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DESCRIPCION
Uso terapéutico de microesferas de acido nucleico

Campo de la invencién

En general, la presente invencion se refiere a la preparacion de microesferas de acidos nucleicos y a su administracion,
en particular para inducir tolerancia a las células dendriticas al abordar cuestiones médicas. Mas particularmente, la
invencioén se refiere a una tecnologia de administracién de farmacos por medio de microesferas fabricadas empleando
condiciones acuosas. Las microesferas pueden incorporar ARN interferente, ADN plasmido, oligonucledétidos antisentido
(AS) u otros acidos nucleicos. Estas microesferas se utilizan para alterar funciones celulares in vivo e in situ.

Antecedentes de la invencion

Las microparticulas, microesferas y microcapsulas son particulas sélidas o semisélidas con un diametro inferior a un
milimetro, preferentemente inferior a 100 micras, que se pueden formar con diversos materiales, incluyendo polimeros
sintéticos, proteinas y polisacaridos. Las microesferas se han utilizado en muchas aplicaciones diferentes,
principalmente separaciones, diagnésticos y administracion de farmacos.

Para la produccion de estas microesferas a partir de polimeros sintéticos, polimeros naturales, proteinas y polisacaridos
se pueden utilizar diversas técnicas diferentes, incluyendo separacién de fases, evaporacion de disolventes, emulsién y
secado por pulverizacion. En general, los polimeros forman la estructura soporte de estas microesferas y el farmaco de
interés se incorpora a la estructura polimérica. Ejemplos de polimeros utilizados para la formacidon de microesferas
incluyen homopolimeros y copolimeros de acido lactico y acido glicdlico (PLGA) tal como los descritos en la Patente US
n°® 5.213.812, de Ruiz, Patente US n° 5.417.986, de Reid y col., Patente US n° 4.530.840, de Tice y col., Patente US n°
4.897.268, de Tice y col., Patente US n° 5.075.109, de Tice y col., Patente US n°® 5.102.872, de Singh y col., Patente US
n° 5.384.133, de Boyes y col., Patente US n° 5.360.610, de Tice y col., y la Publicacién de Solicitud de Patente Europea
Numero 248.531, del Southern Research Institute; copolimeros en bloque tales como tetronic 908 y poloxamero 407
como los descritos en la Patente US n° 4.904.479, de lllum; y polifosfacenos tal como los descritos en la Patente US n°
5.149.543, de Cohen y col.. Las microesferas producidas utilizando tales polimeros muestran una baja eficiencia de
carga y con frecuencia soélo pueden incorporar un pequefo porcentaje del farmaco de interés en la estructura polimérica.
Por consiguiente, a menudo se deben administrar cantidades sustanciales de microesferas para lograr un efecto
terapéutico.

Las perlas o particulas esféricas se han comercializado durante muchos afios como una herramienta para los
bioquimicos. Por ejemplo, los anticuerpos conjugados con perlas crean particulas relativamente grandes especificas
para ligandos particulares. Las particulas grandes revestidas con anticuerpos se utilizan habitualmente para reticular
receptores sobre la superficie de una célula para la activacion celular, se unen a una fase solida para la purificacion de
inmunoafinidad y pueden utilizarse para administrar un agente terapéutico que se libera lentamente con el tiempo
utilizando anticuerpos de tejido o especificos de tumores conjugados con las particulas para dirigir el agente al lugar
deseado.

Un método habitual para unir de forma covalente un anticuerpo a una matriz en fase sélida es derivar una perla con un
agente de conjugacién quimica y después unir el anticuerpo a la perla activada. El uso de una perla polimérica sintética
en lugar de una molécula proteinica permite emplear unas condiciones de derivacion mucho mas rigurosas de lo que
pueden admitir muchas proteinas, es relativamente econdmica y, con frecuencia, genera un enlace que es estable
frente a una amplia gama de condiciones desnaturalizantes. Existe una serie de perlas derivadas comerciales, todas
ellas con diversos constituyentes y tamafios. Existen perlas formadas a partir de polimeros sintéticos, tales como
poliacrilamida, poliacrilato, poliestireno o latex, comercialmente disponibles de numerosas fuentes, como Bio-Rad
Laboratories (Richmond, Calif.) y LKB Produkter (Estocolmo, Suecia). También existen perlas formadas a partir de
macromoléculas y particulas naturales, tales como agarosa, agarosa reticulada, globulina, acido desoxirribonucleico y
liposomas, comercialmente disponibles de fuentes tales como Bio-Rad Laboratories, Pharmacia (Piscataway, N. J.) e
IBF (Francia). Existen perlas formadas a partir de copolimeros de poliacrilamida y agarosa comercialmente disponibles
de fuentes tales como IBF y Pharmacia. Existen perlas magnéticas comercialmente disponibles de fuentes tales como
Dynal Inc. (Great Neck, N. Y.).

Una desventaja de las microparticulas o perlas actualmente disponibles es que son dificiles y costosas de producir. La
microparticulas producidas por estos métodos conocidos tienen una amplia distribucion de tamafio de particula,
frecuentemente carecen de uniformidad y no tienen una cinética de liberacion a largo plazo cuando la concentracion de
los principios activos es alta. Ademas, los polimeros utilizados en estos métodos conocidos se disuelven en disolventes
organicos para formar las microparticulas. Por consiguiente, se deben producir en instalaciones especiales disefiadas
para manipular disolventes organicos. Estos disolventes organicos podrian desnaturalizar las proteinas o péptidos
contenidos en las microparticulas. Los disolventes organicos residuales podrian ser toxicos al ser administrados a
humanos o animales.
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Ademas, las microparticulas disponibles casi nunca tienen un tamafio lo suficientemente pequefio para caber a través
de la abertura del tamafio de la aguja habitualmente utilizada para administrar agentes terapéuticos o como para ser
utiles en una administracién via inhalatoria. Por ejemplo, las microparticulas preparadas utilizando acido glicolico-
polilactico (PLGA) son grandes y tienen tendencia a agregarse. Es necesario un paso de seleccién por tamafio, que
conduce a una pérdida de produccién, para eliminar aquellas particulas demasiado grandes para la inyeccion. Las
particulas de PLGA de tamafio adecuado para la inyeccién deben ser administradas a través de una aguja de gran
calibre para alojar estas grandes particulas, lo que frecuentemente produce molestias al paciente.

En general, muchas de las microparticulas actualmente disponibles se activan para liberar sus contenidos en medios
acuosos Y, por tanto, deben liofilizarse para evitar una liberacion prematura. Ademas, aquellas particulas tales como las
preparadas utilizando el sistema PLGA tienen una cinética de liberacién basada tanto en la erosion como en la difusion.
En este tipo de sistema se observa una descarga inicial o liberacion rapida del farmaco. Este efecto de descarga rapida
puede dar lugar a efectos secundarios no deseados en los pacientes a los que se les han administrado las particulas.

También se conocen microparticulas preparadas utilizando lipidos para encapsular farmacos diana. Por ejemplo, se
pueden utilizar lipidos dispuestos en membranas bicapa que rodean mdiltiples compartimentos acuosos para formar
particulas a utilizar en la encapsulacion de farmacos solubles en agua para su administracion posterior, tal como se
describe en la Patente US n°® 5.422.120, de Sinil Kim. En general, estas particulas tienen tamafios superiores a 10
micrémetros y estan disefiadas para la administracion intraarticular, intratecal, subcutanea y epidural. Alternativamente
también se utilizan liposomas para la administracién intravenosa de moléculas pequefas. Los liposomas son particulas
esféricas compuestas por un fosfolipido simple o multiple y bicapas de colesterol. Los liposomas tienen un tamafio de 30
micrémetros o mas y pueden portar diversos farmacos solubles en agua o en lipidos. La tecnologia de liposomas se ha
visto obstaculizada por varios problemas, incluyendo la pureza de los componentes lipidicos, la posible toxicidad, la
heterogeneidad y estabilidad vesicular, la absorcion excesiva y las dificultades de fabricacién y vida util en
almacenamiento.

