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DESCRIPCION
Vectorizacion de ARN bicatenario por particulas catidnicas y su utilizacion topica

La presente invencion se refiere a la vectorizacion de dsARN por particulas catidnicas seleccionadas entre micelas
de tensioactivos y micelas de polimeros bloques, asi como a unas composiciones tépicas para la piel, las mucosas y
los ojos que comprende la asociacion de al menos un dsARN y de al menos una particula cationica.

Se busca la utilizacion de sustancias que presentan una actividad especifica, tal como una actividad bioldgica
especifica, en el campo cosmético tal como el cuidado de la piel o el cuidado capilar, pero también en los campos
dermatoldgicos y farmacéuticos.

Desde hace poco tiempo, la utilizacién de dsARN y mas particularmente de siARN (de 12 a 40 nucledtidos) permite
obtener una actividad de inhibicién especifica de la sintesis de una proteina diana.

El mecanismo molecular utilizado hace intervenir unos fragmentos de ARN bicatenario constituidos por 12 a 40
nucledtidos. La degradacion del ARNm diana se obtiene mediante la activacion del complejo RISC (RNA Induced
Silencing Complex) efectiva por la fijacion de la hebra antisentido de dsARN sobre el ARNm. Estos oligonucleotidos
de ARN bicatenario, se denominan también dsARN o también siARN (por "short interfering" RNA), véase Tuschl T.
Chem. Biochem. 2001; 2: 239-245, Nykanen A et al. Cell 2001 107 309-321, Dorsett Y. Nature, abril de 2004, Vol. 3,
paginas 318-329 y Downward J. BMJ 2004, 328, 1245-1248.

Sin embargo, el problema de la penetracion durante la aplicacion topica de estos siARN, cuyo peso molecular puede
ser de aproximadamente 15-17 kD, se plantea y pide ser optimizado. En efecto, para que la actividad especifica
relativa al siARN seleccionada sea efectiva, es necesario que ésta penetre en la célula diana (por ejemplo los
queratinocitos o los melanocitos, etc.) hasta en su citoplasma. Ahora bien, el estrato cérneo, sede de la funcion de
barrera cutanea, es dificil de penetrar. Por lo tanto se necesita buscar una soluciéon que permita la penetracion de
siARN en la piel.

De manera inesperada, la solicitante ha constatado que la asociacion de siARN con particulas catidénicas permite
mejorar muy significativamente su penetracion en las células dianas de un tejido tal como la piel. Una vez penetrado,
el siARN se vuelve activo por su fijacion sobre el RISC. La penetracion se puede evaluar con la ayuda de un
marcador fluorescente fijado sobre el siARN y su actividad por la cuantificacion del mensajero diana por PCR
cuantitativa o por dosificacion de la proteina correspondiente al mensajero diana. Las particulas catidnicas de la
invencion pueden ser unas micelas de tensioactivos o unas micelas de polimeros bloques. De manera general, el
tamafo medio de las particulas de la invencién debe ser menor que el micrémetro.

La solicitud WO 03/101376 describe unas composiciones cosméticas que comprenden al menos un oligonucleétido
de ARN bicatenario. En esta solicitud, el oligonucleétido esta necesariamente complejado con un polimero catiénico,
como por ejemplo la PEI o el quitosano, pudiendo este complejo oligonucleétido-polimero catiénico ser encapsulado
a continuacion en liposomas o niosomas y/o ser adsorbido en la superficie de particulas tales como los liposomas,
niosomas, oleosomas, nanoesferas y nanocapsulas.

Asi, en este documento, el dsARN esta necesariamente complejado con un polimero catiénico antes de ser
asociado a un tipo de particula.

Ademas, las micelas de tensioactivos no estan descritas como solucion galénica efectiva para la vectorizacion de
siARN.

En el articulo: Intercellular adhesion molecule-1 suppression in skin by topical delivery of anti-sense oligonucleotides
de Mehta et al. (J. Invest. Dermatol 115:805-812, 2000), los autores vehiculan ADN monocatenario en una emulsion
que contiene 25% de tensioactivos (10% de estearato de glicerilo y 15% de estearato 40 EO). Ademas del hecho de
que este articulo no describe los siARN, la solucidn galénica propuesta no es compatible con una buena tolerancia
cutanea. En efecto, el 25% de los tensioactivos tendran como efecto destruir la funcién de barrera de la piel,
aumentando asi su permeabilidad a los elementos exteriores y favoreciendo dramaticamente su deshidratacion:
resultados que no se buscan en los campos de aplicacién considerados por la presente invencion.

En la publicacion: lipidic carriers of siRNA: differences in the formulation, cell uptake and delivery with plasmid DNA
de Spagnou et al. (Biochemistry, 43:13348-56, 2004), los autores utilizan unos liposomas cationicos tales como la
lipofectamina 2000 o liposomas de DOPE "cationizados" con colesteriloxicarbonil3-7-diazanonano 1-9 diamina
(CDAN). Por razones de inocuidad, la lipofectamina no se puede utilizar sobre la piel humana y se buscarann
soluciones mas faciles de realizar y econdmicamente compatibles con la comercializaciéon del producto.

Otras publicaciones (Yano Junichi et al. Clinical Cancer Research, 2004, Spagnou et al. Biochemistry, 2004, y Ma
Zheng et al. Biochemical and Biophysical Research Communication, 2004) han propuesto asociar unos siARN con
vesiculas catiénicas constituidas por lipidos de cadenas oleilos que comprenden unas insaturaciones que los hacen
muy sensibles a la oxidacion, y por fosfolipidos, estando estas vesiculas destinadas a ser utilizadas inmediatamente
después de la preparacion ya que no son estables en el tiempo.
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La solicitud de patente WO 2004/046354 describe la utilizacion de siARN para las disfunciones cutaneas vy
preferiblemente a nivel de la dermis. Las composiciones descritas tales como los PIT, las emulsiones W/O, O/W y
W/O/W son todas no iénicas. No se tiene en cuenta en esta solicitud de patente el interés principal y esencial de
utilizar tensioactivos catidnicos en particulas catiénicas para favorecer la penetracion de los siARN en las estructuras
cutaneas. Por otra parte, si los PIT pueden ser inferiores al um, estos son necesariamente no iénicos, como se
describe en la patente WO 96/28132.

El documento WO 03/106636 describe la asociaciéon de un polinucleétido con un tensioactivo catiénico tal como el
cloruro de cetil-tri-amonio para formar un complejo. Es necesario a continuacion estabilizar este complejo mediante
una etapa de incubacioén a una temperatura comprendida entre 35 y 50°C.

