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DESCRIPCION
Suministro de ARN interferente pequefio

La presente invencion se refiere a un nuevo vehiculo de suministro para ARN interferentes pequefios (ARNip),
especificamente un sistema de suministro liposomal.

Un ARN interferente pequefio (0 ARN interferente corto) es un hibrido bicatenario que silencia la expresién de un gen
diana a través del proceso de interferencia de ARN. El hibrido es un sustituto en el proceso natural de silenciamiento de
genes en un proceso en que el hibrido se desenrolla, una de las cadenas se asocia con una molécula diana de ARNm
en un complejo denominado el complejo silenciador inducido por ARN (RISC) que conduce a la destruccion del ARNm.
El ARNip tiene el potencial de regular negativamente la expresion de genes in vivo.

Un sistema modelo de ensayo de la reduccién de genes implica la introduccién de un gen reportero exégeno de {-
galactosidasa introducido endégenamente en cultivos celulares. Spagnou y otros, (2004) Biochemistry, 43, 13348-13356
describen una transfeccion in vitro de un ARNip dirigido a la B-galactosidasa, mediante la formacion de complejos
liposomales catiénicos. Los autores describen los complejos en términos comparables a los bien conocidos complejos
ADN/lipido, como particulas Lipoplex. Sin embargo Spagnou y otros, explican que los ARNip, al ser pequefias particulas
subnanométricas, pueden no estar protegidos adecuadamente por tales complejos de una degradaciéon enzimatica o
fisica. Sin embargo ellos usan técnicas de formulacién mediante el uso de una mezcla fisica de SUV vacios formados
de mezclas de lipidos catiénicos/neutros con ARNip.

Judge, y otros, en Molecular Therapy 2006, 13(3) 494-505, investigan métodos de atrapamiento de ARNip para proteger
al sujeto que recibe una terapia con ARNip de los efectos secundarios a partir de respuestas inmunes innatas no
deseadas al material de ARNip que tiene tendencia a activar los receptores tipo toll y estimular la produccion de
interferon tipo |, asi como incrementar la captacion celular del ARNip. Judge, y otros, muestran que la actividad
inmunoestimulante de los ARNip puede reducirse mediante modificaciones a una cadena del hibrido, por ejemplo la
modificacién quimica del grupo ribosil 2'-OH mediante metilacién o fluoracién. Judge, y otros, usan el atrapamiento en
liposomas con el objetivo de proteger los ARNip contra una digestion por nucleasas in vivo. Ellos usan ARNip
especificos para la apolipoproteina B (apoB), la que reduce selectivamente la expresion de apoB en el higado como se
ha demostrado previamente. EI ARNip encapsulado se suministré por via intravenosa a ratones y se demostré que los
niveles de apoB en suero, y de esta manera la apoB unida a colesterol, se redujeron, a pesar de los sintomas de
toxicidad con los hibridos de ARNip sin modificar ilustrados por pérdida de peso de 1-3 dias después de la
administracion. Los liposomas encapsulantes se formaron de una mezcla de lipidos catiénicos y neutros y pegilados.
Judge, y otros, lograron una reduccion de la toxicidad mediante la metilacion de grupos ribosilo en algunos de los
residuos de ribosa de una cadena del hibrido de ARNip.

Hemos descrito previamente el atrapamiento de vacunas génicas en el espacio intravesicular de liposomas, y hemos
mostrado que esto logra resultados de proteccién Utiles. Hemos usado liposomas formados de lipidos catiénicos y
neutros en combinacion, asi como liposomas neutros. En el documento W09810748 mostramos que se logra una mejor
respuesta inmune mediante el uso de liposomas catidnicos que de liposomas neutros. Usamos la técnica de
atrapamiento liposomal de vesiculas por deshidratacién/rehidratacion (DRV), descrita originalmente por Kirby y
Gregoriadis, y otros, en Bio/technology 1984, 979-984.

Ademas hemos descrito el co-atrapamiento liposomal de antigeno peptidico y vacuna génica, que codifica un antigeno
peptidico que comparte al menos uno y preferentemente varios epitopos con el antigeno peptidico en W02004004758.
Se us6 el método de DRV, mediante el uso de liposomas catiénicos.

El método DRV implica un proceso en que pequefios liposomas unilamelares (SUV) vacios que tienen un didmetro
promedio de hasta alrededor de 100 nm, se mezclan con una soluciéon acuosa del activo a atrapar, la mezcla se
deshidrata, y se rehidrata subsecuentemente. Los liposomas formados subsecuentemente tienen el activo atrapado en
el espacio intravesicular de los liposomas que tienen un diametro promedio mayor que los SUV iniciales. Hemos
demostrado que los tamafios de los liposomas pueden controlarse mediante inclusién de azlcar en la mezcla
SUV/activo, en el documento W09965465. Hemos demostrado que esta técnica es de utilidad para el co-atrapamiento
de vacuna génica y antigeno peptidico para el antigeno de superficie de la hepatitis B y la HA de la gripe.