Un objetivo para la comunidad médica es suministrar acidos nucleicos en las células de un sujeto, incluyendo, de forma
no exclusiva, un animal o mamifero, para tratarlo. Por ejemplo, es posible suministrar acidos nucleicos a células en
cultivo (in vitro) de forma relativamente eficaz, pero las nucleasas conducen a una alta tasa de degradacion del acido
nucleico cuando éste se administra a animales (in vivo).

Ademas de proteger el acido nucleico frente a la digestion por nucleasa, el vehiculo de suministro del acido nucleico
debe tener una baja toxicidad, debe absorberse eficientemente en las células y debe tener una formulacién bien definida
y de facil fabricacion. Tal como han demostrado los ensayos clinicos, los vectores virales para la administracion pueden
conducir a una respuesta inmunitaria in vivo gravemente adversa, incluso fatal. Ademas, este método tiene potencial
para producir efectos mutagénicos in vivo. En general, la administracion mediante la inclusion de un acido nucleico en
complejos de lipidos de diferentes formulaciones (como liposomas o complejos de lipidos catidnicos) ha sido ineficaz in
vivo y puede tener efectos toxicos. Los complejos de &cidos nucleicos con diversos polimeros o con péptidos han dado
resultados irregulares y la toxicidad de estas formulaciones todavia no ha sido resuelta. También se han encapsulado
acidos nucleicos en matrices poliméricas para su administracion, pero en estos casos las particulas tienen una amplia
gama de tamafios y su eficacia para una aplicacion terapéutica no se ha demostrado.

Por consiguiente, existe la necesidad de abordar los problemas de administracion de acidos nucleicos y proporcionar
formulaciones de acidos nucleicos eficaces. Ademas, sigue habiendo una necesidad de desarrollar microesferas y
nuevos meétodos para producir microesferas. En las patentes US n° 6.458.387, de Scott y col., n° 6.268.053, n°
6.090.925, n° 5.981.719 y n° 5.599.719, de Woiszwillo y col., y n® 5.578.709, de Woiszwillo, se describen microesferas y
sus procedimientos de preparacion. EI documento WO 00/41679 describe microesferas que contienen citoquina
producidas mediante coacervacion basada en polianiones y policationes. En el documento US 2002146459 se describe
una microesfera de ADN-PLGA condensada con polilisina. EI documento WO 94/18947 se refiere a un proceso para
proporcionar un complejo de protamina-ADN de alta pureza que consiste esencialmente en varios pasos. En el caso del
documento US 2004/014698 se conjugaron poliornitina y poliarginina con ADN codificador de GFP y alginato y se
formularon en nanoparticulas. El documento US 6268053 se refiere a microparticulas que comprenden macromoléculas
(hormonas, proteinas) y polimeros, siendo la concentracion de las macromoléculas en la microparticula de al menos un
40% e inferior al 100% en peso. Los polimeros incluyen polivinilpirrolidona, polietilenglicol, dextrano, etoxilatos de
nonilfenol, alcohol polivinilico. EI documento US 6458387 se refiere a un método para formar una microesfera que
consiste en: (1) obtener una mezcla acuosa que contiene: (a) una proteina portadora, (b) un polimero soluble en agua,
(c) un primer agente formador de complejos de polisacarido polianidnico y (d) un segundo agente formador de
complejos de cation metalico divalente seleccionado entre calcio y magnesio, (2) dejar que se formen las microesferas
en la mezcla acuosa y (3) estabilizar las microesferas poniéndolas en contacto con un agente reticulante bajo
condiciones adecuadas para su estabilizacion. El documento US 6475995 describe una nanoparticula sélida inferior a 5
micras que incluye un coacervado de un polication polimérico y un polianion, seleccionandose el polication polimérico
entre gelatina y quitosano y consistiendo el polianién en acidos nucleicos codificadores de un antigeno, con lo que se
expresa el antigeno y éste provoca una respuesta inmunitaria en el mamifero. El documento US 2003059474
proporciona detalles y métodos de produccidon de microesferas que incluyen (1) una macromolécula, (2) un polimero
soluble en agua y (3) un agente formador de complejos policatiénico.
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Sumario de la invencioén

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan microesferas para su utilizacion en terapia segun la
reivindicacion 1 y un proceso para producir microesferas segun la reivindicacion 17. La presente invencion se refiere a
microesferas consistentes en agentes biolégicamente activos, como ADN, ARNsi (ARN silencioso, también conocido
como ARN bicatenario) ARNm, ARNt y todos los demas acidos nucleicos, incluyendo, de forma no exclusiva,
oligonucleétidos, y a métodos para la preparacion y el uso de los mismos. Se cree que la propuesta de administracion
de microesferas de la presente invencion evita o dificulta el acceso de los acidos nucleicos administrados a las
nucleasas celulares, evitando asi la degradacion prematura de dichos acidos nucleicos terapéuticos.

El acido nucleico que contiene microesferas puede utilizarse para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo,
de forma no exclusiva, enfermedades autoinmunes tales como esclerosis multiple, diabetes mellitus tipo 1, psoriasis,
anemia hemolitica autoinmune, hepatitis autoinmune, enfermedad de Berger (nefropatia por IgA), sindrome de fatiga
cronica, enfermedad de Crohn, dermatomiositis, fibromialgia, enfermedad de Grave, tiroiditis Hashimoto, liquen plano,
miastenia gravis, trombocitopenia purpura idiopatica, fiebre reumética, artritis reumatoidea, sindrome de Sjogren, lupus
eritematoso sistémico, colitis ulcerosa y vitiligo. Ademas, las microesferas pueden utilizarse para tratar otras
enfermedades relacionadas con las células dendriticas o macréfagos u otras enfermedades o afecciones basadas en
células fagociticas, incluyendo las que pueden ser ftratadas, mediadas o mitigadas mediante métodos de
oligonucleétidos antisentido o ARNSsi o similares.

La administracion aqui descrita de oligonucledtidos AS en microesferas a un sujeto se lleva a cabo para inducir
tolerancia a las células dendriticas en relacion con el tratamiento del comienzo de diabetes de tipo 1 en un individuo.
Los oligonucledtidos AS que contienen microesferas se producen utilizando condiciones acuosas. Estas microesferas se
utilizan para inhibir la expresién genética y prevenir una afeccion de tipo diabetes autoinmune en un sujeto. Las
microesferas de la presente invencién pueden utilizarse para tratar afecciones en desarrollo o como terapia preventiva.

Las microesferas de la presente invencion también pueden consistir en multiples agentes bioldgicamente activos,
incluyendo oligonucledtidos.

Preferentemente se sintetizan tres oligonucleétidos AS dirigidos a los transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86 y
se prepara una soluciéon acuosa de la mezcla de oligonucleétidos, que se combina con una solucién polimérica.
Después del procesamiento se obtienen microesferas que contienen los oligonucleétidos.

La preparacion de las microesferas de la presente invencion se puede llevar a cabo con o sin agente reticulante, un
policatién, un polianién y/o una fuente de energia, como calor.

Las microesferas segun la invencidn son especialmente adecuadas para su administracion in vivo y en un procedimiento
in situ, por ejemplo en una administracion subcutanea directa. Una aplicacion a este respecto es el tratamiento de
tumores bajo la piel y el tratamiento de infecciones virales. Las microesferas se pueden administrar por vias de
administracion diversas, incluyendo, de forma no exclusiva, la via oral, pulmonar, nasal, intravenosa, intramuscular,
subcutanea, topica, ocular, intradérmica, intraperitoneal y administracién con supositorios, asi como combinaciones de
las mismas.