En un segundo tiempo, es posible deshidratar la mezcla para obtener un polvo que se diluira después en un
disolvente seleccionado, antes del uso (inyeccioén). Es posible asimismo, una vez formado el complejo, estabilizarlo
mediante la adicion de un lipido anfifilo que puede ser un tensioactivo no iénico. Esta asociacion ternaria se
deshidrata después para obtener un polvo que sera diluido después en una disolucién acuosa adaptada.

La solicitud WO 03/106636 no precisa que sea necesario situarse por encima de la CMC (Concentracion Micelar
Critica) del tensioactivo para formar el complejo polinucleétido/tensioactivo catiénico, pudiendo el complejo formarse
por debajo de la CMC. Una vez que este complejo esta formado, es cuando se considera la adicion de otro
compuesto anfiflo que podra formar unas micelas. Asi, se obtiene la integracion de un complejo
polinucleétido/tensioactivo catidénico en micelas de anfifilos.

Asi, en este documento, no se habla de asociar unas particulas catiénicas a un polinucleétido.

Asi, la presente solicitud describe en primer lugar una composicion tépica u ocular que comprende al menos un
oligonucleotido de ARN bicatenario, caracterizada por que el oligonucleétido de ARN bicatenario esta asociado a al
menos una particula cationica de un tamafio menor o igual que 1 um, de potencial zeta comprendido entre 10 y
80 mV seleccionada entre las micelas de tensioactivos, en particular las micelas de tensioactivos anfifilos no iénicos
y de tensioactivos catidnicos, las micelas de polimeros bloques, en particular las micelas de polimero bloque anfifilo
catiénico, las micelas de polimero bloque anfifilo no iénico y de polimero bloque anfifilo cationico, y las micelas de
polimero bloque anfifilo no idnico y de tensioactivo cationico.

Por composicion topica, se entiende una composicion adaptada a la aplicacién sobre la superficie del cuerpo, es
decir la piel, los faneros, las mucosas y ojos

La presente invencion se refiere a la asociacion de particulas catidnicas con al menos un dsARN que se adherira a
la superficie de la particula, sirviendo ésta de vehiculo para hacerlo penetrar en las estructuras cutaneas y en las
células dianas de la piel, de las mucosas o también de los ojos para aplicaciones cosméticas, dermatologicas y/o
oftalmicas.

Las particulas catidnicas segun la invenciéon son unas particulas que tienen un tamafio menor o igual que 1 um,
preferiblemente menor o igual que 500 nm, ain mas preferiblemente menor o igual que 300 nm, que se puede medir
con, por ejemplo, un granulémetro laser de tipo BI90 plus de la compariia Brookhaven, y que tienen un potencial
zeta comprendido entre 10 y 80 mV que se puede medir con un zetametro de tipo DELSA 440 de la compaiiia
Coultronics.

A continuacion se hace una lista no exhaustiva de particulas catidnicas que se pueden utilizar segun la invencion.

Micelas de tensioactivos

Como recordatorio, las micelas son los agregados que forman espontaneamente las moléculas anfifilas cuando se
solubilizan en agua o en aceite, mas alla de una cierta concentraciéon denominada critica: la CMC.

Las micelas que se pueden utilizar en el ambito de la invencién estan constituidas al menos por un tensioactivo
cationico. Este tensioactivo catiénico puede estar asociado a uno o a varios tensioactivos anfifilos no iénicos.

El experto en la materia seleccionara ventajosamente los tensioactivos no iénicos y catiénicos en el McCutcheons
1998 "emulsifiers and detergents" asi como en las ediciones siguientes.

A titulo de ejemplos no limitativos, los tensioactivos catiénicos que se pueden utilizar en el ambito de la invencion
estan listados a continuacion.

Sin que sea limitativo, los tensioactivos no iénicos utilizables son: los alquilos y polialquilos (C6 a C30, saturado o
no, ramificado o no) éster o éter de POE, de glicerol y de poliglicerol, de sorbitano oxietilenado o no, de sacarosa, de
glucosa oxietilenada o no, de maltosa, de POP-POE.

En caso de mezcla entre tensioactivos no idnicos y tensioactivos cationicos, sus proporciones respectivas, en peso,
estaran comprendidas entre 99/1 y 1/99.
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La tasa de tensioactivos que forman las micelas dependera de la CMC de éstos. Sin embargo, en el ambito de la
invencion, la concentracion en tensioactivos micelares estara comprendida entre el 0,1 y el 10% y preferiblemente
entre el 0,2 y el 5% en peso con respecto al peso total de la composicion.

Micelas de polimero bloque

Las micelas de polimeros bloques anfifilos se pueden preparar segun el procedimiento descrito en el documento
WO 04/035013.

Los copolimeros bloques utiles para la preparacion de las micelas asociados a los dsARN segun la invencion son en
particular unos polimeros bloques anfifilos, preferiblemente no iénicos, dibloques o tribloques, que pueden formar en
contacto con el agua unas micelas. Son en particular de tipo dibloque (A-B) o tribloque (A-B-A), correspondiendo A a
un bloque polimérico hidrofilo no iénico y B a un bloque polimérico hidréfobo. El peso molecular de los polimeros
puede estar comprendido entre 1000 y 100.000, y la relacion A/B puede estar comprendida entre 1/100 y 50/1.

El bloque polimérico hidrofilo no ionico se puede seleccionar entre el polioxido de etileno (POE) y la
polivinilpirrolidona (PVP), el poliacido acrilico (PAA).

El bloque polimérico hidréfobo se puede seleccionar entre el poliestireno, el poli(terc-butilestireno), el
poli(metilmetacrilato), el poli(etilacrilato), el poli(butilacrilato), el poli(butiimetacrilato), el poli(vinilacetato), las
policaprolactonas, las policaprolactamas, los polidimetilsiloxanos, los polidxidos de alquileno de C3-C6, el poli(acido
aspartico), el poli(acido lactico), el poli(acido glicolico), la polileucina, los polibutadienos, los polietilenos, los
polipropilenos, los polibutilenos.
El copolimero bloque se selecciona preferiblemente entre los copolimeros bloques siguientes:

- poliéxido de propileno/polidxido de etileno

- poliestireno/polioxietileno

- polimetilmetacrilato/polioxietileno

- polibutiimetacrilato/polioxietileno

- polioxibutileno/polioxietileno

- policaprolactona/polioxietileno

- polietileno/polioxietileno

- polioxietileno/polioxibutileno/polioxietileno.

