anticuerpo anti-hF. IX de conejo (1:1.000 final). El segundo anticuerpo fue o 
anticuerpo anti-canino de conejo conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP) (Sigma, St. Louis, MO) o 
anticuerpo anti-conejo de oveja conjugado con HRP (Sigma, St. Louis, MO). Las bandas de las transferencias se 
visualizaron utilizando un kit de sustrato de peroxidasa (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). 

Creatina Quinasa (CK) 

Se congeló suero recogido de perros y se envió sobre hielo seco por medio de un servicio de mensajería 
nocturno a IDEXX Veterinary Services (West Sacramento, CA) para el análisis de los niveles de CK mediante la 
metodología convencional. 

Análisis Histológico y Tipaje de Fibras 

Para la inmunohistoquímica de hF. IX en tejido de ratón se utilizó un método modificado de Herzog et al. 
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 94 (11), 5804-5809. En resumen, se fijaron criosecciones de tejido de 10 
micrometros en paraformaldehído al 3% durante 15 minutos, se enjuagaron en PBS, se trataron con metanol durante 
10 minutos, se lavaron tres veces en PBS y después se bloquearon en suero de cabra normal al 20%. Las secciones 
se incubaron con posterioridad durante 1 hora con un anti-hF. IX de conejo purificado por afinidad (Dako Corp., 
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Carpinteria, CA.) que estaba diluido 1:6.000 en PBS/BSA al 1%. Las secciones se enjuagaron con PBS y se 
incubaron con anti-IgG de conejo de cabra biotinilada (Vector Laboratories, Burlingame, CA.) diluida 1:400 en PBS 
durante 30 minutos. Las secciones se enjuagaron y se visualizó la tinción de hF. IX utilizando el reactivo Elite ABC 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA.) a una dilución de 1:80 durante 30 minutos seguido de una incubación de 5 
minutos en una solución de DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA.). Las secciones se contratiñeron con 
hematoxilina de Mayer (VWR, Houston, TX). Todas las etapas de incubación fueron a la temperatura ambiente. 

Para el subtipaje de la fibra de ATPasa, se incubaron 10 micrometros de criosecciones de tejido muscular 
(secciones seriadas de las utilizadas para la tinción del hF. IX) durante 5 minutos en tampón de acetato de barbital, 
pH 4,6, se transfirieron a solución de ATPasa, pH 9,4, durante 20 minutos, se lavaron tres veces en cloruro de calcio 
al 1%, se lavaron durante 5 minutos en cloruro de cobalto al 2%, se lavaron diez veces en solución de lavado de 
barbital sódico 0,01 M, y se enjuagaron en agua destilada durante 5 minutos. Para visualizar la actividad ATPasa, se 
sumergieron las secciones en sulfuro de amonio al 1,5% durante 20 segundos, se enjuagaron en agua destilada, se 
deshidrataron en etanol, y se cubrieron con un cubre. A pH 4,6, las fibras de tipo I se tiñen de color pardo oscuro, las 
fibras de tipo IIA se tiñen de color pardo muy claro y las fibras de tipo IIB son intermedias. 

Para los perros, se recogieron muestras de músculo y se colocaron inmediatamente en formalina 
tamponada neutra al 10% durante la noche a la temperatura ambiente. El tejido se deshidrató utilizando alcohol y 
después se embebió en parafina. Se cortaron secciones y se tiñeron con hematoxilina de Mayer y eosina (Sigma, St. 
Louis, MO). 

Toda la microscopía se realizó con un microscopio Olympus BX-40 (Olympus America, Melville, NY) 
equipado con una cámara de vídeo en color DXC- 960MD (Sony Corp., Japón). 

EJEMPLO I: Determinación de la Formulación y los Parámetros de Liberación Utilizando Genes Informadores 

La formulación del ADN con polímeros aniónicos aumenta la expresión del gen mediada por electroporación 
después de una inyección intra-muscular. Un ejemplo de un polímero aniónico es un exceso de ADN no codificante, 
que puede incrementar la expresión del transgén. El protocolo que se utilizó regularmente para transfectar las 
miofibras de ratones CD-1 o C57BL/6 consistió en una inyección de una solución de ADN seguida, dos minutos más 
tarde, de la electroporación del músculo inyectado con un electrodo de pinza. Se inyectó simultáneamente una masa 
constante (0,75 microgramos, 2,5 microgramos o 15 microgramos) de un ADN plasmídico que codificaba el gen de 
SEAP (fosfatasa alcalina secretada placentaria humana) con diferentes cantidades de un plásmido vacío en el 
músculo tibial craneal de los ratones CD-1. Plásmido vacío significa que el plásmido no porta las secuencias 
codificantes para SEAP, ni preferiblemente, ningún otro gen. 

La Figura 1 muestra las concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la inyección de las mezclas de 
ADNp de SEAP/ADN vacío en el músculo tibial craneal de los ratones CD-1 y la electroporación del tejido. Se 
administraron diferentes cantidades de ADNp de SEAP (0,15 microgramos, 0,75 microgramos, 2,5 microgramos, 
6,25 microgramos y 15 microgramos) y un exceso de ADNp vacío (con respecto al ADNp codificante) en 50 
microlitros por animal (la mitad de esta dosis por pata). Para cada dosis de ADNp de SEAP sometida a ensayo, la 
concentración de SEAP en el suero en el pico de expresión (7 días después de la inyección/electroporación) 
aumento sustancialmente cuando se administró simultáneamente un exceso de 2 veces de ADNp vacío con el ADNp 
codificante. Por ejemplo, la expresión de SEAP en estas condiciones con 2,5 microgramos de ADNp de SEAP fue 
similar a la obtenida con 6,25 microgramos de ADNp de SEAP sin ningún plásmido vacío. Cuando la cantidad de 
ADNp de SEAP administrada fue de 2,5 o 15 microgramos, el aumento adicional del vector vacío (6,30 y 120 veces) 
dio como resultado un continuo descenso de la expresión de SEAP. A la inversa, para la cantidad más pequeña de 
ADNp codificante (0,75 microgramos), la expresión de SEAP se mantuvo cuando se inyectó simultáneamente un 
exceso de 6 veces de ADN vacío. 

Esta evolución no monótona de la expresión de SEAP a medida que la cantidad de ADN vacío previamente 
mezclado con el ADNp de SEAP aumenta, refleja la interacción de dos fenómenos. Primero, la adición del ADNp 
vacío intensifica la expresión del gen debida a la saturación de un mecanismo de degradación del ADN o a la 
saturación de un proceso que desactiva el ADN (p. ej, unión a entidades catiónicas tales como cationes divalentes o 
histonas, en el fluido intersticial y en los núcleos de los miocitos, respectivamente). Este efecto puede dar como 
resultado un aumento de la absorción intracelular (o intranuclear) o un procesamiento más eficaz del ADNp de SEAP 
en el núcleo. Segundo, el vector vacío compite con el ADN codificante de SEAP en algunas de las etapas que 
conducen a la transcripción del transgén, lo que da como resultado una disminución de la expresión de SEAP. Estas 
etapas incluyen la distribución del ADN en el fluido intersticial antes de la electroporación, la entrada intracelular a 
través de los electroporos, el tráfico hacia los núcleos, la entrada en los núcleos y la unión a los factores de 
transcripción. 