Las microesferas de la presente invenciéon también pueden utilizarse con fines diagnésticos, incluyendo, de forma no
exclusiva, diagnoésticos genéticos.

Estos y otros aspectos, objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion, incluyendo las diversas
combinaciones, se evidenciaran y entenderan claramente a partir de la siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de las figuras

En esta descripcidn se hara referencia a las figuras adjuntas, en las cuales:

Fig. 1: es una ilustracion esquematica de la funcion de las células dendriticas en la destruccion autoinmune
de células beta pancreaticas productoras de insulina en la diabetes de tipo 1;

Fig. 2: diagrama del vector de ADN plasmido que contiene el gen de beta-galactosidasa;

Fig. 3: microfotografias que muestran la transfeccion de células de fibroblasto NIH 3T3 con las microesferas
de ADN plasmido (ADNp) que contiene el gen de beta-galactosidasa;

Fig. 4: microfotografia de un gel de electroforesis de agarosa de ADNp desnudo y dos formulaciones de
microesferas de ADNp de acuerdo con la invencion, en cada caso después de exposicion a ADNasa;

Fig. 5: grafico de barras de la actividad de beta-galactosidasa en cuatro aplicaciones de transfeccion de ADN
plasmido diferentes;

Fig. 6-9: microfotografias electronicas de barrido de microesferas de oligonucleétidos AS y polication de poli-L-
lisina;

Fig. 10-13: microfotografias electronicas de barrido de microesferas compuestas por oligonucledtidos AS y

policatién de poli-L-ornitina;
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Fig. 14 y 15: microfotografias electronicas de barrido de microesferas de oligonucledtidos AS formadas sin
componente policatiénico;
Fig. 16: grafico resumiendo la incidencia de la diabetes en tres grupos de ratones NOD tratados con

microesferas de la presente invencion y de acuerdo con otros procedimientos para administrar
oligonucledtidos AS dirigidos a tres transcriptos primarios; y
Fig. 17: micrografia electronica de barrido (SEM) de microesferas de ARNsi de acuerdo con la invencion.

Descripcion de las realizaciones preferentes

Aqui se describen realizaciones detalladas de la presente invencién como es requisito. No obstante, se ha de entender
que las realizaciones indicadas son simplemente ejemplos de la invencién, que se puede realizar de diferentes formas.
Por consiguiente, los detalles especificos aqui descritos no deben interpretarse como limitativos, sino simplemente
como una base para las reivindicaciones y como una base representativa para ensefar a los expertos en la técnica a
emplear la presente invencion de diversos modos, practicamente de cualquier forma adecuada.

En general, las microesferas de la presente invencion estan formadas por uno o mas agentes activos, preferentemente
son esencialmente esféricas y tienen una distribucion de tamafio basicamente reducida dentro del intervalo de tamafios
adecuado para la absorcion celular. Las microesferas se pueden suministrar mediante métodos de administracion
opcionales, incluyendo una administracién parenteral, via oral, via pulmonar, via ocular, utilizando un sistema de
depdsito u otras vias de administracion.

Las microesferas comprenden agentes activos de acidos nucleicos, como ADN, ARN, ARNsi, ARNm, ARNt y otros tipos
de acidos nucleicos, incluyendo, de forma no exclusiva, oligonucleétidos de ARN o ADN, y combinaciones de los
mismos. Microesferas preferentes de la presente invencién son las formadas por uno o mas oligonucleétidos. Las
microesferas son Utiles como agentes terapéuticos para el tratamiento de diversas enfermedades y/o como
herramientas para tareas diagnodsticas, incluyendo, de forma no exclusiva, gendémica funcional. Por ejemplo, las
microesferas de oligonucledtidos antisentido pueden interrumpir la fase de traduccién del proceso de produccion de
proteinas, impidiendo que el ARNm llegue al ribosoma. Las microesferas antisentido son suministradas a la célula
enferma, virus o bacteria, donde se une (hibrida) especificamente con su ARNm diana. Como resultado, el ARNm se
degrada y no es traducido por el ribosoma en una proteina funcional. En consecuencia, las microesferas antisentido son
una herramienta eficaz para luchar contra enfermedades relacionas con la sobreexpresién y/o la subexpresiéon de
proteinas en el cuerpo, tal como ocurre en las enfermedades autoinmunes.

Ventajas importantes de los oligonucledtidos antisentido son su alta especificidad, ya que inhiben la expresiéon de un
gen. Ademas, los oligonucleétidos antisentido son universales, ya que en teoria es posible desarrollar un oligonucledétido
AS contra cualquier gen y su ARNm; la secuencia de ADN es la unica informacion necesaria para el disefio del
nucledtido AS. Los oligonucleétidos AS también son eficaces en células cultivadas de animales y humanos. Por otro
lado, las microesferas de oligonucleétidos antisentido de la presente invencién son “verificables”, siendo utiles para el
diagnostico ya que tienen sitios muy especificos y se pueden marcar con un marcador fluorescente.

Es sabido que los oligonucleétidos se deterioran facilmente por calor, agitacion y otros tratamientos mecanicos y
quimicos, de modo que ya no se pueden adherir a un acido nucleico diana y bloquear su acciéon. También es sabido que
las proteinas, péptidos, oligonucleétidos y similares tienen una vida atil muy corta (entre unos minutos y unas horas) in
vivo, requiriendo un suministro eficaz a la célula y, en algunas circunstancias, directamente al nucleo, para evitar la
degradacion enzimatica. Asi, normalmente estos agentes no pueden ser administrados con éxito “desnudos”, sino que
deben ser protegidos o formulados de modo que permita su administracion in vivo.

Los oligonucledtidos de la presente invencidon mantienen su actividad bioldgica por su incorporacién en las microesferas.
Ademas, las microesferas también proporcionan altas capacidades de carga. Dicho de otro modo, permiten administrar
a un sujeto dosis mayores de acidos nucleicos terapéuticos mediante la dosificacion de microesferas altamente
concentradas (por ejemplo, 30-100% en peso de acido nucleico, con respecto al peso total de las microesferas). A no
ser que se especifique aqui de otro modo, los porcentajes son porcentajes en peso con respecto al peso total de la
composicion. Las microesferas proporcionan una herramienta de suministro no viral de oligonucleétidos antisentido y
otros tipos de moléculas de acidos nucleicos.

Las microesferas incluyen el compuesto biolégicamente activo en una forma esencialmente esférica. Tipicamente, las
microesferas tienen una distribucidén de tamafo de particula basicamente reducida, con un tamafio de particula medio
no superior a 50 micrémetros. Tipicamente, el tamafo de particula es inferior a 10 micrémetros, mas tipicamente inferior
a 5 micrémetros. Preferentemente tienen una distribuciéon de tamafo reducida, con un tamafo de particula medio entre
aproximadamente 0,04 y aproximadamente 8 micras, o entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 4 micras, o
entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 4 micras, o entre aproximadamente 0,4 y aproximadamente 4 micras, y,
en las aplicaciones en las que son deseables microesferas de aproximadamente 1 micra, entre aproximadamente 1
micra y aproximadamente 3 micras. El tamafio de particula medio puede ser de aproximadamente 2 micras, por
ejemplo, y el intervalo de tamafo de particula se puede ajustar para adaptarlo a la aplicaciéon deseada.
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Las microesferas incluyen preferentemente acidos nucleicos que son esencialmente amorfos o no cristalinos, es decir
se encuentran en forma amorfa o semicristalina. Tal como se utiliza aqui, el término “amorfo” se refiere a una forma
soélida generalmente aleatoria de acido nucleico en la que la microesfera carece de redes cristalinas del o los acidos
nucleicos, refiriéndose el término “semicristalino” a una forma soélida generalmente aleatoria de acido nucleico en la que
el contenido de &acido nucleico de la microesfera es inferior a un 50% en forma de red cristalina del o los acidos
nucleicos.