En el ambito de la invencion, es necesario afiadir a la composicion micelar:

- un polimero bloque anfifilo catiénico del cual uno de los bloques es catidnico y se puede seleccionar entre, a
titulo de ejemplo:

- polimetacrilato de trimetil-etil-amonio

- polimetacrilato de dimetil-amino-etilo cuaternizado
- polimetil-vinil-imidazolio;

- cloruro de polivinil-bencil-trimetilamonio.

siendo la asociacién de un polimero bloque anfilifo no idénico con un polimero bloque anfifilo catidnico tal que
la relacion entre los dos estara comprendida entre 99/1 y 1/99;

ylo
- al menos un tensioactivo catidnico tal como se lista a continuacion.

En este caso, la relacidon respectiva entre el polimero bloque anfifilo no idnico y el tensioactivo cationico estara
comprendida entre 50/50 y 99/1.

En el ambito de la invencién, la concentracién en polimeros bloques micelares asociados o no a un tensioactivo
catiénico, estara comprendida entre el 0,1 y el 10% y, preferiblemente, entre el 0,2 y el 5% en peso con respecto al
peso total de la composicién.

En una variante de la invencién, se pueden formar asimismo unas micelas constituidas por polimeros bloques
anfifilos catidnicos tales como los descritos anteriormente.

4
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Tensioactivos catidénicos utilizables para la preparacion de las particulas catiénicas de la invencién

Se listan a continuacion los tensioactivos catidnicos que se pueden utilizar segun la invencién, no siendo esta lista
limitativa.

Los lipidos anfifilos catidnicos se seleccionan, preferiblemente, en el grupo formado por las sales de amonio
cuaternario.

Las sales de amonio cuaternario son, por ejemplo:
- las que presentan la férmula general (IV) siguiente:
R1s /R3

N X
Ry TR,

en la que los radicales R1 a R4, que pueden ser idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal
o ramificado, que comprende de 1 a 30 atomos de carbono, o un radical aromatico tal como arilo o alquilarilo.
Los radicales alifaticos pueden comprender unos heteroatomos tales como en particular el oxigeno, el
nitrégeno, el azufre, los haldégenos. Los radicales alifaticos se seleccionan, por ejemplo, entre los radicales
alquilo, alcoxi, polioxialquileno (C2-C6), alquilamida, alquil (C12-C22) amido, alquilo (C2-C6), alquil (C12-C22)
acetato, hidroxialquilo, que comprenden aproximadamente de 1 a 30 atomos de carbono; X es un anién
seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquil (C2-C6) sulfatos, alquil- o
alquilarilsulfonatos.

- las sales de amonio cuaternario de imidazolinio, como por ejemplo el de formula (V) siguiente:

+
R
)\5 CH,-CH,-N(Ry)-CO-R,
NP N %
\/ "R,

en la que R5 representa un radical alquenilo o alquilo que comprende de 8 a 30 atomos de carbono, por
ejemplo derivados de los acidos grasos de sebo, R6 representa un atomo de hidrégeno, un radical alquilo de
C1-C4 o un radical alquenilo o alquilo que comprende de 8 a 30 atomos de carbono, R7 representa un radical
alquilo de C1-C4, R8 representa un atomo de hidrégeno, un radical alquilo de C1-C4, X es un anion
seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquilsulfatos, alquil- o
alquilarilsulfonatos. Preferiblemente, R5 y R6 designan una mezcla de radicales alquenilo o alquilo que
comprenden de 12 a 21 atomos de carbono, por ejemplo derivados de los acidos grasos de sebo, R7 designa
metilo, R8 designa hidrogeno. Un producto de este tipo esta comercializado por ejemplo bajo la denominacion
"REWOQUAT W 75" por la compariia REWO.

- las sales de diamonio cuaternario de férmula (VI):

++
T‘O Ry,
Re—N—(CHIrN—R,[  2x”
Rai Ris

en la que R9 designa un radical alifatico que comprende aproximadamente de 16 a 30 atomos de carbono,
R10, R11, R12, R13 y R14, idénticos o diferentes, se seleccionan entre el hidrégeno o un radical alquilo que
comprende de 1 a 4 atomos de carbono, y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros,
acetatos, fosfatos, nitratos y metilsulfatos. Dichas sales de diamonio cuaternario comprenden en particular el
dicloruro de propanosebo diamonio;

- las sales de amonio cuaternario que contienen al menos una funcion éster.

Las sales de amonio cuaternario que contienen al menos una funcion éster utilizables segun la invencién son, por
ejemplo, las de formula (VII) siguiente:
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(CH0) Ry
0

i + -
RF7C—( 0O CH,, yy—N—( CpoHy O) Ry . X
Ris

en la que:

- R15 se selecciona entre los radicales alquilo de C1-C6 y los radicales hidroxialquilos o dihidroxialquilos de
C1-Cs6;

- R16 se selecciona entre:

- el radical

RgzC-

- los radicales R20 hidrocarbonados de C1-C22 lineales o ramificados, saturados o insaturados,
- el atomo de hidrégeno

- R18 se selecciona entre:

- el radical

(o]
n
Ry C—

- los radicales R22 hidrocarbonados de C1-C6 lineales o ramificados, saturados o insaturados,

- el atomo de hidrogeno,

- R17, R19 y R21, idénticos o diferentes, se seleccionan entre los radicales hidrocarbonados de C7-C21,
lineales o ramificados, saturados o insaturados;

- n, pyr,idénticos o diferentes, son unos numeros enteros que tienen un valor de 2 a 6;
-y esun numero entero que tiene un valor de 1 a 10;
- XYy z, idénticos o diferentes, son unos numeros enteros que tienen un valor de 0 a 10;

- X esun anion simple o complejo, organico o inorganico; con la condicion de que la suma x +y + z valga de 1
a 15, que cuando x tiene el valor de 0, entonces R16 designe R20 y que cuando z tiene el valor de 0,
entonces R18 designe R22.

Los radicales alquilo R15 pueden ser lineales o ramificados y mas particularmente lineales.

Preferiblemente, R15 designa un radical metilo, etilo, hidroxietilo o dihidroxipropilo y mas particularmente un radical
metilo o etilo. Ventajosamente, la suma x + y + z tiene un valor de 1 a 10.

Cuando R16 es un radical R20 hidrocarbonado, puede ser largo y tener de 12 a 22 atomos de carbono, o corto y
tener de 1 a 3 atomos de carbono.