De este modo, los polinucleótidos que tienen secuencias no codificantes o preferiblemente secuencias al 
azar pueden funcionar protegiendo de la degradación in vivo el plásmido que porta un gen que se pretende expresar 
en un animal. 
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Además de la utilización de polinucleótidos o plásmidos vacíos para aumentar la expresión del transgén y 
protegerlo frente a la degradación, también se pueden utilizar otros polímeros aniónicos. Estos polímeros aniónicos 
pueden incluir poli-aminoácidos (tales como poli(ácido L-glutámico), poli(ácidos D-glutámicos), poli(ácido L­
aspártico), poli-D-aspártico, y sus combinaciones) o poli(ácidos orgánicos) (tales como poli(ácido acrílico) que 
muestran efectos beneficiosos similares a los del plásmido vacío, pero que no compiten con el ADNp de SEAP en 
los procedimientos descritos más arriba. 

Se encontró que algunos polímeros aniónicos eran considerablemente más potentes que el ADN no 
codificante para incrementar la expresión del transgén. Se mezclaron polímeros aniónicos con diversos orígenes, 
pesos moleculares, conformaciones y densidades de carga a diferentes concentraciones con el ADNp de SEAP 
(0,05 mg/ml) antes de su inyección en el músculo tibial craneal de ratones CD-1. Siete días después del 
procedimiento de inyección/electroporación (en el pico de expresión), se determinaron las concentraciones en suero 
de SEAP (Fig. 2). A la dosis baja de ADN sometida a ensayo (1,25 microgramos por tibial), algunos de los polímeros 
aniónicos seleccionados aumentaron considerablemente la expresión de SEAP. Los niveles más altos de SEAP se 
obtuvieron con el poli(ácido acrílico) (pAA) de 60 kDa a 3,0 mg/ml y el poli(ácido L-glutámico) de 2-15 kDa a 6,0 
mg/ml. La administración simultánea de estos polímero aniónicos con el ADNp de SEAP aumentó la expresión en 10 
y 8 veces, respectivamente (Fig. 2). 

Con el fin de caracterizar adicionalmente el efecto beneficioso proporcionado por los polímeros aniónicos, 
se llevó a cabo el mismo tipo de experimento que se ha mencionado más arriba, pero a una concentración de ADN 
10 veces superior de 0,5 mg/ml. La Figura 2 muestra las concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la 
inyección del ADNp de SEAP desnudo o de mezclas de ADNp de SEAP/polímero aniónico en el músculo tibial 
craneal de ratones CD-1 y la electroporación del tejido. La cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue 
de 2,5 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentración del polímero aniónico en la 
solución inyectada varió según se indica en la gráfica. La Figura 3 muestra lo mismo que la Fig. 2, excepto que la 
cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue regularmente (a menos que se mencione de otro modo) de 
25 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentración del polímero aniónico (o 
monómero aniónico cuando sea aplicable) en la solución inyectada varió como se indica en la gráfica. 

A esta elevada concentración de ADN, el intervalo de mejoras en la expresión de SEAP resultantes de la 
adición de un polímero aniónico fue menor que el observado previamente (Fig. 2, 3). En particular, los poli(ácidos 
acrílicos), muy eficaces a una dosis de ADN baja, fueron casi inactivos. No obstante, los polipéptidos todavía 
aumentaron sustancialmente la expresión de SEAP (hasta 2 veces con el poli(ácido glutámico) de 2-15 kDa a 6,0 
mg/ml). Este resultado fue concretamente notable dado que la expresión de SEAP estaba alcanzando una meseta a 
esta concentración de ADN. En efecto, cuando el ADN se administró "desnudo", la expresión de SEAP aumentó 
solamente un 50% y un 15% después de un incremento en la concentración de ADN de 3 veces (desde 0,5 mg/ml a 
1,5 mg/ml) y 10 veces (hasta 5,0 mg/ml), respectivamente (Fig. 3). 

El hecho de que el monómero de ácido glutámico fuera incapaz de aumentar la expresión, en contraste con 
el polímero de 2-15 kDa (Fig. 3), demostró que es necesaria una macromolécula para proporcionar el efecto que 
conduce a expresiones más elevadas. Cuando los resultados de los dos experimentos separados presentados 
parcialmente en la Fig. 2 y la Fig. 3 se reunieron en la gráfica compuesta (Fig. 5A), la evolución de la expresión de 
SEAP como una función de la concentración de ADN se pudo comparar para la inyección de ADN desnudo y los dos 
tratamientos con ADN/polímeros aniónicos (esto es poli(ácido L-glutámico) de 2-15 kDa a 6,0 mg/ml y 
ADN/poli(ácido acrílico) de 60 kDa (pAA) a 3,0 mg/ml). Después de añadir un polímero aniónico a la solución de 
ADN aparecieron claramente dos tendencias. En el caso del poli(ácido acrílico) de 60 kDa, el incremento en la 
expresión de SEAP (en comparación con el ADN desnudo) es elevado pero restringido a concentraciones de ADN 
bajas e intermedias. En el caso del poli(ácido L-glutámico) de 2-15 kDa, los niveles de expresión son ligeramente 
más bajos en este intervalo de concentraciones de ADN, pero el efecto beneficioso todavía es sustancial a elevadas 
concentraciones de ADN. 

El procedimiento de inyección/electroporación se llevó a cabo en el músculo gastrocnemio de ratones CD-1, 
en lugar de en el tibial craneal, para determinar si el incremento en la expresión proporcionado por algunos 
polímeros aniónicos es específico del músculo utilizado para la expresión. Los polímeros aniónicos seleccionados 
fueron aquellos que produjeron los niveles de expresión más elevados en los estudios descritos más arriba, esto es, 
los poli(ácidos L-glutámicos) de 2-15 kDa y 50-100 kDa así como el poli(ácido acrílico) de 60 kDa. Se sometieron a 
ensayo dos concentraciones de ADN en este estudio, esto es, 0,3 mg/ml (15 microgramos inyectados por 
gastrocnemio) y 1 mg/ml. La Figura 4 muestra las concentraciones en suero de SEAP a los 7 días de la inyección 
del ADNp de SEAP o las mezclas de ADNp de SEAP/polímero aniónico en el músculo gastrocnemio de ratones CD­
1 y electroporación del tejido. La cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue de 30 microgramos, 100 
microgramos o 300 microgramos en 100 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentración del polímero 
aniónico en la solución inyectada varió según se indica en la gráfica. 