La administracion del compuesto biolégicamente activo en forma de microesferas con el tamafio deseado puede
aumentar la eficacia del farmaco y reducir los residuos. También puede reducir los efectos negativos causados por altas
dosis del agente activo. El tamafio de la microesfera puede determinar el 6rgano al que esta dirigida. Ademas, es
importante el control éptimo del tamafio de particula de las microesferas para la administracion de agentes biolégicos in
vivo, ya que las células diana sélo puede absorber microesferas con un tamano particular. Una microesfera con un
tamafio superior al aqui descrito puede activar macréfagos y otros mecanismos inmunitarios que degradan la particula
biolégica, mientras que con un tamafo inferior se puede disolver con demasiada rapidez.

Para producir las microesferas, el agente bioldégico deseado, normalmente un oligonucleétido u otro compuesto de acido
nucleico, se disuelve en una solucién acuosa. Esta se combina con uno o méas polimeros solubles en agua, como
polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol (PEG), y combinaciones de los mismos. Los polimeros solubles en agua no
constituyen una parte esencial de las microesferas, si es que forman parte de éstas, pero ayudan a su preparacion. Los
acidos nucleicos pueden constituir hasta el 100 por cien en peso de la composicién de microesferas. Normalmente
representaran al menos un 20 por ciento en peso, tipicamente al menos aproximadamente un 30 por ciento en peso,
preferentemente al menos aproximadamente un 50 por ciento en peso, de forma especialmente preferente al menos un
70 por ciento en peso y de forma totalmente preferente al menos aproximadamente un 90 por ciento en peso. Los
acidos nucleicos pueden constituir al menos aproximadamente un 95 por ciento en peso de las microesferas.
Normalmente es preferible formar las microesferas en una mezcla de uno o mas polimeros acuosos/solubles en agua a
pH moderadamente acido. Por ejemplo, con frecuencia el o los polimeros se disuelven en una solucién tampén, como
acetato de sodio, a un pH de aproximadamente 5,3. Mediante esta técnica general también se pueden producir
microesferas con otros polimeros, como polisacaridos, incluyendo polisacaridos de carga positiva y negativa y otros
polimeros biocompatibles. El orden de adicion de los componentes se puede variar para formar microesferas con
diferentes propiedades quimicas y fisicas, como el tamario, la morfologia y/o la carga superficial.

En algunas preparaciones de microesferas es preferible combinar los acidos nucleicos con un policatiéon antes de formar
la microesfera. Sin embargo, en algunos casos puede resultar ventajoso evitar el uso de policationes, ya que algunos
cationes pueden asociarse a problemas de toxicidad. Para producir estas microesferas también se puede emplear un
polianion, un agente reticulante de polianién u otro agente reticulante. Los policationes preferentes son, por ejemplo,
polilisina y poliornitina. Otros incluyen polietilenimina (PEI), prolamina, protamina, polivinilpirrolidona (PVP), poliarginina,
vinilamina, y sus combinaciones.

Cuando se incluye un componente de policatién en la preparacion de las microesferas y también en las propias
microesferas, éste puede estar presente a un nivel entre aproximadamente un 0 y aproximadamente un 80 por ciento en
peso con respecto a la composicion formadora de microesferas total. Las microesferas preparadas con policationes
pueden contener al menos aproximadamente un 2 por ciento en peso, o pueden contener al menos aproximadamente
un 5 por ciento en peso, o pueden contener al menos aproximadamente un 10 por ciento en peso, o pueden contener al
menos aproximadamente un 20 por ciento en peso, o pueden contener al menos aproximadamente un 30 por ciento en
peso del polication, siendo el resto generalmente el acido nucleico.

En algunas aplicaciones de producciéon de microesferas se suministra energia (por ejemplo en forma de calor u otras
fuentes de energia) a la composicion para facilitar la formaciéon de microesferas. Se ha descubierto que la adiciéon de
energia puede resultar util para producir algunos tipos de microesferas de la presente invencion.

Las composiciones de microesferas pueden contener multiples compuestos biolégicamente activos. Por consiguiente,
las microesferas, bien individualmente, bien colectivamente como grupo de microesferas, pueden contener mas de un
acido nucleico, por ejemplo uno o mas oligonucleétidos. Ademas, también es posible afiadir otras moléculas a la
superficie de las microesferas de acido nucleico después de su formulacion, incluyendo, de forma no exclusiva,
anticuerpos, ligandos de receptores o quimiotacticos.

Aunque existen numerosas técnicas que pueden ser Utiles para la preparacion de las microesferas de la presente
invencioén, se ha comprobado que la siguiente técnica resulta particularmente util.

Primero se prepara una solucidon acuosa de la mezcla de &cidos nucleicos que incluye un polication en relaciones
volumétricas policatién:acido nucleico de entre aproximadamente 0,5:1 y aproximadamente 4:1. Entonces se preparan
soluciones poliméricas de polivinilpirrolidona y/o polietilenglicol y se combinan con la soluciéon que contiene el acido
nucleico. El cambio de la temperatura de la solucion combinada por calentamiento o enfriamiento, o combinaciones de
éstos, y multiples pasos de centrifugado y lavado proporcionan una suspension condensada acuosa que normalmente
se congela vy liofiliza para formar un polvo seco de microesferas que comprende el o los nucleétidos y el polication. La
temperatura de la mezcla antes de la formacion de las microesferas se puede reducir o aumentar desde temperatura
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ambiente a una velocidad entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 400°C/minuto. Para las aplicaciones de
enfriamiento, la mezcla se enfria normalmente a una temperatura entre aproximadamente 35 y aproximadamente -
196°C. Para las aplicaciones de calentamiento, la mezcla se calienta a una temperatura entre aproximadamente 4 y
aproximadamente 100°C.

También es posible afiadir otros excipientes a la composicién final o a la pre-mezcla de formacién de microesferas,
como polisacaridos, polisacaridos de carga positiva 0 negativa y otros polimeros preferiblemente biocompatibles.
También se puede cambiar el orden de adicién, lo que puede conducir a la formacién de microesferas con diferentes
propiedades quimicas y/o fisicas. Otras fracciones pueden ser afiadidas a la superficie para que actien como
quimiotacticos o como ligandos de receptores, por ejemplo.

Las microesferas segun la invencién son vehiculos de suministro no virales utiles para ADN plasmido, oligonucleétidos
antisentido y otras moléculas de acido nucleico.

Las composiciones de microesferas se pueden presentar en forma de suspension liquida (preferentemente acuosa), en
forma de polvo seco, en suspensién en disolventes organicos o microencapsuladas en forma sélida dentro de otros
polimeros.

Tal como se ha indicado anteriormente, las microesferas de la presente invencién se pueden dosificar por diversas vias
de administracion. Los clinicos especializados determinaran la cantidad de dosis real de agente activo, la concentracion
de la formulacion y el volumen de la formulacion a dosificar, que generalmente dependeran de diversos factores,
incluyendo, de forma no exclusiva, la enfermedad o afeccion a tratar, la edad el sexo y el peso del sujeto a tratar, la
potencia del acido nucleico para el tratamiento de la diana particular, la concentracién de acido nucleico en la
formulacion de dosificacion, etc. Tal como se utiliza aqui, el concepto “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de
microesferas de la presente invencién que evita, trata o mejora una enfermedad o afeccioén en un sujeto.