Cuando R18 es un radical R22 hidrocarbonado, tiene preferiblemente de 1 a 3 atomos de carbono.

Ventajosamente, R17, R19 y R21, idénticos o diferentes, se seleccionan entre los radicales hidrocarbonados de
C11-C21, lineales o ramificados, saturados o insaturados, y mas particularmente entre los radicales alquilo y
alquenilo de C11-C21, lineales o ramificados, saturados o insaturados.

Preferiblemente, x y z, idénticos o diferentes, tienen el valor de 0 o 1.
Ventajosamente, y es igual a 1.
Preferiblemente, n, p y r, idénticos o diferentes, tienen el valor de 2 o 3, y ain mas particularmente son iguales a 2.

El anion es preferiblemente un halogenuro (cloruro, bromuro o yoduro) o un alquilsulfato mas particularmente
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metilsulfato. Sin embargo, se puede utilizar el metanosulfonato, el fosfato, el nitrato, el tosilato, un anién derivado de
acido organico tal como el acetato o el lactato o cualquier otro aniébn compatible con el amonio con funcion éster.

El anién X es aun mas particularmente el cloruro o el metilsulfato.
Se utilizan mas particularmente las sales de amonio de formula (VII) en la que:
- R15 designa un radical metilo o etilo,
- xeysonigualesa 1;
- zesiguala0Oo1;
- n,pyrsoniguales a 2;
- R16 se selecciona entre:
- el radical

(0]
[]
RgC~

- los radicales metilo, etilo o hidrocarbonados de C14-C22
- el atomo de hidrogeno;
- R18 se selecciona entre:

- el radical

n
RsC—
- el atomo de hidrogeno;

- R17, R19 y R21, idénticos o diferentes, se seleccionan entre los radicales hidrocarbonados de C13-C17,
lineales o ramificados, saturados o insaturados, y preferiblemente entre los radicales alquilos y alquenilos de
C13-C17, lineales o ramificados, saturados o insaturados.

Ventajosamente, los radicales hidrocarbonados son lineales.

Se pueden citar por ejemplo los compuestos de férmula (VII) tales como las sales (cloruro o metilsulfato en
particular) de diaciloxietil dimetil amonio, de diaciloxietil hidroxietil metil amonio, de monoaciloxietil dihidroxietil metil
amonio, de triaciloxietil metil amonio, de monoaciloxietil hidroxietil dimetil amonio y sus mezclas. Los radicales acilos
tienen preferiblemente de 14 a 18 atomos de carbono y proceden mas particularmente de un aceite vegetal como el
aceite de palma o de girasol.

Cuando el compuesto contiene varios radicales acilos, estos ultimos pueden ser idénticos o diferentes.

Estos productos se obtienen por ejemplo por esterificacion directa de la trietanolamina, de la triisopropanolamina, de
alquildietanolamina o de alquildiisopropanolamina eventualmente oxialquilenadas sobre unos acidos grasos o sobre
unas mezclas de acidos grasos de origen vegetal o animal, o por transesterificacion de sus ésteres metilicos. Esta
esterificacion esta seguida de una cuaternizacion con la ayuda de un agente alquilante tal como un halogenuro de
alquilo (metilo o etilo preferiblemente), un sulfato de dialquilo (metilo o etilo preferiblemente), el metanosulfonato de
metilo, el paratoluensulfonato de metilo, la clorhidrina de glicol o de glicerol.

Unos compuestos de este tipo estan comercializados, por ejemplo, bajo las denominaciones DEHYQUART por la
compafiia HENKEL, STEPANQUAT por la compafia STEPAN, NOXAMIUM por la compafia CECA, REWOQUAT
WE 18 por la compariiia REWOWITCO.

La composicién segun la invencion contiene preferiblemente una mezcla de sales de mono, di y triéster de amonio
cuaternario con una mayoria en peso de sales de diéster.

Como mezcla de sales de amonio, se puede utilizar por ejemplo la mezcla que contiene de 15 a 30% en peso de
metilsulfato de aciloxietil dihidroxietil metil amonio, de 45 a 60% de metilsulfato de diaciloxietil hidroxietil metil amonio
y de 15 a 30% de metilsulfato de triaciloxietil metil amonio, teniendo los radicales acilos de 14 a 18 atomos de
carbono y procediendo de aceite de palma eventualmente parcialmente hidrogenado. Se pueden citar asimismo las
sales de amonio que contienen al menos una funcion éster descritas en las patentes US-A-4.874.554 y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2426939 T3

US-A-4.137.180.

Entre las sales de amonio cuaternario de féormula (IV) se prefieren, por un lado, los cloruros de tetraalquilamonio
como, por ejemplo, los cloruros de dialquildimetilamonio o de alquiltrimetilamonio, en los que el radical alquilo
comprende aproximadamente de 12 a 22 atomos de carbono, en particular los cloruros de beheniltrimetilamonio, de
diestearildimetilamonio, de cetiltrimetilamonio, de bencil dimetil estearil amonio o también, por otro lado, el cloruro de
estearamidopropildimetil (acetato de miristilo) amonio comercializado bajo la denominacion "CERAPHYL 70" por la
compafia VAN DYK.

Segun la invencion, el cloruro o el bromuro de beheniltrimetilamonio y el CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) son
las sales de amonio cuaternario las mas particularmente preferidas.

Las particulas de la presente invencion pueden ser introducidas en cualquier soporte galénico con fines cosmético,
dermatolégico y oftalmico. A titulo de ejemplo, se citaran las lociones, los sueros, los geles y cualquier tipo de
emulsion.

Los oligonucledtidos de ARN bicatenario (o también dsARN por "double stranded RNA", siARN por "short interfering
ARN") utilizables segun la presente invencién son unos fragmentos de acidos nucleicos bicatenarios capaces de
inhibir total o parcialmente la expresiéon de un gen en una célula eucariota, comprendiendo estos oligonucleétidos de
ARN bicatenario generalmente entre 12 y 40 nucleétidos, preferiblemente de 20 a 25 nucledtidos. Estos nucleétidos
bicatenario estan compuestos por una hebra sentido y de una hebra antisentido que corresponden a la secuencia
del ARN mensajero diana a degradar. El oligonucleétido de ARN bicatenario presenta unos extremos francos o no
emparejados de 2 a 6 nucledtidos.