Los tres polímeros produjeron un incremento sustancial en la expresión a la dosis baja de ADN (Fig. 4). A la 
inversa de lo observado cuando las inyecciones se realizaron en el músculo tibial craneal, el poli(ácido acrílico) de 
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60 kDa fue muy eficaz a su concentración más baja de 0,6 mg/ml y fue menos potente que los poli(ácidos L­
glutámicos) utilizados a 6,0 o 12,0 mg/ml. En las mejores condiciones sometidas a ensayo (poli(ácido L-glutámico) 
de 50-100 kDa a 6,0 mg/ml), la expresión de SEAP se incrementó 8 veces por encima de la obtenida con el ADN 
desnudo. A la concentración de ADN superior, se acentuaron las tendencias descritas más arriba. El poli(ácido 
acrílico) de 60 kDa no era inactivo ni inhibidor a concentraciones elevadas, mientras los poli(ácidos L-glutámicos) 
todavía producían un incremento de 2 a 3 veces en la expresión. De nuevo, este resultado fue concretamente 
notable, dado que los niveles de expresión alcanzados con el tratamiento con ADN desnudo solamente aumentaron 
un 10% cuando la concentración de ADN se elevó a 3,0 mg/ml en lugar de 1,0 mg/ml. 

La Figura 5A muestra las concentraciones en suero de SEAP el día 7 como función de la cantidad de ADNp 
de SEAP inyectada en el músculo tibial craneal de ratones CD-1. Las soluciones administradas dos minutos antes 
de la electroporación consistieron en ADNp de SEAP desnudo o una mezcla de ADNp de SEAP y un poli(ácido 
acrílico) de 60 kDa a 3,0 mg/ml o una mezcla de ADNp de SEAP y un poli(ácido L-glutámico) de 2-15 kDa a 6,0 
mg/ml. La Figura 5B muestra las concentraciones en suero de SEAP el día 7 como una función de la cantidad de 
ADNp de SEAP inyectada en el músculo gastrocnemio de ratones CD-1. Las soluciones administradas dos minutos 
antes de la electroporación consistieron en ADNp de SEAP desnudo o una mezcla de ADNp de SEAP y un 
poli(ácido L-glutámico) a 6,0 mg/ml. Cuando se traza la concentración en suero de SEAP a los 7 días de la inyección 
como una función de la cantidad de ADN inyectada por animal como en la Figura 5B, el efecto beneficioso de los 
poli(ácidos L-glutámicos) (a 6,0 mg/ml) sobre la expresión aparece claramente. 

EJEMPLO II: Determinación de la Expresión del Gen Informador Utilizando Poli(Ácido L-Glutámico) sin 
Electroporación 

Con el fin de determinar la capacidad del poli(glutamato de sodio) para incrementar la expresión de los 
genes codificados en el ADN plasmídico sin electroporación, se comparó el ADN plasmídico formulado en solución 
salina con una formulación en poli(glutamato de sodio) para determinar la expresión después de una inyección 
intramiocárdica en ratones. 

El ADN plasmídico que codificaba la luciferasa (pLC0888) se formuló en solución salina o poli(L-glutamato 
de sodio) al 6% (Sigma P4636) a concentraciones de plásmido de 1 y 3 mg/mL. Se utilizaron un total de veinte 
ratones macho CD-1 (29-31 g). Se inyectó en el miocardio directamente después de la exposición quirúrgica. Se 
inyectaron 10 microlitros de la formulación (utilizando una jeringa de insulina de 3/10 cc) en el ápex del corazón (esto 
es, en el ventrículo izquierdo). El corazón se recolocó y se suturó el tórax. Siete días después de la inyección, los 
corazones se separaron y se congelaron instantáneamente en nitrógeno líquido, y se almacenaron a -80°C hasta 
que se necesitaron para su análisis. Para el análisis, el músculo del corazón se homogeneizó en un "Bead-Beater" 
durante 2 minutos antes de la adición de 1 mililitro de 0,5X tampón de Lisis. El tejido se homogeneizó en un "Bead-
Beater" durante 5 minutos y se centrifugó durante 10 mins a 13.000 rpm. Los sobrenadantes se analizaron para 
determinar la actividad luciferasa. Los resultados de la expresión de la luciferasa a los 7 días de la inyección se 
muestran en la Figura 6. Cada barra representa n = 5. Como se muestra en la Figura 6, el ADN plasmídico 
formulado con poli(L-glutamato) aumentó la expresión del gen varias veces por encima de la solución salina. 

EJEMPLO III: Expresión de Genes Terapéuticos para la Expresión del Factor IX Utilizando Formulaciones de 
Polímeros 

Además de los genes informadores, también se realizaron experimentos utilizando poli(ácidos L-glutámicos) 
para incrementar la expresión de un gen terapéutico, esto es que codifica el factor de coagulación IX. La potencia de 
estos polímeros aniónicos se sometió a ensayo con pFN0945 (SEQ ID NO: 3 y Figura 17) a concentraciones de 
ADN (0,5 mg/ml y 1,0 mg/ml) para las cuales la expresión de hF. IX había alcanzado una meseta. La Figura G 
muestra las concentraciones en suero de hF. IX el día 7 después de la inyección de ADNp de hF. IX desnudo o 
mezclas de ADNp de hF. IX/poli(ácido L-glutámico) en el músculo tibial de ratones C57BL/6 y electroporación del 
tejido. La cantidad de ADNp de hF. IX administrada por animal fue de 25 pg (0,5 mg/ml) o de 50 microgramos (1,0 
mg/ml) en 100 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentración del polímero aniónico en la solución 
inyectada varió como se indica en la gráfica. Los poli(ácidos L-glutámicos) seleccionados diferían por su peso 
molecular, oscilando entre 0,5-1,5 kDa (con un grado de polimerización (GP) de 9) a 15-50 kDa. Todos los 
poli(ácidos L-glutámicos) sometidos a ensayo fueron capaces de incrementar la expresión de hF. IX 
sustancialmente, especialmente a 6,0 mg/ml, solamente con pequeñas diferencias en la potencia entre polímeros. El 
nivel de hF. IX más alto obtenido después de la inyección en el músculo tibial de ratones C57BL/6 y electroporación 
del tejido fue de 280 ng/ml, consistiendo un tratamiento en ADN a 0,5 mg/ml y el poli(ácido L-glutámico) de 2-15 kDa 
a 6,0 mg/ml. En comparación, el tratamiento con ADN desnudo solamente dio como resultado niveles de hF. IX en 
torno a 160 ng/ml. 

Persistencia de la Expresión procedente del ADN Plasmídico 

Para determinar si la expresión de hF. IX podía persistir en el plasma durante un tiempo prolongado en 
ausencia de respuesta inmunitaria, se sometió a ensayo el plásmido formulado con PVP (5%) en ratones SCID 
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beige inmunodeficientes. La Figura 8 muestra la expresión de hF. IX en plasma de ratones (SCID beige) 
inmunodeficientes. Se inyectó inicialmente el plásmido (1 mg/ml) formulado con PVP al 5% (25 microlitros en cada 
músculo tibial y 50 microlitros en cada músculo gastrocnemio) en los ratones. De acuerdo con los patrones de 
expresión en ratones inmunocompetentes, los niveles de hF. IX alcanzaron un pico 7 días después de la inyección a 
~120 ng/ml (Figura 8). Después de una caída del 35% en los niveles de hF. IX más o menos a los 14 días de la 
inyección, la expresión permaneció bastante estable hasta 90 días después de la inyección pero cayeron hasta 
~20% de los valores pico el día 125. 