Las microesferas segun la invencion tienen una caracteristica especialmente protectora. Los estudios in vitro utilizando
microesferas de beta-galactosidasa indican que la forma de microesferas protegia el ADN frente a las nucleasas. Con
frecuencia, el ADN y los oligonucledtidos se someten a tioacion con el fin de ralentizar la degradacion. Por ejemplo, los
oligonucleétidos AS normalmente estan en forma tioada. Gracias a las caracteristicas protectoras de las microesferas, la
necesidad de dicha forma tioada se puede reducir o eliminar por completo.

Un método preferente de la presente invencion se refiere a la prevencion o la mejoria de la diabetes autoinmune
insulino-dependiente mediante la formulacién e inyeccion de las microesferas de oligonucleétidos antisentido (AS) aqui
descritas, que estan dirigidas a los transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86. Estos oligonucleétidos han sido
disefiados para inducir una tolerancia inmunitaria en un intento de prevenir la destruccion de las células beta
productoras de insulina en el modelo de raton NOD. La Fig. 1 ilustra los sucesos que conducen a la destruccion de
estas células beta. Dicha figura ilustra como se manifiesta la diabetes tipo 1 mediante la destruccion autoinmune de
células beta productoras de insulina pancreatica en el ratbn NOD y también en humanos. En el momento del inicio
clinico de la diabetes, los humanos conservan un 10-20% de su masa de células beta residuales. El uso moderado de
esta masa residual puede conducir a mantener los niveles de insulina adecuados para regular los niveles de glucosa.
Algunas microesferas preferentes de la invencidn estan previstas para interferir en la destrucciéon autoinmune de las
células beta ilustrada en la Fig. 1.

Se observara que las células dendriticas (DC) se pueden activar para convertirlas en potentes células presentadoras de
antigeno que se encuentran en todos los tejidos y que estan muy concentradas bajo la piel. Estas células dendriticas
presentadoras de antigeno funcionan como activadores de la respuesta inmunolégica mediante la activacion de las
células T, en particular en los ganglios linfaticos.

La Fig. 2 ilustra un vector plasmido que contiene el gen de beta-galactosidasa, que puede ser utilizado para transfectar
células de fibroblasto NIH 3T3. La demostracion in vitro de la transfeccion de células de fibroblasto NIH 3T3 con las
microesferas de ADN plasmido se muestra en la Fig. 3 y consiste en la aparicion de células tefiidas de color azul en
respuesta a la adicion del sustrato de beta-galactosidasa X-gal.

La Fig. 4 ilustra la capacidad in vitro de las microesferas para proteger ADN en solucién. La figura representa un gel de
electroforesis de agarosa que muestra la proteccion de nucleasa impartida por la fabricacion de microesferas de ADN
plasmido producidas generalmente tal como se indica aqui. En las muestras de plasmido 1, 2 y 3, un ADN plasmido
desnudo se expuso a ADNasa, indicando las manchas la degradacion de ADN plasmido en cada uno de los tres niveles
de exposicion a ADNasa. En las muestras de particula 1 y particula 2, las formulaciones de microesferas de ADN
plasmido se expusieron a ADNasa. La falta de manchas indica que las formulaciones de microesferas protegen el ADN
plasmido de la degradacion.

La Fig. 5 cuantifica los niveles de expresion de actividad de beta-galactosidasa transfectada en cuatro aplicaciones de
ADN plasmido diferentes. La aplicacion de ADN plasmido desnudo mostraba niveles muy bajos. En el caso de la
transfeccion compleja de ADN plasmido-lipido catiénico utilizando lipofectamina, un lipido catiénico comercial, como
vehiculo de suministro, se observan niveles algo mayores. En el caso de las dos preparaciones de microesferas de ADN
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plasmido, correspondiendo las microesferas 1 a la particula 1 de la Fig. 4 y las microesferas 2 a la particula 2 de la Fig.
4, se observa una actividad considerablemente mayor.

Los siguientes ejemplos describen caracteristicas y ventajas de la invencién para ilustrarla adicionalmente. Los ejemplos
no deben considerarse como limitativos o restrictivos de la invencion.

Ejemplo 1

En el centro de sintesis de ADN de la Universidad de Pittsburgh (Pittsburg, PA) se sintetizaron tres oligonucleétidos AS
dirigidos a los transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86. Las secuencias de oligonucledtidos AS, donde un
asterisco indica tioacion, son:

Seq D 1; CD 40-A8: 3'C*AC* AG*C C*GA* GG*C* AA®A
GA*C* AC*C A*T*G C*AG* GG*C* A-Y

Seq 1D 2: CDBO-AS: 5"-G*GG* AA*A G*CC* AG*G A*AT"* CT*A
G*AG* CC*A A*TG G*A-Y

Seq D 3: CDB6-AS: 5°-T*GG* GT*G C*TT* CC*G T*AAY
GT*T C*TG* GA*A CYAC* G*T*C-3'

Se prepar6 una solucion acuosa de la mezcla de oligonucleétidos combinando partes alicuotas de tres soluciones de
oligonucleétido, conteniendo en cada caso un tipo de oligonucleétido, para formar una solucion de 10 mg/ml de los tres
tipos de oligonucleétido. Se prepararon cuatro cargas de solucion acuosa de la mezcla de oligonucledtidos. Se
prepararon 10 mg/ml de poli-L-linsina-HBr en agua desionizada (poli-L-lisina-BBr hasta 50.000, de Bachem, King of
Prussia, PA). La poli-L-lisina-BBr se afiadio a la solucion de oligonucleétidos en relaciones volumétricas 1:1, 2:1, 3:1y
4:1, tal como se describe en la Tabla 1. Las cargas se etiquetaron con 1, 2, 3 y 4. Las mezclas se sometieron a un
vortice suave. Se prepard una solucion polimérica al 25% que contenia un 12,5% de PVP (polivinilpirrolidona, 40.000
dalton, Spectrum Chemicals, Gardena, CA) y un 12,5% de PEG (polietilenglicol, 3.350 dalton, Spectrum Chemicals,
Gardena, CA) en acetato de sodio 1M (Spectrum, Gardena, CA) a pH 5,5. La solucién polimérica se afiadié a las cargas
1-4 en una relacion volumétrica 2:1 tal como se describe en la Tabla 1, que muestra los volumenes de oligonucledtidos
AS, poli-L-lisina-HBr y PEG/PVP en las cargas 1-4:

Tabla 1
Carga Oligonucleétido Poli-L-lisina-HBr 25% PEG/PVP Volumen total
1 750 pl 0,75 ml 3,0 mi 4,50 mi
2 750 pl 1,50 ml 4,5 ml 6,75 ml
3 750 pl 2,25 ml 6,0 ml 9,00 ml
4 750 pl 3,00 ml 7,5ml 11,25 ml

Las cargas se incubaron durante 30 minutos a 70°C y después se enfriaron a 23°C. Después de enfriamiento, la
solucién se enturbié y se produjo precipitacion. Luego se centrifugd la suspension y se retir6 el exceso de PEG/PVP. La
pella resultante se lavo por su resuspensiéon en agua desionizada, centrifugacion y retirada del sobrenadante. El proceso
de lavado se repitid tres veces. La suspension condensada acuosa se congel6 y liofilizé para formar un polvo seco de
microesferas que comprendian oligonucleétido y poli-L-lisina.

La Fig. 6 es micrografia electronica de barrido (SEM) de la carga n° 1 (relacion de poli-L-lisina:oligonucleétido de 1:1).
Se produjeron microesferas con un tamafo de 0,5-4 um y un tamafo de particula medio de aproximadamente 2,5 pm.
También se observé la precipitacion de un material desconocido. Estudios adicionales por HPLC determinaron que el
precipitado estaba formado por PEG/PVP residual, principalmente PVP.