Los oligonucledtidos de ARN bicatenario segun la invencion podran ser unos oligonucleétidos de ARN bicatenario
que comprenden uno o varios nucleétidos modificados por sustitucion, deleciéon o insercion, estas modificaciones
seran tales que la secuencia del oligonucledtido de ARN bicatenario le permitira reconocer especificamente un
fragmento del ARNm diana del mecanismo de degradacion.

Los oligonucledtidos de ARN bicatenario podran presentar asimismo un esqueleto modificado que le confiere, por
ejemplo, una mejor estabilidad.

Por ejemplo, los enlaces fosfodiéster de las hebras de ARN naturales pueden ser modificados para incluir al menos
un atomo de nitrogeno o de azufre. Ademas, los oligonucleétidos de ARN bicatenario segun la invenciéon pueden
comprender unas bases diferentes de las 4 bases clasicas.

La estructura bicatenaria del oligonucleétido de ARN bicatenario se puede obtener mediante el emparejado de dos
hebras simples de ARN complementarios o bien mediante una Unica hebra simple de ARN "autocomplementario”, es
decir, que comprende dos fragmentos de secuencias complementarias que pueden emparejarse mediante repliegue
de la hebra simple para formar una doble hélice.

A titulo de ejemplo de oligonucledtidos de ARN bicatenario, se pueden citar los descritos en las solicitudes de
patente WO 00/44895, WO 01/36646, WO 99/32619, WO 01/29058, WO 00/44914 o también WO 03/101376.

Puede tratarse también de oligonucleotidos de ARN bicatenario denominados "stealth RNA" tales como los vendidos
por la compaiia Invitrogen y en particular los descritos en las solicitudes de patente US 2004054155 y
US 2004014956 que son unos oligonucledtidos de ARN bicatenario modificados de tal manera que uno de sus
extremos, por ejemplo y de manera no limitativa, comprende un grupo 2'-O-metilo.

Los oligonucleotidos de ARN bicatenario pueden ser sintetizados segin numerosos métodos de sintesis in vivo o in
vitro de manera manual o automatica.

Los métodos de sintesis in vitro pueden ser quimicos o enzimaticos, por ejemplo utilizando una ARN polimerasa (a
titulo de ejemplo de T3, T7 o SP6) que realizara la transcripcion de un modelo de secuencia de ADN (o de ADNCc)
seleccionado.

Numerosos métodos de sintesis in vivo de ARN bicatenario estan descritos en la bibliografia, pueden ser realizados
en diversos tipos celulares de bacterias o de organismos superiores (Sambrook et al. Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, segunda edicion (1989), DNA cloning, volumen | y I, D. N. Glover (ed. 1985), Oliginucleotide
Synthesis, M. J. Gaits (ed. 1984), Nucleic Acid Hybridation, B. D. Hames y S. J. Higgins (ed.1984), Transcription and
Translation B. D. Hames y S. J. Higgins (ed. 1984), Animal Cell Culture, R. I. Freshney (ed. 1986), Immobilised Cells
and Enzymes, IRL Press (1986), B. Pertal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984), Gene Transfer Vectors for
Mammalian Cells, J. H. Miller y M. P. Calos, Cold Spring Harbor Laboratory (ed. 1987), Methods in Enzymology, vol.
154, Wu y Grossman, y 155, Wu, Mayer y Walker (1987), Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology,
Academic Press, London, Scopes (1987), Protein Purification: Principle and Practice, 22 ed., Springer-Verlag, N.-Y.y
Handbook of Experimental Immunology, vol. I-IV, C. D. Weir y C. C. Blackwell (1986)). Se puede hacer referencia
asimismo a los métodos de sintesis descritos en las solicitudes de patente WO 01/36646, WO 01/75164 y
US 20030088087.
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El experto en la materia seleccionara una concentracion en oligonucleétido de ARN bicatenario adaptada al uso
considerado y a la actividad del oligonucledtido seleccionado. Sin que sea limitativo, la concentracion en
oligonucledtido de ARN bicatenario podra estar comprendida entre 1 nM y 100 mM.

Un segundo objeto de la presente solicitud se refiere a la utilizacion topica u ocular de una composicion que
comprende al menos un oligonucledtido de ARN bicatenario y de al menos una particula cationica de tamafio inferior
oigual a 1 um, preferiblemente, inferior o igual a 500 nm o 300 nm, de potencial zeta comprendido entre 10 y 80 mV
seleccionada entre las micelas de tensioactivos y las micelas de polimeros bloques.

Otro objeto de la presente solicitud se refiere a un procedimiento de tratamiento cosmético que comprende la
aplicacion topica u ocular de una composicion que comprende al menos un oligonucleétido de ARN bicatenario y de
al menos una particula catiénica de tamafo inferior o igual a 1 um, de potencial zeta comprendido entre 10 y 80 mV,
seleccionada entre las micelas de tensioactivos y las micelas de polimeros bloques.

Con fines de cuidado cosmético, dermatoldgico, oftalmico o farmacéutico, se busca evitar los métodos invasivos
tales como las inyecciones subcutaneas u oculares. Las particulas catiénicas asociadas al siARN segun la presente
invencion pueden ser aplicadas tépicamente sobre la piel, las mucosas o en el o0jo, en suspension o incorporadas en
un soporte cosmoceéntrico aceptable, como unas lociones, suero, geles emulsionados o no, emulsiones aceite/agua,
agua/aceite, mudltiples, las microemulsiones, etc. Se tendra cuidado en que esta introduccién en un soporte
cosmeético no perjudique la estabilidad de las particulas asociadas al siARN.

A titulo de ejemplo no limitativo, la composicion segun la invencidon que comprende unos dsARN vectorizados con la
ayuda de particulas catiénicas podra estar destinada a prevenir y/o a tratar el envejecimiento actinico o cronolégico,
las arrugas, la pérdida de firmeza cutanea de la piel de la cara y/o del cuerpo, los trastornos de la seborrea, las
pieles grasas, las pieles secas, las manchas pigmentarias. Estas composiciones también pueden estar destinadas a
frenar la caida del cabello, a estimular su crecimiento, a mejorar su calidad, a limitar o impedir el recrecimiento de los
pelos, etc.

Estas composiciones también pueden estar destinadas a tratar unos desordenes cutaneos u oftalmolégicos.

Para favorecer la penetracion de las particulas asociadas al siARN, se podra modificar la permeabilidad de la piel,
de esta manera, es posible controlar la permeabilidad de la piel mediante la medicion de la PIE (pérdida insensible
en agua) con un Tewametre TM210 o un Dermalab - Cortex technology.