El día 153, se volvió a inyectar el plásmido a los animales y se realizó la electroporación en los mismos 
músculos que se habían utilizado en el primer tratamiento. Para la segunda inyección el día 153 (indicado por la 
flecha), los animales se separaron en dos grupos. A un grupo se le inyectó el plásmido formulado con PVP al 5% (n 
= 7) y al otro grupo se le inyectó el plásmido formulado con 6 mg/ml de poli(L-glutamato) (n = 8). Para las segundas 
inyecciones se emplearon los mismos sitios de inyección y dosis de plásmido que se habían utilizado para las 
primeras inyecciones. En ambos grupos de ratones SCID, la re-administración del plásmido condujo a una elevación 
significativa de los niveles de hF. IX en plasma. El grupo al que se había inyectado el plásmido formulado con poli(L­
glutamato) tuvo una expresión significativamente mayor que el grupo al que se había inyectado PVP. Esta diferencia 
en los niveles de expresión entre los grupos después de la segunda administración se mantuvo a lo largo de toda la 
duración del experimento. La cinética de la expresión de hF. IX en ambos grupos fue similar a la observada después 
de la primera administración puesto que hubo una caída significativa desde el pico de expresión (obtenido ~7 días 
después de la re-inyección) en las dos primeras semanas. 

Las gráficas del inserto de la Figura 8 también muestran en efecto de 6 mg/ml de poli(L-glutamato) sobre la 
expresión de hF. IX y hEPO en comparación con la solución salina. Para estos experimentos, se inyectó en el tibial 
de los ratones el plásmido que codificaba hF. IX (50 microgramos) o la eritropoyetina humana (75 microgramos) 
seguido de electroporación. Se recogieron las muestras de plasma o suero 7 días después del tratamiento para su 
análisis. Todos los valores se representan como ETM. Se utilizó un test de la t de Student para comparar las medias 
y en la Figura 8, * = P < 0,05. Los plásmidos formulados con poli(L-glutamato) (6 mg/ml) condujeron a un aumento 
de 1,5 veces a 5,9 veces en la expresión en comparación con el plásmido en solución salina con electroporación y 
dependía del gen insertado (Figura 8, inserto). 

En los ratones SCID, 10 meses después de la inyección inicial con PVP seguida de re-inyección con una 
formulación de poli(L-glutamato), se recogieron los músculos tibial y gastrocnemio para la inmunotinción de hF. IX y 
el tipaje de las fibras musculares. La Figura 9 muestra la inmunohistología y el tipo de fibras de los miocitos que 
expresaban hF. IX en músculos de ratones SCID. Se recogieron secciones representativas de músculo 
gastrocnemio de ratón SCID procedente de tejido que se había recogido ~300 días después de la inyección inicial. 
La Figura 9A muestra la inmunolocalización de hF. IX donde los miocitos positivos están teñidos de oscuro (aumento 
original 100X). La Figura 9B muestra la tinción de ATPasa (pH 4,6) de una sección seriada del panel A. Se 
distinguen las fibras de tipo I (oscuras) y las fibras de tipo II (claras) (aumento original 100X). Una muestra 
representativa de fibras complementarias está marcada en ambos paneles indicando que las fibras tanto de tipo I 
como de tipo II están expresando hF. IX. Tanto los músculos tibiales como gastrocnemios mostraron una amplia 
distribución de fibras que expresaban hF. IX. En el gastrocnemio, se encontró expresión tanto en las fibras de tipo I 
como de tipo II en proporciones aproximadamente iguales aunque el número absoluto de fibras de tipo I teñidas fue 
mucho menor que el de fibras de tipo II (Figura 9). En los tibiales de ratón hubo pocas, si las hubo, fibras de tipo I y 
de este modo la expresión se observó principalmente en las fibras de tipo II. De este modo, la expresión a largo 
plazo de hF. IX, alcanzada en ratones inmunocomprometidos (SCID beige), indica que los plásmidos son estables y 
transcripcionalmente activos en el músculo durante un período de tiempo prolongado. 

Aplicabilidad a Animales Grandes 

La aplicabilidad del procedimiento de liberación de genes a animales grandes es una etapa requisito previa 
necesaria para el desarrollo de una terapia génica clínicamente útil en potencia. La Figura 10A representa los 
resultados de los niveles de hF. IX en plasma en perros después de la inyección intramuscular de plásmido 
aumentado por electroporación. Se inyectaron 1,6 o 2,8 mg/kg de plásmido en seis peros adultos (beagle 9-13 kg) 
utilizando un protocolo de múltiples sitios seguido de electroporación con electrodos en serie de 6 agujas. El ADN se 
formuló con poli(L-glutamato) (6 mg/ml) para estos estudios. Los perros se dividieron en dos grupos. En un grupo se 
administró intramuscularmente una dosis total de 18 mg dividida en 6 sitios, una en cada bíceps femoral, tibial 
semimembranoso y craneal de ambas patas posteriores. En el segundo grupo, se administraron intramuscularmente 
36 mg de plásmido en 12 sitios, en cada uno de los músculos bíceps femoral, semimembranoso, semitendinoso, 
vasto lateral, tibial craneal y la cabeza larga del tríceps braquial de los miembros anteriores y posteriores. Se 
administró un volumen total de 2,0 ml en cada sitio. En cada sitio se inyectaron 2,0 ml de plásmido (1,5 mg/ml) 
formulado con 6,0 mg/ml de poli(L-glutamato) seguido de electroporación con un electrodo en serie de 6 agujas. Los 
grupos con 6 y 12 sitios de inyección tuvieron 18 mg y 36 mg de plásmido inyectado por animal, respectivamente. La 
Figura 10A muestra los resultados en los que el plasma se recogió y se analizó por medio de ELISA. Los valores son 
las medias ± ETM con n = 3 para cada grupo. 
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Los valores medios de los grupos con 6 y 12 sitios de inyección presentaron picos a 36,1 ng/ml (día 22) y 
27,2 ng/ml (día 14), respectivamente (Figura 10A). Los valores para los dos grupos divergieron el día 22 debido a un 
incremento inesperado en la expresión media del grupo de animales que habían sido inyectados en 12 sitios. Sin 
embargo, los niveles de expresión de este grupo el día 22 no son significativamente mayores que el día 14. A pesar 
de esta anomalía, hacia el día 28 los niveles de expresión de ambos grupos no fueron distinguibles de los niveles de 
fondo. 

Respuesta Inmunitaria a la Proteína Expresada 

La Figura 10B muestra una transferencia western de hF. IX purificado utilizando suero de animal tratado 
como anticuerpo primario. La calle A representa el marcador de peso molecular; la calle B representa el control 
negativo (esto es, suero de animales no tratados); la calle C representa el control positivo (esto es, suero canino con 
una cantidad de anticuerpos anti-hF. IX de conejo añadidos); la calle D representa la inmunorreacción a hF. IX por el 
suero de un perro hembra procedente del grupo de 6 inyecciones (pico de expresión de hF. IX 35,71 ng/ml); la calle 
E representa la inmunorreacción a hF. IX por el suero procedente de un perro macho procedente del grupo de 12 
inyecciones (pico de expresión de hF. IX 47,9 ng/ml). De este modo, el análisis mediante transferencia Western 
indicó que el plasma de los perros contenía material que presentaba reacción cruzada con el hF. IX purificado que 
concuerda con una respuesta inmunitaria a la proteína humana (Figura 10B). 