La Fig. 7 es una SEM de la carga n° 2 (relaciéon de poli-L-lisina:oligonucleétido de 2:1). Se produjeron microesferas con
un tamafo de 0,2-4 um y un tamafo de particula medio de aproximadamente 1 pm.

La Fig. 8 es una SEM de la carga n°® 3 (relacién de poli-L-lisina:oligonucleétido de 3:1). Se produjeron microesferas con
un tamano de 0,2-4 ym y un tamafo de particula medio de aproximadamente 1 um. También se observé la precipitacion
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de un material desconocido. Estudios adicionales por HPLC determinaron que el precipitado estaba formado por
PEG/PVP residual, principalmente PVP.

La Fig. 9 es una SEM de la carga n° 4 (relaciéon de poli-L-lisina:oligonucleétido de 4:1). Se produjeron microesferas con
un tamafo de 0,2-6 micras. Se observa una polidispersién de tamafios, teniendo aproximadamente la mitad de las
particulas un tamafno de particula medio de 1 uym y la otra mitad de las particulas un tamafio de particula medio de 5
pm.

Ejemplo 2

Los oligonucledtidos AS dirigidos a los transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86 eran las secuencias de
oligonucledtidos AS del Ejemplo 1. Se prepard una solucién acuosa de la mezcla de oligonucleétidos combinando partes
alicuotas de tres soluciones de oligonucleétidos, conteniendo en cada caso un tipo de oligonucleétido, para formar una
solucion de 10 mg/ml de los tres tipos de oligonucleétido. Se prepararon cuatro cargas de soluciones de la mezcla de
oligonucleétidos. También se prepararon 5 mg/ml de poli-L-ornitina-HBr en agua desionizada (poli-L-ornitina-HBr 11,900
(vis) de Sigma).

Después se afiadio poli-L-ornitina-HBr a la solucién de oligonucleétidos en relaciones volumétricas variables tal como se
describe en la Tabla 2. Las cargas se etiquetaron con 1, 2, 3 y 4. Las mezclas se sometieron a un voértice suave. Se
preparé una solucion polimérica al 25% que contenia un 12,5% de PVP (40.000 dalton, Spectrum Chemicals, Gardena,
CA) y un 12,5% de PEG (3.350 dalton, Spectrum Chemicals, Gardena, CA) en acetato de sodio 0,1M (Spectrum
Chemicals, Gardena, CA) a pH 5,5. Las soluciones poliméricas se afiadieron a las cargas 1-4 en las relaciones
volumétricas indicadas en la Tabla 2. Después se llevaron a cabo la incubacion y los enjuagues tal como se describe en
el Ejemplo 1. La Tabla 2 muestra los volimenes de oligonucleétidos AS, poli-L-ornitina-HBr, PEG/PVP y PEG en las
cargas 1-4:

Tabla 2
Carga Oligonucleétido Poli-L-ornitina-HBr 25% PEG/PVP 25% PEG Vol. total
1 1,5 ml 1,5ml 3ml - 6,0 ml
2 1,5 ml 3,0 ml 8 ml - 12,5 ml
3 1,5 ml 1,5 ml - 6 ml 9,0ml
4 1,5 ml 4,5 ml - 6 ml 12,0 ml

La Fig. 10 es una SEM de la carga n° 1 (relacion de poli-L-ornitina:oligonucleétido de 1:1). Se produjeron microesferas
con un tamafio de 0,2-8 ym y un tamafio de particula medio de aproximadamente 2 ym. También se observo la
precipitacion de un material desconocido. Estudios adicionales por HPLC permitieron demostrar que este precipitado
estaba formado por PEG/PVP residual, principalmente PVP.

La Fig. 11 es una SEM de la carga n° 2 (relacion de poli-L-ornitina:oligonucleétido de 2:1). Se produjeron microesferas
con un tamafo de 0,2-8 um y un tamafio de particula medio de aproximadamente 2 um. Muchas de las microesferas
estaban fusionadas entre si. También se observé la precipitacion de un material desconocido. Estudios adicionales por
HPLC permitieron demostrar que este precipitado estaba formado por PEG/PVP residual, principalmente PVP.

La Fig. 12 es una SEM de la carga n° 3 (relacion de poli-L-ornitina:oligonucleétido de 1:1, solo PEG). Se formé un
precipitado amorfo. Esto indicaba que la presencia de PVP en la formulacién desempeinaba un papel importante en la
formacion de microesferas.

La Fig. 13 es una SEM de la carga n° 4 (relacién de poli-L-ornitina:oligonucleétido de 1:3, solo PEG). Se formaron
microesferas porosas con un tamafo de 10-50 pym, microesferas rotas y cadenas de 2-10 ym de microesferas
fusionadas. No se observaron microesferas individuales. Esta carga indicaba que la presencia de PVP en la formulacién
desempefiaba un papel importante en la formacion de microesferas.

Ejemplo 3

Se sintetizaron tres oligonucledtidos AS dirigidos a los transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86 con las secuencias
de oligonucledtidos del Ejemplo 1. Se prepard una solucion acuosa de la mezcla de oligonucleétidos combinando partes
alicuotas de tres soluciones de oligonucleétidos, conteniendo en cada caso un tipo de oligonucleétido, para formar una
solucién de 10 mg/ml de los tres tipos de oligonucleétido. Se prepararon dos cargas de solucion de la mezcla de
oligonucleétidos.

Se preparé una solucién polimérica al 25% que contenia un 12,5% de PVP (40.000 dalton, Spectrum Chemicals,
Gardena, CA) y un 12,5% de PEG (3.350 dalton, Spectrum Chemicals, Gardena, CA) en acetato de sodio 0,1M
(Spectrum Chemicals, Gardena, CA) a pH 5,5. También se preparé PEG al 25% en acetato de sodio 0,1M a pH 5,5. Las
soluciones poliméricas se afiadieron a las cargas 1-2 en diferentes relaciones volumétricas, tal como se indica en la
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Tabla 3. Después se llevaron a cabo la incubacién y los enjuagues tal como se describe en el Ejemplo 1. La Tabla 3
muestra los volumenes de oligonucledtidos AS, PEG/PVP y PEG en las cargas 1-2:

Tabla 3
Carga Oligonucleétido 25% PEG/PVP 25% PEG Vol. total
1 1,5 ml 3,0 mi 4,5ml
2 1,5 ml 3,0 ml 4,5ml

La Fig. 14 es una SEM de la carga 1 (PEG:oligonucleétido 2:1). Se formé un precipitado amorfo. Esta carga demostro
de nuevo que la presencia de PVP desempefiaba un papel importante en la formacion de microesferas.

La Fig. 15 es una SEM de la carga 2 (PEG/PVP:oligonucleétido 2:1). Se produjeron microesferas con una distribucion
de tamafo de particula de 0,2-6 ym y también se observaron tiras largas de una fuente no identificada. Esta carga
demostré que se podian formar microesferas sin polication.

Ejemplo 4

Se llevaron a cabo estudios in vivo utilizando el modelo de ratén NOD de diabetes mellitus tipo 1. La diabetes tipo 1 se
manifiesta por la destruccion autoinmune de las células beta pancreaticas productoras de insulina, tal como se ilustra en
la Fig. 1. Se utilizaron oligonucleétidos AS en tres aplicaciones en un intento de interferir en la destruccion autoinmune
de las células beta. El objetivo era interferir en la funcién de las células dendriticas estableciendo como dianas los
transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86, que codifican proteinas superficiales de células dendriticas necesarias
para la activacion de células T. Ya se sabe que las células dendriticas con niveles bajos de CD40, CD80 y CD86
promueven redes de inmunocitos supresores in vivo. Estas cascadas pueden conducir a una hiposensibilidad de las
células T a las células beta in vivo.