Se podran utilizar, a titulo de ejemplo, los métodos siguientes:
- "stripping" (corneodisco, "barniz"), peeling quimico o dermo-abrasion mecanica;
- pre-tratamiento mediante una mezcla de uno o varios disolventes que tienen un efecto deslipidante;
- limpieza de la piel mediante un producto espumante detergente;

- pre- y/lo pos-tratamiento oclusivo, o bien por ejemplo recubriendo la superficie de la piel a tratar con una
membrana sintética estanca (Blenderm por ejemplo), o bien mediante la aplicacién de una capa de vaselina.
Esto tiene como efecto bloquear la PIE natural de la piel y provocar una sobre-hidratacion de los lipidos
epidérmicos que se vuelven asi mas permeables.

Después de la aplicacion de la composicion de la presente invencion, se podran utilizar asimismo unos métodos
conocidos por el experto en la materia, que favorecen la penetracion de moléculas en el seno de la piel tales como,
por ejemplo, la iontoforesis o la electroporacion.

Por ultimo, la presente solicitud describe la utilizacion de particulas catidnicas de un tamafio inferior o igual a 1 um,
de potencial zeta comprendido entre 10 y 80 mV seleccionadas entre las micelas de tensioactivos y las micelas de
polimeros bloques, como agente que favorece la penetracion tépica u ocular de al menos un oligonucleétido de ARN
bicatenario.

Las figuras siguientes ilustran los ensayos descritos en el ejemplo 2:

|. Reconocimiento celular en Episkin-J6

Figura I-1: Block-It Fluorescent Oligo (DAPI)

Figura 1-2: Block-It Fluorescent Oligo + Lipofectamina 2000 (DAPI)
Figura 1-3: Block-It Fluorescent Oligo + E2 (x 40, DAPI)

Figura 1-4: E2 (x 40, DAPI)

Figura I-5: Block-It Fluorescent Oligo + E2 (x 100, DAPI)
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Figura 1-6: Block-It Fluorescent Oligo + E2 (x 100)

Il. Reconocimiento celular en Episkin-J13

Figura 11-1: Block-It Fluorescent Oligo (x 40, DAPI)

Figuras IlIA y 1lIB: visualizacion del efecto de formulacion que comprende glucésido de octilo y CTAB a diferentes
concentraciones sobre la viabilidad de células HaCaT.

Ejemplo 1 - Formulaciones

Micelas catidnicas:

Ejemplo:
- B Glucosido de octilo/bromuro de cetiltriamonio en ratio molar de 5/1
E1: 100 mM en agua destilada
E2: 50 mM en agua destilada
E3: 25 mM en agua destilada
E4: 12,5 mM en agua destilada

Los 2 tensioactivos (no iénico + catidnico) se solubilizan en agua destilada. Una suspensién de siARN (20 uM) se
afade entre 1:1 y 1:9 en volumen (siARN: micelas) reduciendo asi la concentracién micelar en proporcion.

- Micelas de B glucésido de decilo/cloruro de beheniltriamonio en ratio molar 5/1 en agua destilada. Se realizan
las mismas concentraciones que en el ejemplo anterior.

Ejemplo 2 - Reconocimiento celular

El reconocimiento celular y tisular se ha efectuado en el modelo de epidermis reconstruida desarrollado por EPISKIN
SNC. Se han seleccionado dos tiempos de cinética de crecimiento del modelo para la aplicacion topica del complejo
micela/siARN.

v 1 aplicacion el J6 de crecimiento de la epidermis que corresponde a una epidermis al inicio de estratificacion
y de queratinizacion.

v 1 aplicacién el J13 de crecimiento de la epidermis que corresponde a una epidermis estratificada y
queratinizada.

El siARN seleccionado en el Block-It Fluorescent Oligo (20 uM), tal como se describe en el manual "Block-It
Transfection Kit" (Ref. cat. n°: 13750-070, Invitrogen). Se trata de un bicatenario de ARN de 25 nucleétidos acoplado
a la fluoresceina. La secuencia codificada no tiene ninguna homologia con el genoma humano y lo hace por lo tanto
no funcional. Este oligonucledtido ha sido elaborado especificamente para el estudio del reconocimiento celular.
Cuando esta transfectado, esta presente en el citoplasma y penetra también en el nucleo celular.

Preparacion del complejo micela/siARN:

Se mezclan 3 pl de Block-It Fluorescent Oligo (20 uM), tal como se describe en el manual "Block-It Transfection Kit"
(Ref. cat. n°: 13750-070, Invitrogen), con 9 ul de micelas catidnicas E2 (B glucésido de octilo/bromuro de
cetiltriamonio en ratio molar de 5/1, 50 mM en agua destilada).

Preparacion de la mezcla lipofectamina 2000/siARN:

Se diluyen 3 pl de Block-It Fluorescent Oligo (20 uM) en 50 ul de OptiMEM (Invitrogen) y se mezclan con 3 pl de
lipofectamina 2000 (Invitrogen) diluida en 12 ul de OptiMEM segun el protocolo del proveedor. La disolucion se
incuba a temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir la complejacion de los liposomas y del siARN.

Preparacion de las disoluciones de control:
v se diluyen 3 pl de Block-It Fluorescent Oligo (20 uM) en 9 pl de OptiMEM.

v se diluyen 9 pl de micelas catiénicas E2 (8 glucédsido de octilo/bromuro de cetiltriamonio en ratio molar de 5/1,
50 mM en agua destilada) en 3 yl de OptiMEM.

Las diferentes mezclas y disoluciones se depositan entonces sobre diferentes muestras de epidermis EPISKIN y se
incuban en inmersién durante 48 horas a 37°C/5% de CO2 en medio de diferenciacion proporcionado con el kit

10
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EPISKIN. Las muestras se congelan entonces en una mezcla carbohielo/etanol y se cortan con la ayuda de un
crioestato (MICROM HM560) en secciones de 5 um. Se montan los cortes en un medio de montaje Vectrashield
(Vector Laboratories) que contiene 1,5 ng de DAPI y se visualizan en inmunofluorescencia con los filtros apropiados
para la fluoresceina y el DAPI.