Además, el análisis del suero también reveló un incremento transitorio en los niveles de creatinina quinasa 
(CK) que presentó picos dos días después del tratamiento, y volvió a niveles normales 7 días después del 
tratamiento indicando que un cierto trauma muscular está asociado con el procedimiento de liberación génica 
utilizando electrodos en serie de 6 agujas invasivos. Esta respuesta es claramente dependiente de la dosis en los 
animales a los que se ha administrado una dosis superior (12 sitios de inyección) que tienen niveles pico de CK el 
día 3 superiores a los de los animales procedentes del grupo con 6 sitios de inyección. Un examen histológico de los 
diferentes músculos inyectados reveló cierta lesión muscular aproximadamente 1 mes después del tratamiento. En 
la mayor parte de los casos, no se observaron cambios histológicos o estuvieron restringidos a pequeños puntos 
concretos, en los cuales hubo indicación de pérdida de miocitos e infiltración de monocitos. En raras ocasiones, el 
sitio de la inyección se caracterizó por zonas de tejido necrótico y pérdida de monocitos asociada. Este tipo de lesión 
también se observó en ratones en los primeros momentos después del tratamiento (2 semanas) cuando se utilizaron 
electrodos calibradores, pero los músculos recuperaron la histología normal con el tiempo (datos no mostrados). No 
hubo indicación de que un tipo muscular concreto fuera más susceptible de lesión tisular que otro. 

La Expresión Depende de la Dosis 

Para establecer que la expresión de hF. IX en músculo canino era dependiente de la dosis, se utilizaron el 
bíceps femoral y el tibial craneal de los miembros posteriores izquierdo y derecho de perros de 11 semanas de edad 
para el protocolo de liberación génica. El plásmido formulado se inyectó en 4 sitios en cada perro (tibial craneal 
izquierdo y derecho, bíceps femoral izquierdo y derecho). La concentración de plásmido fue de 3,0 mg/ml. Los 
volúmenes inyectados (en cada sitio) fueron 0,12 ml, 0,36 ml, 0,60 ml y 1,2 ml para cada grupo. Se recogió el suero 
7 días después del tratamiento para su análisis (niveles pico). Para normalizar las variaciones en el peso del animal, 
se representan los niveles de hF. IX absoluto (determinado estimando el volumen en sangre a 7% del peso de los 
perros). Los valores son las medias ± ETM con n = 3 para cada grupo. Los valores en las medias ± ETM por animal 
con n = 4 para cada grupo. Los niveles de hF. IX en plasma aumentaron con las cantidades crecientes de plásmido 
desde 0,8 mg/kg hasta 2,3 mg/kg. A dosis elevadas de plásmido (5,3 mg/kg) los niveles de expresión media fueron 
inferiores a los obtenidos a la dosis de 2,3 mg/kg pero la diferencia no fue significativa. 

Utilizando el plásmido inyectado en el músculo esquelético seguido inmediatamente de electroporación, los 
autores de la presente invención lograron niveles terapéuticamente significativos de expresión de hF. IX en el 
plasma de ratones y perros. 

Secuencia de hF. IX Optimizada 

Los experimentos anteriores se realizaron con el plásmido pFN0945 (SEQ ID NO: 3 y Figura 17), que tiene 
la secuencia de ácido nucleico humana natural que codificaba hF. IX. Para las aplicaciones de terapia génica en 
seres humanos, también se puede utilizar pFN0945, pero se puede preferir una secuencia de codones optimizados 
para hF. IX cuando se desea una expresión superior debido a la traducción superior de un ARNm de codones 
optimizados. Un ejemplo de una secuencia de codones optimizados para hF. IX es el plásmido pFN1645, que se 
describe como SEQ ID NO: 4 y se muestra en la Figura 18. 

EJEMPLO IV: Expresión de Genes Terapéuticos 

También se acometieron experimentos para determinar la capacidad del poli(L-glutamato) para incrementar 
la expresión de un gen de eritropoyetina ("EPO") no viral. Utilizando el análisis mediante reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa (PCRc), el plásmido formulado en Poli(L-Glutamato) dio como resultado al menos un 
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incremento logarítmico de los niveles de ADN de mEPO en comparación con los animales que recibieron una 
formulación de solución salina/ADN. 

Expresión de EPO Utilizando Formulaciones Poliméricas 

Se insertó la secuencia codificante de mEPO en el esqueleto del plásmido Valentis que contenía una UTR 
5' de 107 pb, un intrón sintético de 117 pb, la señal de poliadenilación de la hormona del crecimiento humana, un 
origen de replicación de PUC12 y un gen de resistencia a kanamicina como se ha mencionado antes. El gen de 
mEPO estaba dirigido por el intensificador/promotor de CMV. La secuencia completa del plásmido resultante 
pEP1403 que contenía el gen de mEPO se describe en la secuencia enumerada como SEQ ID NO: 2 y el mapa 
plasmídico se muestra en la Figura 19. Los plásmidos se hicieron crecer en Escherichia coli DH5α y se purificaron 
utilizando un método patentado que implicaba lisis alcalina y métodos cromatográficos (Abruzzese, R. V., et al. 
(1999) Hum Gene Ther 10: 1499-1507). 

Los animales recibieron CMV-mEPO formulado o bien en poli(L-glutamato) de 15-50 kDa o bien en solución 
salina. Las formulaciones plasmídicas se inyectaron intramuscularmente en cada pata, 25 microlitros en cada tibial, 
50 microlitros en cada gastrocnemio seguido de electroporación 2 min después de la inyección (375 V/cm (113 V/0,3 
cm), 2 pulsos, longitud del pulso 25 mseg. A intervalos de tiempo definidos, se recogió la sangre mediante métodos 
retro-orbitales y se determinaron los niveles de hematocrito o se analizó el suero para determinar los niveles de 
EPO. 

En los momentos indicados, se extrajo ADN de músculo total y se cuantificaron los niveles mediante PCRc 
como sigue: Se determinaron las cantidades de ADN plasmídico en músculos de ratón llevando a cabo una PCR 
cuantitativa en tiempo real TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA) sobre muestras de ADN aisladas como se 
ha descrito previamente (Mahato, R. I. et al. Hum. Gene Ther. 9, 2083-2099 (1998)). Los cebadores utilizados en la 
PCR fueron un cebador directo, que ceba en la región no traducida 5', y un cebador inverso, que ceba en la región 
codificante de EPO de ratón. La secuencia de la sonda estaba localizada dentro del gen de EPO. Se utilizó el ADN 
del plásmido CMV-mEPO purificado para generar una curva patrón para el análisis de PCR. Como se muestra en la 
Figura 11, la formulación en poli(L-glutamato) da como resultado un incremento de varias veces la cantidad de ADN 
plasmídico que puede ser detectada en los tejidos después de la electroporación. 