En el primer grupo de animales de ensayo se propagaron células dendriticas ex vivo de precursores de médula 6sea de
ratones NOD. Se afadieron combinaciones de los tres oligonucledtidos AS dirigidos a los transcriptos primarios de
CD40, CD80 y CD86 a las células en cultivo tisular. Después de la incubacion, las células dendriticas transfectadas con
oligonucleétido AS se inyectaron en recipientes singenéticos de 5 a 8 semanas de edad (todavia no diabéticos). Se trata
de un método de suministro ex vivo.

Paralelamente se inyectaron microesferas de oligonucleétidos AS directamente en otros ratones NOD de la misma
edad. A cada uno de los ratones asi tratados se administré una Unica inyeccion. Otro grupo de ratones NOD no recibié
tratamiento y sirvié como control.

La Fig. 16 muestra que todos los ratones NOD de control no tratados desarrollaron diabetes antes de llegar a las 23
semanas de edad. El grupo tratado con células dendriticas transfectadas ex vivo con oligonucleétido AS e incorporadas
de nuevo por reinfusién (AS-ODN DC) mostré un desarrollo retrasado de la diabetes, permaneciendo un 20% “libre de
diabetes”, indicando que los niveles de glucosa se mantienen dentro de un intervalo no diabético. El 71% de los ratones
NOD a los que se les habian inyectado microesferas directamente in vivo permanecia “libre de diabetes” a las 43
semanas.

Ejemplo 5

Se marcé con Cy3 fluorescente un ARN duplex interferente corto, siGLO Cyclophilin B ARNSsi (raton) de Dharmacon
(Lafayette, CO). La secuencia de ARN bicatenario se muestra como Seq ID 4 y su complemento, Seq ID 5:

Seq ID 4: Cyclophilin B siENA 5-GGAAAGACUGUUCCAAAAAUU-3

Seq ID 5: Complement 5-UUJUUUGGAACAGUCUUUCCUU-3’

Se preparé una solucion acuosa de ARNsi como una solucion de 15 mg/ml. Ademas se prepararon 15 mg/ml de poli-L-
lisina-HBr en agua desionizada (poli-L-lisina 30.000-70.000 MW, Sigma). La poli-L-lisina se afiadié al ARNsi en una
relacion volumétrica 1:1, tal como muestra la Tabla 1. Las mezclas se sometieron a un vortice suave. Se prepar6 una
solucién polimérica al 25% que contenia un 12,5% de PVP (polivinilpirrolidona, 40.000 dalton, Spectrum Chemicals,
Gardena, CA) y un 12,5% de PEG (polietilenglicol, 3.350 dalton, Spectrum, Gardena, CA) en acetato de sodio 1M
(Spectrum, Gardena, CA), pH 5,5. La solucién polimérica se afiadié a la mezcla de ARNsi/poli-L-lisina en una relacion
volumétrica 2:1 tal como se describe en la Tabla 4, que muestra los volumenes de siGLO ARNSsi duplex, poli-L-lisina-
HBr y PEG/PVP:
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Tabla 4
Carga siGLO Agua desionizada Poli-L-lisina HBr 25% PEG/PVP Vol. total
ARNSi
1 0,5 ml 0,25 ml 0,5 ml 2,5ml 3,75 ml

La carga se incubd durante 30 minutos a 58°C y después se enfri6 sobre hielo durante 30 minutos. Después del
enfriamiento, la solucién se enturbid y se produjo precipitacion. Luego se centrifugé la suspension y se retird el exceso
de PEG/PVP. La pella resultante se lavd por su resuspension en agua desionizada, centrifugacion y retirada del
sobrenadante. El proceso de lavado se repitio tres veces. La suspension condensada acuosa se congelé a -80°C y
liofilizé para formar un polvo seco de microesferas que comprendian ARNsi duplex siGLO Cyclophilin B marcado con
Cy3 y poli-L-lisina.

La Fig. 17 es una micrografia electronica de barrido (SEM) de la carga de las microesferas (relacion de poli-L-
lisina:ARNSsi duplex de 1:1). De este modo se produjeron microesferas con un tamano de 0,2-1,4 micrémetros y un
tamafo de particula medio de aproximadamente 0,48 nanémetros.

En los siguientes parrafos numerados de la descripcidn se presentan aspectos preferentes de la invencion:

1.

S©oN

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

19.

20.

21.

Microesferas que comprenden entre aproximadamente un 20 por ciento en peso y aproximadamente un 100 por
ciento en peso de uno o mas acidos nucleicos y que tienen un tamafo de particula medio no superior a
aproximadamente 50 micrometros.

Microesferas segun el parrafo 1, donde dichos acidos nucleicos constituyen entre aproximadamente un 30 por
ciento en peso y aproximadamente un 100 por ciento en peso de las microesferas.

Microesferas segun el parrafo 1, donde dichos acidos nucleicos constituyen entre aproximadamente un 50 por
ciento en peso y aproximadamente un 100 por ciento en peso de las microesferas.

Microesferas segun el parrafo 1, donde dichos acidos nucleicos constituyen entre aproximadamente un 70 por
ciento en peso y aproximadamente un 100 por ciento en peso de las microesferas.

Microesferas segun el parrafo 1, donde dichos acidos nucleicos constituyen entre aproximadamente un 90 por
ciento en peso y aproximadamente un 100 por ciento en peso de las microesferas.

Microesferas segun el parrafo 1, donde dichos acidos nucleicos constituyen al menos aproximadamente un 95 por
ciento en peso de las microesferas.

Microesferas segun el parrafo 1 que contienen al menos dos acidos nucleicos diferentes.

Microesferas segun el parrafo 1, donde al menos uno de los acidos nucleicos es un oligonucleétido.

Microesferas segun el parrafo 8 que contienen al menos dos oligonucleétidos diferentes.

Microesferas segun el parrafo 1 que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 2
micrometros y una distribucion de tamafio de particulas entre aproximadamente 0,04 micrémetros y
aproximadamente 8 micrometros.

Microesferas segun el parrafo 7 que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 2
micrometros y una distribucién de tamafio de particulas entre aproximadamente 0,04 micrémetros y
aproximadamente 8 micrémetros.

Microesferas segun el parrafo 8 que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 2
micrometros y una distribucién de tamafio de particulas entre aproximadamente 0,04 micrémetros y
aproximadamente 8 micrémetros.

Microesferas segun el parrafo 1 que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente
micrometro y una distribucion de tamafo de particulas entre aproximadamente 0,2 micrometros
aproximadamente 4 micrémetros.

Microesferas segun el parrafo 7 que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 1
micrometro y una distribucion de tamafo de particulas entre aproximadamente 0,2 micrémetros y
aproximadamente 4 micrémetros.

Microesferas segun el parrafo 8 que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 1
micrometro y una distribucion de tamafio de particulas entre aproximadamente 0,2 micrémetros vy
aproximadamente 4 micrometros.

Microesferas segun el parrafo 1, donde dichos acidos nucleicos se seleccionan entre el grupo consistente en ADN,
oligonucledtidos de ADN, oligorribonucleétidos de ARN, oligonucleétidos hibridos de ADN/ARN, ARNm, ARNSsi, o
ARNt, y combinaciones de los mismos.

Microesferas segun el parrafo 1 que estan en suspension.

Microesferas segun el parrafo 1 que estan en una formulacién en polvo seco.

Método para tratar a un sujeto que consiste en administrar a dicho sujeto las microesferas del parrafo 1.