Observaciones:

V' Epidermis transfectada el J6: se observa que, mientras que la disolucion de Block-It Fluorescent Oligo (figura
I-1) o la mezcla de Lipofectamina 2000 (figura 1-2) no permite la penetracion de Block-It Fluorescent Oligo
mas alla del estrato cérneo en formacion, la mezcla E2/Block-It Fluorescent Oligo permite la penetracion del
duplex ARN en la epidermis (figuras I-3, I-5, 1-6). No se detecta ningin marcado no especifico cuando E2 se
aplica solo (figura 1-4). El caracter sorprendente de esta observacion se subraya por la presencia homogénea
del Block-It Fluorescent Oligo en todas las células de la epidermis mientras que es conocido por el experto en
la materia que la transfeccion clasica es eficaz sélo en las células en proliferacién. En la epidermis
reconstruida, sélo las células basales proliferan mientras que las células supra-basales se diferencian.

\  Epidermis transfectada el J13: como el D8, la disolucion de Block-It Fluorescent Oligo sola no penetra en el
estrato corneo (figura 1lI-1). La mezcla E2/Block-It Fluorescent Oligo permite la penetracion del duplex
fluorescente en las diferentes capas del estrato corneo y en las diferentes células de la epidermis (figuras 11-2,
[1-3), no obstante con una eficacia y una homogeneidad menor que el J6.

Ejemplo 3 - Efecto de una formulacion de glucésido de octilo y de CTAB a diferentes concentraciones sobre
la mortalidad de células HaCaT

El efecto de la formula E2: 50 mM de micelas glucésido de octilo/CTAB en ratio molar 5/1 se realiza mediante una
incubacion de 4 dias segun el protocolo siguiente sobre células HaCaT (500 pl de medio inoculado a 40.000
células/pocillo, B-It : Block-It Fluorescent Oligo (Invitrogen).

Se inoculan 40.000 células HaCaT/pocillo por duplicado en una placa de 24 pocillos en 500 ul de DMEM completo +
10% de suero de ternera fetal.

Se diluye 1 ul de Block-It Fluorescent Oligo (Invitrogen) en 1-15 ul de una disoluciéon micelar E2 compuesta por
50 mM de micelas glucésido de octilo/CTAB en ratio molar de 5/1 y se afade al medio de cultivo, es decir una
concentracion final de disolucion micelar de 0,1-1,5 mM.

Las células son incubadas entonces durante 4 dias a 37°C con un cambio de medio para una muestra de los
duplicados el J1 y después se fotografian.

Los resultados obtenidos estan representados en las figuras ll1A y 11IB.
No se observa ninguna diferencia para un mismo tratamiento entre las células con o sin cambio de medio el J1.

Se observa una fuerte mortalidad para las concentraciones de disolucion micelar inferior a la CMC
(aproximadamente 1 mM) que demuestra el efecto toxico del vehiculo en su forma libre mientras que se observa una
buena viabilidad por encima de la CMC (1,5 mM).

11
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REIVINDICACIONES

1. Composicion tépica u ocular que comprende al menos un oligonucleotido de ARN bicatenario, caracterizada por
que el oligonucledtido de ARN bicatenario se adhiere a la superficie de al menos una particula catiénica de un
tamario inferior o igual a 1 um, de potencial zeta comprendido entre 10 y 80 mV, comprendiendo dicha particula al
menos un tensioactivo catidnico y siendo seleccionada entre las micelas de tensioactivos y las micelas de polimeros
bloques, siendo dicho tensioactivo catiénico seleccionado entre las sales de amonio cuaternario.

2. Composicidon segun la reivindicacion 1, caracterizada por que la particula catiénica tiene un tamafio inferior o
igual a 500 nm.

3. Composicién segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizada por que la particula catiénica tiene un tamafio inferior o
igual a 300 nm.

4. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la particula catidnica es
una micela de tensioactivos anfifilos no iénicos y de tensioactivos catiénicos.

5. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que la micela de polimero bloque
se selecciona entre una micela de polimero blogue anfifilo catiénico, una micela de polimero bloque anfifilo no iénico
y de polimero bloque anfifilo catiénico y una micela de polimero bloque anfifilo no iénico y de tensioactivo catiénico.

6. Composicidon segun la reivindicacion 1, caracterizada por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona
entre:

- las sales de amonio cuaternario de férmula general (IV) siguiente:

+
RKN/RS
-~
2 \Rﬂ

X
(V)

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30
atomos de carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquil (C2-C6), alquil (C12-
C22) acetato; y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquil
(C2-C6)sulfatos, alquil- o alquilarilsulfonatos.

- las sales de amonio cuaternario del imidazolinio,

- las sales de diamonio cuaternario de férmula (VI):

++
T“} R12
Re—N=(CHIN—R,,|  2x°
R“ R13

(V1)

en la que R9 designa un radical alifatico que comprende aproximadamente de 16 a 30 atomos de carbono,
R10, R11, R12, R13 y R14, idénticos o diferentes, se seleccionan entre el hidrégeno o un radical alquilo que
comprende de 1 a 4 atomos de carbono, y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros,
acetatos, fosfatos, nitratos y metilsulfatos,

- las sales de amonio cuaternario que contienen al menos una funcion éster.

7. Composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona
entre las sales de amonio cuaternario de formula general (IV) siguiente:

+
R“N/Ra
Ry TR

X
(V)
en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,

seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30 atomos de
carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6), o alquil (C12-C22) acetato; y

12
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X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquil (C2-C6) sulfatos,
alquil- o alquilarilsulfonatos.

8. Ultilizacion topica u ocular de una composicion que comprende al menos un oligonucleétido de ARN bicatenario,
caracterizada por que el oligonucleétido de ARN bicatenario se adhiere a la superficie de al menos una particula
catiénica de un tamafio inferior o igual a 1 um, de potencial zeta comprendido entre 10 y 80 mV, comprendiendo
dicha particula al menos un tensioactivo catidnico y siendo seleccionada entre las micelas de tensioactivos y las
micelas de polimeros bloques con fines cosméticos, siendo dicho tensioactivo catiénico seleccionado entre las sales
de amonio cuaternario.

9. Utilizacién segun la reivindicacion 8, caracterizada por que la particula cationica tiene un tamario inferior o igual a
500 nm o 300 nm.

10. Utilizacion segun la reivindicacion 8, caracterizada por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona entre:

- las sales de amonio cuaternario de formula general (V) siguiente:

+
R“N/Ra
Ry TR

X
(V)

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30
atomos de carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6), alquil
(C12-C22) acetato; y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos,
alquil (C2-C6) sulfatos, alquil- o alquilarilsulfonatos.