Para la determinación de la expresión de mEPO, se liberaron 75 mg de pEP1403 (SEQ. ID. NO. 2) en 150 
ml en ratones C57BL/6, 25 microlitros por tibial, 50 microlitros por gastrocnemio. El plásmido se formuló en solución 
salina o en 6 mg/mL de poli(L-glutamato). Las Figuras 12 y 13 representan la expresión de mEPO y la Figura 12 
también representa el nivel de hematocrito en ratones después de la liberación del gen de EPO de ratón por medio 
de electroporación utilizando formulaciones en solución salina y poli(L-glutamato). 

Como se muestra en las Figuras 12 y 13, la liberación en una formulación de poli-glutamato produce niveles 
considerablemente superiores de proteína expresada que cuando el ADN plasmídico es liberado en solución salina. 
Debido a que se requiere una cantidad muy pequeña de eritropoyetina para dar un incremento máximo en el 
hematocrito, los niveles de hematocrito inducidos mostrados en la Figura 12 no difieren entre las formulaciones de 
solución salina y poliglutamato. Sin embargo, debido a que el poliglutamato produce una transfección más eficaz, se 
espera que se puedan administrar cantidades más pequeñas ADN utilizando formulaciones de poliglutamato. 

EJEMPLO V: Expresión de Genes Terapéuticos 

Expresión de Interferón Alfa Utilizando Formulaciones Poliméricas 

Se insertó la secuencia codificante de hINFα 2b en el esqueleto del plásmido Valentis que contenía una 
UTR 5' de 107 pb, un intrón sintético de 117 pb, la señal de poliadenilación de la hormona del crecimiento humana, 
un origen de replicación de PUC12 y un gen de resistencia a kanamicina. El gen de hINFα estaba dirigido por el 
intensificador/promotor de CMV. La secuencia completa del plásmido resultante pIF0921 que contenía el gen de 
hINF-α se describe en la secuencia enumerada como SEQ ID NO: 1 y el mapa plasmídico se muestra en la Figura 
20. Los plásmidos se hicieron crecer en Escherichia coli DH5α y se purificaron utilizando un método patentado que 
implicaba lisis alcalina y métodos cromatográficos (Abruzzese, R. V., et al. (1999) Hum Gene Ther 10: 1499-1507). 

Para el análisis de la expresión, se inyectaron 25 microlitros de formulaciones de plásmido o bien en poli­
glutamato o bien en solución salina que tenían concentraciones de ADN variables (1,0 mg/ml, 0,1 mg/ml y 0.01 
mg/ml) en cada tibial, se sometieron a electroporación ambas patas con electrodos calibradores a 375 V/cm, 2 
pulsos, 25 ms cada pulso. Para el análisis, se recogió el suero por medio de sangrías retro-orbitales (días 4, 7, 14 y 
30). Se utilizó un ELISA disponible en el mercado (Endogen) para determinar los niveles de INF-α. Como se muestra 
en las Figuras 14A y B, se obtuvo un aumento significativo de la expresión de hINF-α en ratones CD-1 utilizando el 
plásmido formulado con 6 mg/ml de poli-L-glutamato a dosis de ADN de 5 y 50 microgramos. 

EJEMPLO VI: Protección Frente a Nucleasas del ADN Plasmídico formulado en Poli-L-Glutamato 
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Se acometieron experimentos para determinar la capacidad del poli-L-glutamato y de Pluronic F68 para 
proteger el ADN plasmídico de la digestión con nucleasa. Se obtuvo ADNasa I de Gibco/BRL (núm. 18068-015). La 
sal de sodio del poli(ácido L-glutámico), 2-15 kDa se obtuvo de Sigma. El Pluronic F68 se obtuvo de Spectrum. Se 
prepararon soluciones de partida de Polímero/ADN 2x (Pluronic F68 = 200 microgramos/ml de ADN plasmídico en 
F68 al 10%; Poli-L-glutamato = 200 microgramos/ml de ADN plasmídico en 12 mg/ml de poli(L-glutamato de sodio). 
Se prepararon diluciones de ADNasa de 1:10 a 1:10.000 en 1x tampón de ADNasa. Las mezclas de reacción finales 
incluyeron 25 microlitros de la formulación, 15 microlitros de agua, 5 microlitros de 10x tampón de ADNasa y 5 
microlitros de ADNasa que se añadieron en el orden enumerado. Las mezclas de reacción se incubaron durante 15 
minutos a 37°C y se terminó con la adición de EDTA antes de la electroforesis en gel. 

Los resultados del análisis de protección frente a la ADNasa se muestran en la Figura 15. El Panel A 
representa un ADN en formulación de solución salina; el Panel B representa ADN formulado en Pluronic F68 al 5%; 
el Panel C representa ADN formulado en 6 mg/ml de poli-L-glutamato. La calle A representa el control negativo (esto 
es, ADN plasmídico sin ADNasa); la calle B representa el control positivo (esto es, ADN plasmídico y ADNasa 
mezclados 1:1); las calles C-G representan las condiciones experimentales en las que el ADN formulado con 
solución salina (Panel A), F68 (Panel B), o poli-glutamato (Panel C) se mezcló con ADNasa diluida 1:1 (calle C); 1:10 
(calle D); 1:100 (calle E); 1:1.000 (calle F); y 1:10.000 (calle G). En solución salina, la ADNasa a 1:100 es capaz de 
anular la banda inferior del plásmido superenrollado además de la degradación del ADN resultante de frotis de 
diferentes pesos moleculares sobre el gel. Por el contrario, tanto el poli-L-glutamato como el Pluronic F68 fueron 
capaces de conferir protección frente a la degradación con ADNasa a una dilución 1:100. 

EJEMPLO VII: Estabilidad Biológica a Largo Plazo del ADN formulado en Poli-L-Glutamato 

También se acometieron experimentos para evaluar la estabilidad de formulaciones líquidas de poli-L-
Glutamato (15-50 kDa)/ADN. 

Animales: 

Se obtuvieron 108 ratones CD-1 (29-31 g) de Charles Rivers Labs. Los animales se alojaron en 
microaislantes (10 ratones por aislante) en el vivario de Laboratory Animal Resource (LAR) y se mantuvieron en un 
ciclo de día/noche de 12/12 h, temperatura ambiente 23°C (72°F), y una humedad del 40%. Se suministraron 
alimento (pienso para roedores de Purina) y agua ad libitum. La combinación de la anestesia consistente en una 
mezcla de Cetamina (74,0 mg/ml), Xilazina (3,7 mg/ml), y Acepromazina (0,73 mg/ml) se administró IP a una dosis 
de 1,8-2,0 ml/kg. 

Grupos de Tratamiento y Rutas de Administración: 

Los animales se dividieron al azar en grupos de tratamiento con 6 (tibial) o 5 (gastrocnemio) ratones/grupo. 
Para los grupos de los tibiales, se inyectaron 25 microlitros de las formulaciones descritas más abajo en cada 
músculo tibial, esto es, 50 microlitros de volumen total por ratón. Para los grupos de los gastrocnemios, se 
inyectaron 50 microlitros de las formulaciones descritas más abajo en cada músculo gastrocnemio, esto es, 100 
microlitros de volumen total por ratón. 