Método segun el péarrafo 15, donde la via de administracién para suministrar dichas microesferas se selecciona
entre el grupo consistente en las vias intravenosa, intramuscular, subcutanea, topica, intradérmica, intraperitoneal,
oral, pulmonar, ocular, nasal, bucal, vaginal, rectal y combinaciones de las mismas.

Método para proteger a un individuo frente a enfermedades autoinmunes, que consiste en inyectar via subcutanea
las microesferas del parrafo 1.

< =
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Método para proteger a un individuo frente a enfermedades autoinmunes, que consiste en inyectar via subcutanea
las microesferas del parrafo 7.

Proceso para producir microesferas biolégicamente activas que comprenden acidos nucleicos, consistente en
disolver los acidos nucleicos con un disolvente para formar una composicién y en formar microesferas a partir de
dicha composicion, teniendo dichas microesferas un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 50
micrometros.

Proceso segun el parrafo 23, donde se afiade al menos un policatiéon a dicho disolvente.

Proceso segun el parrafo 24, donde dicho polication se selecciona entre el grupo consistente en polilisina,
poliornitina, polietilenimina, prolamina, protamina, polivinilpirrolidona (PVP), poliarginina, vinilamina, y
combinaciones de las mismas.

Proceso segun el parrafo 25, donde dicho policatién es polilisina.

Proceso segun el parrafo 25, donde dicho policatién es poliornitina.

Proceso segun el parrafo 23, donde se afiade al menos un policatién a dicho disolvente.

Proceso segun el parrafo 23, donde se afiade al menos un polimero a dicho disolvente.

Proceso segun el parrafo 29, donde dicho polimero se selecciona entre el grupo consistente en un polisacarido,
polietilenglicol, polivinilpirrolidona y combinaciones de los mismos.

Proceso segun el parrafo 23, donde dicha formacion se lleva a cabo afadiendo un agente reticulante a la
composicion.

Proceso segun el parrafo 23, donde dicha formacion se lleva a cabo aportando energia a la composicion.

Proceso segun el parrafo 23, donde dicha formacion se lleva a cabo en ausencia de un componente de polication
en dicha composicién.

Proceso segun el parrafo 23, donde dicha formacion se lleva a cabo en ausencia de un componente reticulante en
dicha composicion.

Proceso segun el parrafo 23, donde dicha formacion se lleva a cabo en ausencia de un componente de polianion
en dicha composicion.

Proceso segun el parrafo 23, donde dicha formacién se lleva a cabo en ausencia de aplicacion de una fuente de
energia para formar dichas microesferas a partir de dicha composicion.
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REIVINDICACIONES

Microesferas que comprenden entre un 20 por ciento en peso y un 100 por cien en peso de uno o mas acidos
nucleicos y que tienen un tamafio de particula medio no superior a aproximadamente 50 micrometros, estando
dichas microesferas esencialmente libres de un polimero soluble utilizado en la preparacion de las
microesferas, para su uso en terapia.

Microesferas segun la reivindicacion 1, caracterizadas porque dichos acidos nucleicos constituyen entre un 30
por ciento en peso y un 100 por cien en peso de las microesferas.

Microesferas segun la reivindicacion 1, caracterizadas porque dichos acidos nucleicos constituyen entre un 50
por ciento en peso y un 100 por cien en peso de las microesferas.

Microesferas segun la reivindicacion 1, caracterizadas porque dichos acidos nucleicos constituyen entre un 70
por ciento en peso y un 100 por cien en peso de las microesferas.

Microesferas segun la reivindicacion 1, caracterizadas porque dichos acidos nucleicos constituyen entre un 90
por ciento en peso y un 100 por cien en peso de las microesferas.

Microesferas segun la reivindicacion 1, en las que dichos acidos nucleicos constituyen al menos
aproximadamente un 95 por ciento en peso de las microesferas.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque contienen al menos
dos acidos nucleicos diferentes.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque al menos uno de los
acidos nucleicos es un oligonucleétido.

Microesferas segun la reivindicacion 8, caracterizadas porque al menos dos oligonucleoétidos diferentes.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque tienen un tamafio de
particula medio no superior a aproximadamente 2 micrémetros y una distribucion de tamafio de particulas entre
aproximadamente 0,04 micrometros y aproximadamente 8 micrometros.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque tienen un tamafio de
particula medio no superior a aproximadamente 1 micrometro y una distribucién de tamafo de particulas entre
0,2 micrémetros y 4 micrometros.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque dichos acidos
nucleicos se seleccionan entre el grupo consistente en ADN, oligonucleétidos de ADN, oligorribonucleétidos de
ARN, oligonucleétidos hibridos de ADN/ARN, ARNm, ARNSsi, o ARNt, y combinaciones de los mismos.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque estan en suspension.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque estan en una
formulacion en polvo seco.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque son adecuadas para la
administracién via intravenosa, intramuscular, subcutanea, tépica, intradérmica, intraperitoneal, oral, pulmonar,
ocular, nasal, bucal, vaginal y/o rectal.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizadas porque son adecuadas para la
inyeccion subcutanea.

Proceso acuoso para producir microesferas biolégicamente activas que comprenden acidos nucleicos,
comprendiendo el proceso (a) disolver los &cidos nucleicos con un disolvente acuoso para formar una
composicion acuosa, afadiéndose al menos un polimero soluble en agua al disolvente acuoso, y (b) formar
microesferas que comprenden acidos nucleicos, teniendo dichas microesferas un tamafo de particula medio no
superior a aproximadamente 50 micrémetros y estando éstas esencialmente libres de dicho polimero.

Proceso segun la reivindicacién 17, caracterizado porque la formacion se lleva a cabo por enfriamiento de la
composicion.
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Proceso segun la reivindicacion 18, caracterizado porque la composicion se enfria a una temperatura entre
aproximadamente 35°C y aproximadamente -196°C.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-19, caracterizado porque la formacion se lleva a cabo en
ausencia de un componente de polication en la composicion.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-20, caracterizado porque

a) laformacion se lleva a cabo en ausencia de un componente reticulante en dicha composicion;

b) los acidos nucleicos son un primer polianion y la formacion se lleva a cabo en ausencia de un segundo
componente de polianion en la composicion; o

c) la disolucion se lleva a cabo en ausencia de aplicaciéon de una fuente de energia para formar las
microesferas a partir de la composicion.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-19, caracterizado porque se afade al menos un polication
al disolvente.

Proceso segun la reivindicacion 22, caracterizado porque el polication es polilisina o poliornitina.
Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-19, 22 y 23, caracterizado porque
a) laformacién se lleva a cabo con la adicion de un agente reticulante a la composicion;

b) los acidos nucleicos son un primer polianion, y al menos un segundo polianion se afiade al disolvente; o
c) ladisolucion se lleva a cabo con adicion de energia a la composicion.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-24, caracterizado porque los acidos nucleicos constituyen
al menos un 20 por ciento en peso de las microesferas formadas por el proceso.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-24, caracterizado porque los acidos nucleicos constituyen
al menos un 50 por ciento en peso de las microesferas formadas por el proceso.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-24, caracterizado porque los acidos nucleicos constituyen
al menos un 90 por ciento en peso de las microesferas formadas por el proceso.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-27, caracterizado porque el tamafio de particula medio de
las microesferas oscila entre 0,04 y 5 micrémetros.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-27, caracterizado porque el tamafio de particula medio de
las microesferas oscila entre aproximadamente 1 micrémetro y aproximadamente 3 micrémetros.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 17-30, caracterizado porque las microesferas estan formadas
por acidos nucleicos amorfos o semicristalinos.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 22-30, caracterizado porque la relacién volumétrica
policatién:acido nucleico en la composicién oscila entre aproximadamente 0,5:1 y aproximadamente 4:1.
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