- las sales de amonio cuaternario de imidazolinio,

- las sales de diamonio cuaternario de férmula (VI):

++
Tm Ry,

Re=i=(CHIrN=R\|  2x°
F'211 R13

(V1)

en la que R9 designa un radical alifatico que comprende aproximadamente de 16 a 30 atomos de carbono,
R10, R11, R12, R13 y R14, idénticos o diferentes, se seleccionan entre el hidrégeno o un radical alquilo que
comprende de 1 a 4 atomos de carbono, y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros,
acetatos, fosfatos, nitratos y metilsulfatos,

- las sales de amonio cuaternario que contienen al menos una funcion éster.

11. Utilizacién segun la reivindicacion 8, caracterizada por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona entre
las sales de amonio cuaternario de férmula general (IV) siguiente:

+
R R
N x
Ry TR

(V)

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30 atomos de
carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6) o alquil (C12-C22) acetato; y
X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquil (C2-C6) sulfatos,
alquil- o alquilarilsulfonatos.

12. Procedimiento de tratamiento cosmético que comprende la aplicacién topica de una composicién que comprende
al menos un oligonucleotido de ARN bicatenario, caracterizado por que el oligonucleétido bicatenario se adhiere a la
superficie de al menos una particula catiénica de un tamario inferior o igual a 1 um, de potencial zeta comprendido
entre 10 y 80 mV, comprendiendo dicha particula al menos un tensioactivo cationico y siendo seleccionada entre las
micelas de tensioactivos y las micelas de polimeros bloques, siendo dicho tensioactivo catidnico seleccionado entre
las sales de amonio cuaternario.
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13. Procedimiento segun la reivindicacion 12, caracterizado por que la aplicacion tépica esta precedida de un
pretratamiento de la piel seleccionado entre un "strippng”, un "peeling" quimico, una dermo-abrasiéon mecanica, la
aplicacion de uno o varios disolventes que tienen un efecto deslipidante, la limpieza de la piel mediante un producto
espumante detergente.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 12 o 13, caracterizado por que la aplicacion tépica esta seguida de un pos-
tratamiento oclusivo.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 12, caracterizado por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona
entre:

- las sales de amonio cuaternario de férmula general (IV) siguiente:

+

R,. _R )
N T
2 Ry

X
(V)

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30
atomos de carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6), o alquil
(C12-C22) acetato; y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos,
alquil (C2-C6) sulfatos, alquil- o alquilarilsulfonatos.

- las sales de amonio cuaternario del imidazolinio,

- las sales de diamonio cuaternario de férmula (VI):

Tm R,
RFT_(CHz)r'f—RM 2x "
Ry Ris

(V1)

en la que R9 designa un radical alifatico que comprende aproximadamente de 16 a 30 atomos de carbono,
R10, R11, R12, R13 y R14, idénticos o diferentes, se seleccionan entre el hidrégeno o un radical alquilo que
comprende de 1 a 4 atomos de carbono, y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros,
acetatos, fosfatos, nitratos y metilsulfatos,

- las sales de amonio cuaternario que contienen al menos una funcion éster.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 12, caracterizado por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona
entre las sales de amonio cuaternario de formula general (IV) siguiente:

+
Rsz/Ra
Ry TR

X
(V)

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30 atomos de
carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6), o alquil (C12-C22) acetato; y
X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquil (C2-C6) sulfatos,
alquil- o alquilarilsulfonatos.

17. Utilizacién de particulas catidnicas de un tamanio inferior o igual a 1 um, de potencial zeta comprendido entre 10
y 80 mV, comprendiendo dicha particula al menos un tensioactivo cationico y siendo seleccionada entre las micelas
de tensioactivos y las micelas de polimeros bloques como agente que favorece la penetracion topica u ocular de al
menos un oligonucledtido de ARN bicatenario, siendo dicho tensioactivo seleccionado entre las sales de amonio
cuaternario.

18. Utilizacion segun la reivindicacion 17, caracterizada por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona entre:

- las sales de amonio cuaternario de formula general (IV) siguiente:
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(V)

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30
atomos de carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6), o alquil
(C12-C22) acetato; y X es un anion seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos,
alquil (C2-C6) sulfatos, alquil- o alquilarilsulfonatos.

- las sales de amonio cuaternario del imidazolinio,

- las sales de diamonio cuaternario de férmula (VI):

Rio Rz
Ré‘"i‘—(CHz)r';l—Ru 22X
R R

1 13

(V1)

en la que R9 designa un radical alifatico que comprende aproximadamente de 16 a 30 atomos de carbono,
R10, R11, R12, R13 y R14, idénticos o diferentes, se seleccionan entre el hidrégeno o un radical alquilo que
comprende de 1 a 4 atomos de carbono, y X es un anién seleccionado en el grupo de los halogenuros,
acetatos, fosfatos, nitratos y metilsulfatos,

- las sales de amonio cuaternario que contienen al menos una funcion éster.

19. Utilizacion segun la reivindicacion 17, caracterizada por que dicha sal de amonio cuaternario se selecciona entre
las sales de amonio cuaternario de férmula general (IV) siguiente:

+
R R

DN X
R R,

en la que los radicales R1 a R4, idénticos o diferentes, representan un radical alifatico, lineal o ramificado,
seleccionado entre los radicales alquilo, alcoxi, alquilamida o hidroxialquilo que comprenden de 1 a 30 atomos de
carbono, los radicales polioxialquileno (C2-C6), alquil (C12-C22) amido alquilo (C2-C6), o alquil (C12-C22) acetato; y
X es un anion seleccionado en el grupo de los halogenuros, fosfatos, acetatos, lactatos, alquil (C2-C6) sulfatos,
alquil- o alquilarilsulfonatos.

(V)
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Fiq. i-1 : Block-It Fluorescent Olige (DAPI) Eig. 1.2 : Block-It Flucrascent Oligo + Lipo-
fectamina 2000 {DAPI)

Flg. -3 : Block-It Fluorescent Oligo + E2 (x Elg. 14 : E2 (x 40, DAPI)
40, DAPY)
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Elg. .5 : Block-It Fluorescent Cligo + E2 (x Fig. 16 : Block-It Fluorescent Oligo + E2 (x
100, DAP!) 100)

i e, L Y0 -7 .
TR BN T

Fig. l1.1 : Block-It Fluorescent Oligo (x
40, DAPI)
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Fig. 1.3 : Block-It Fluorescent Qligo + E2
(x 40)

Fiq. -2 : Block-It Fluorescent Oligo + E2
{x 40, DAPI)
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20

1,0 mM E2 + 131 Bt 1,5mM E2 + 1 gl B-it

0,9mM E2+ 1 ul B-it

0,6 mM E2+ 1 pi Bt

Figura llIB
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