Formulaciones 

Se prepararon formulaciones en NaCl 150 mM, Tris-HCl 5 mM, pH 7,5. Se utilizó el plásmido codificante de 
SEAP pAP1166. 157 a 1 mg/ml. El plásmido y el poli-L-Glutamato (15-50 kDa) se formularon como sigue. 

Formulación ADNp conc. 
(mg/ml) 

sal Poli-L-Glu Tampón 

A 1,0 150 mM 6,0 mg/ml Tris 5 mM/pH 7,5 

B 0 150 mM 6,0 mg/ml Tris 5 mM/pH 7,5 

Para las formulaciones líquidas, se mezclaron A (0,5 ml) y B (1,5 ml) de las mismas condiciones de 
almacenamiento (o se rehidrataron con agua y se mezclaron para las muestras liofilizadas) justo antes de su uso 
para el ensayo in-vivo (en los músculos gastrocnemio y tibial de los ratones CD-1) y el análisis QC. La concentración 
final de ADN de la mezcla fue de 0,25 mg/ml. Cada pareja An/Bn se sometió a ensayo el día 8, 21, 60 y 105. Como 
control, se sometió a ensayo una muestra de nueva aportación de 0,5 ml de A y 1,5 ml de B en cada momento. 
Como control de ADN desnudo de nueva aportación, se sometió a ensayo una muestra de 0,5 ml de A (A sin incluir 
poli-L-Glutamato) y 1,5 ml de B (B sin incluir poli-L-Glutamato) en cada momento. 

Las condiciones de liofilización/almacenamiento para las cuales se muestran los resultados en la Figura 16 
fueron las siguientes: 
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Grupo Condiciones Físicas de almacenamiento Temperatura 

A Liofilización (almacenamiento N.A. para la muestra sometida a 
ensayo justo después de completarse el ciclo de liofilización 

+4°C 

B Líquido -20°C 

C Líquido +4°C 

D Líquido +25°C 

E Líquido +37°C 

F Líquido +50°C 

G Líquido/almacenamiento con ciclo de congelación/ 
descongelación/congelación el día 2, 4 (y 10, 17, 24, 31, 38, 45, 
52 y 59 si fuera aplicable) 

-20°C 

H ADN/pGlu de nueva aportación 

I ADN desnudo de nueva aportación 

La Figura 16 representa los resultados del momento final de 105 días e indica la actividad biológica del 
ADN en diferentes condiciones de almacenamiento. Como se indica en la Figura 16, el ADN plasmídico a 1 mg/ml 
formulado en poli-L-glutamato a 6 mg/ml es estable a lo largo de tres meses en solución líquida a la temperatura 

5 ambiente. El poli-L-glutamato también protegió al ADN de la degradación durante la congelación-descongelación y la 
liofilización. 

Resultará fácilmente evidente para el experto en la técnica que se pueden realizar diversas sustituciones y 
modificaciones de la invención descrita en la presente memoria, sin apartarse del alcance de las reivindicaciones.  

10 
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LISTA DE SECUENCIAS 

<110> Valentis, Inc. 

<120> FORMULACIONES DE ÁCIDO NUCLEICO PARA SU LIBERACIÓN GÉNICA Y MÉTODOS DE USO 

5 <130> 216/125 

<140> TODAVÍA NO ASIGNADO 

<141> ADJUNTO 

<150> US 60/187.236 Y US 60/261.751 

<151> 2000-03-03 y 2001-01-16 

10 <160> 4 

<170> Microsoft Word 

<210> 1 

<211> 3589 

<212> ADN 

15 <213> Secuencia Artificial 

<220> CDS 

<222> (768) – (1334) 

<223> Plásmido de expresión pIF0921 que codifica el interferón alfa humano (768) – (1334). 

<400> 1 
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5 

<210> 2 

<211> 3609 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> CDS 

<222> (801) – (1379) 

<223> Plásmido de expresión pEP1403 que codifica la eritropoyetina de ratón (801) – (1379) 

<400> 2 

10 
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<210> 3 

<211> 4496 

<212> ADN 
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5 

<213> Secuencia Artificial 

<220> CDS 

<222> (782) – (2167) 

<223>  Plásmido de expresión pFN0945 que tiene la secuencia natural que codifica el factor de coagulación IX
 humano 

<400> 3 
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5 

<210> 4 

<211> 4276 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> CDS 

<222> (786) – (2171) 

<223>  Plásmido de expresión pFN1645 que tiene la secuencia de codones optimizados que codifica el factor de 
coagulación IX humano (786) – (2171) 

<400> 4 

10 
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REIVINDICACIONES 

1. Una formulación para la liberación de una molécula de ácido nucleico en una célula, que comprende un 
ácido nucleico y un polímero aniónico, donde el polímero aniónico es poli(ácido glutámico); y donde el ácido nucleico 
formulado no está encapsulado y no está condensado. 

2. Una formulación para la liberación de una molécula de ácido nucleico en una célula, que comprende un 
ácido nucleico y un polímero aniónico, donde el polímero aniónico es poli(ácido aspártico) o una de sus sales; y 
donde el ácido nucleico formulado no está encapsulado y no está condensado. 

3. Una formulación para la liberación de una molécula de ácido nucleico en una célula, que comprende un 
ácido nucleico y un polímero aniónico, donde el polímero aniónico es un polímero que consiste en ácido glutámico y 
ácido aspártico o sus sales; y donde el ácido nucleico formulado no está encapsulado y no está condensado. 

4. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, donde 

(a) el poli(ácido glutámico) es poli(ácido L-glutámico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 
a 100.000 Daltons; o 

(b) el poli(ácido glutámico) es poli(ácido D-glutámico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 
15.000 a 100.000 Daltons. 

5. Una formulación como se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, donde el poli(ácido glutámico) o el 
poli(ácido aspártico) se caracterizan por un peso molecular en el intervalo de 15.000 a 50.000 Daltons. 

6. Una formulación como se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, donde 

(a) el poli(ácido glutámico) es poli(ácido L-glutámico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 
a 15.000 Daltons; o 

(b) el poli(ácido aspártico) se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 a 15.000 Daltons. 

7. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, donde el poli(ácido glutámico) se caracteriza 
por un peso molecular en el intervalo de 50.000 a 100.000 Daltons. 

8. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 2, donde el poli(ácido aspártico) se caracteriza 
por un peso molecular en el intervalo de 50.000 a 100.000 Daltons. 

9. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, donde la formulación es isotónica. 

10. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, donde el polímero aniónico aumenta la 
liberación del ácido nucleico en la célula in vivo. 

11. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 10, donde el polímero aniónico aumenta la 
liberación del ácido nucleico en una célula de un tejido muscular in vivo. 

12. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 10, donde el polímero aniónico aumenta la 
liberación del ácido nucleico en múltiples líneas celulares in vivo. 

13. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, donde el polímero aniónico confiere 
estabilidad al ácido nucleico durante las condiciones de almacenamiento seleccionadas del grupo que consiste en: 
almacenamiento en líquido, liofilización y congelación. 

14. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, donde la molécula de ácido nucleico 
comprende una secuencia que codifica una proteína seleccionada del grupo que consiste en hormonas, hormona del 
crecimiento humana, factores de crecimiento, citoquinas, y factores antigénicos. 

15. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 14, donde la proteína es el factor IX. 

16. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 14, donde el factor de crecimiento es una 
eritropoyetina. 

17. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 14, donde la citoquina es un interferón alfa o un 
interferón beta. 

18. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, que comprende adicionalmente un 
tampón adecuado para la administración interna. 
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19. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 18, que comprende el ácido nucleico formulado 
con poli-L-glutamato a una concentración de aproximadamente 6 mg/ml y NaCl aproximadamente 150 mM. 

20. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 19, donde el ácido nucleico está presente en la 
formulación a aproximadamente 1 mg/ml. 

21. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, que está liofilizada. 

22. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, donde el poli(ácido glutámico) es poli(ácido L­
glutámico). 

23. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 1, 2 o 3, donde la composición se almacena en 
un estado liofilizado y se reconstituye antes de su administración. 

24. Una formulación de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, para su uso en la introducción de un ácido 
nucleico en un tejido de un mamífero. 

25. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 24, donde el ácido nucleico es introducido por 
medio de inyección. 

26. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 24, donde el nivel en sangre de una proteína 
terapéutica se incrementa en un mamífero; el ácido nucleico es un vector no viral que codifica una proteína 
terapéutica; la formulación se introduce en el tejido del mamífero in vivo; y el tejido se somete a electroporación, 
donde el polímero aniónico aumenta la transfección del vector no viral junto con la electroporación del tejido. 

27. Una formulación como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, donde dicho tejido es 
el músculo. 

28. Una formulación como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, donde la formulación 
es liofilizada, almacenada y después re-hidratada antes de introducir el medicamento en un tejido de mamífero. 

29. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 24, donde dicho tejido es un tumor. 

30. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 24, donde la introducción del ácido nucleico 
comprende adicionalmente la etapa de someter a electroporación el tejido. 

31. Una formulación como se reivindica en la reivindicación  31, donde la electroporación se realiza por 
medio del uso de un dispositivo configurado y fijado para ocasionar la liberación de voltaje de pulsos de dicho ácido 
nucleico. 

32. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 24, donde dicha introducción del ácido nucleico 
induce una respuesta inmunitaria. 

33. Una composición para la liberación génica in vivo que comprende una formulación de la reivindicación 
1, 2 o 3, donde el ácido nucleico codifica un producto génico. 

34. Una composición como se reivindica en la reivindicación 33, donde dicho producto génico comprende 
una proteína terapéutica. 

35. Una composición como se reivindica en la reivindicación 33, donde dicho producto génico comprende 
un antígeno. 

36. Una composición como se reivindica en la reivindicación 33, donde el ácido nucleico codifica una 
molécula de eritropoyetina. 

37. Una composición como se reivindica en la reivindicación 33, donde el ácido nucleico codifica el Factor 
IX. 

38. Una composición como se reivindica en la reivindicación 33, donde el ácido nucleico codifica una 
citoquina. 

39. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 24, para su uso en un método de tratamiento de 
un mamífero que padece cáncer o una enfermedad infecciosa y la formulación se proporciona a células de dicho 
mamífero por medio del uso de un dispositivo configurado y fijado para la liberación por voltaje de pulsos de dicho 
ácido nucleico a las células del mamífero, donde dicho ácido nucleico codifica un antígeno canceroso o un antígeno 
para dicha enfermedad infecciosa. 
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40. Un kit que comprende un contenedor, cuyo contenedor comprende una formulación de cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 23 y o bien (i) un dispositivo de voltaje de pulsos para liberar dicha composición en las células 
de un organismo, donde dicho dispositivo de voltaje de pulsos es susceptible de ser combinado con dicho 
contenedor, o bien (ii) instrucciones que expliquen cómo liberar dicha composición con dicho dispositivo de voltaje 
de pulsos. 

41. Un método para elaborar un kit de la reivindicación 40, que comprende las etapas de combinar un 
contenedor que comprende una formulación de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 o bien con (i) un dispositivo 
de voltaje de pulsos para liberar dicha composición en las células del organismo, donde dicho dispositivo de voltaje 
de pulsos es susceptible de ser combinado con dicho contenedor, o bien (ii) instrucciones que explican cómo liberar 
dicha composición con dicho dispositivo de voltaje de pulsos. 

42. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 39, donde dicho antígeno canceroso es MAGE 
I, y dicho cáncer es el melanoma. 

43. Una formulación como se reivindica en la reivindicación 39, donde dicho antígeno de una enfermedad 
infecciosa es el antígeno núcleo del HBV, y dicha enfermedad infecciosa es la hepatitis crónica. 

44. Una composición farmacéutica para incrementar el nivel de una proteína terapéutica en sangre que 
comprende la formulación de la reivindicación 1, 2 o 3, donde el ácido nucleico es un vector no viral que codifica la 
proteína terapéutica. 

45. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 44, donde el polímero aniónico 
aumenta la transfección junto con la electroporación in vivo. 

46. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 44, donde el poli(ácido glutámico) 
es un poli-L-glutamato. 

47. Una composición farmacéutica como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 44 a 46, donde 
la proteína terapéutica es un factor de crecimiento o una citoquina. 

48. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 47, donde la proteína terapéutica 
se selecciona del grupo que consiste en: Factor IX; EPO; e IFN-alfa. 

49. Una composición farmacéutica estabilizada como se reivindica en la reivindicación 44, donde el 
polímero aniónico protege el vector de la degradación biológica inducida por liofilización o congelación. 

50. Una composición farmacéutica estabilizada de la reivindicación 49, donde el polímero aniónico es un 
poli-glutamato. 

51. Una composición farmacéutica para ser administrada a un organismo, que comprende una formulación 
de la reivindicación 1, 2 o 3, donde el ácido nucleico es un vector que comprende una secuencia de ácido nucleico 
que codifica hFIX. 

52. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 51, donde el vector comprende 
adicionalmente una UTR 5' de 107 pb, un intrón sintético de 117 pb, un origen de replicación de PUC12, y un gen de 
resistencia a kanamicina. 

53. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 51, donde el polímero aniónico es 
poli(ácido glutámico). 

54. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 53, donde 

(a) el poli(ácido glutámico) es poli(ácido L-glutámico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 
a 100.000 Daltons; o 

(b) el poli(ácido glutámico) es poli(ácido D-glutámico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 
15.000 a 100.000 Daltons. 

55. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 53, donde el poli(ácido glutámico) 
se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 15.000 a 50.000 Daltons. 

56. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 53, donde el poli(ácido glutámico) 
es poli(ácido L-glutámico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 a 15.000 Daltons. 

57. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 53, donde el poli(ácido glutámico) 
se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 50.000 a 100.000 Daltons. 
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58. Una composición farmacéutica como se reivindica en la reivindicación 51, donde la formulación es 
isotónica. 
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