A diferencia de la vacunacion, donde la exposicion a vehiculos lipidicos es una experiencia transitoria, tal vez de una
vez en la vida, las indicaciones de enfermedades para ARNip incluyen enfermedades crénicas, en donde se esperaria
que la dosificacion fuera de manera crénica. Se ha demostrado que la administracion repetida de lipidos catidnicos
podria tener efectos adversos ver mas abajo.

Landen, y otros, en Cancer Research 2005, 65(15) 6910-6918, describen la incorporacion de ARNip dirigidos a la
oncoproteina EphA2 en el interior de vehiculos liposomales y mostraron que el producto es altamente eficaz en la
reduccion in vivo de la expresion de EphA2 en un modelo murino de cancer de ovario. Los liposomas se formaron de
dioleoil fosfatidilcolina, que mostré mejora del suministro en 10 veces sobre liposomas formados de un lipido catiénico.
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Landen, y otros, sefialan que un lipido catiénico se capta preferentemente por el higado y el bazo, lo que puede limitar
su eficacia en una terapia sistémica. Ellos concluyen que DOPC equilibra la captacion eficiente de ARNip en el interior
de un liposoma en preparacion, la captacion del liposoma en el interior de una célula y la ruptura del liposoma
intracelular con liberacion del ARNip en el citoplasma. Un trabajo posterior publicado en Halder, y otros, Clin. Cancer
Res. 2006, 12(16) 4916-4924 describe un atrapamiento liposomal en liposomas similares de ARNip dirigidos a la
quinasa de adhesion focal, de nuevo para tratamiento del cancer de ovario. De nuevo se sefiala que los liposomas
catiénicos tienen problemas de toxicidad al promover inflamacién pulmonar, asi como que tienen un éxito limitado en el
suministro de ARNip, lo cual se cree que es debido a la formacidn de liposomas excesivamente estables que no se
desintegran intracelularmente para liberar el ARNip.

Landen, y otros, y Halder, y otros, usan una técnica de atrapamiento liposomal que implica la mezcla de lipidos y el
activo en presencia de butanol terciario y tween, seguido por liofilizacién y después rehidratacion. No revelan el tamafio
de los liposomas. Es importante que se elimine el alcohol pero esto puede ser dificil y es inconveniente. Ademas la
eliminacion del tween es deseable pero técnicamente dificil.

El documento Estados Unidos 2007/0172430 (Brito y otros) describe preparaciones de liposomas formuladas como
polvos secos para suministro mucosal, intranasal, por inhalaciéon o pulmonar que puede incluir uno o mas ARNip o
precursores dicer-activo de estos, dirigidos a un transcripto implicado en la infeccién, o la replicacion o la produccion de
un virus de la gripe.

Pons y otros (International Journal of Pharmaceutics, 95 (1993) 51-56) describen liposomas obtenidos mediante el uso
de variantes del método de inyeccion de etanol y encapsulacion de los farmacos ciprofloxacina y enrofloxacina en ellos.

Batzri y Korn (Biochimica et Biophysica Acta, 298 (1973) 1015-1019) describen la produccion de liposomas mediante la
inyeccidon de una solucion etandlica de fosfolipido en agua. Los liposomas resultantes son indistinguibles de los
liposomas obtenidos por sonicacién.

El documento WO 2006/113679 (Junta de Regentes del Sistema de la Universidad de Texas) describe la encapsulacion
de moléculas de ARNip en liposomas para su suministro a una célula. Los liposomas se produjeron al mezclar el
fosfolipido con ARNip, butanol y tween-20 mediante un método descrito por Landen y otros, anteriormente.

Maitani y otros (International Journal of Pharmaceutics 356 (2008) 69-75) describen la produccién de liposomas
liofilizados que contienen ADN mediante un método que usa una mezcla de lipidos/azicar. Maitani y otros describen el
efecto de variar la relacion azucar: lipido y el tipo de azucar usada, sobre la estabilidad durante el almacenamiento de
los liposomas liofilizados que contienen ADN.

El documento Estados Unidos 2008/0063701 (Keller y otros) describe la produccién y uso de liposomas cationicos para
transferir ARNip al interior de células.

El documento Estados Unidos 2008/0089932 (Panzner y otros) describe la preparacion de liposomas anfotéricos
compuestos de una mezcla de lipidos y métodos para predecir la fusogenicidad de un liposoma anfotérico a un pH
dado. Ademas se describen métodos de encapsulacion de ARNip en tales liposomas anfotéricos.

De acuerdo con la invencion proporcionamos un nuevo método para producir una composicion liposomal de ARNip que
comprende ARNip bicatenario atrapado en liposomas que comprende las etapas:

i) proporcionar una suspension acuosa de liposomas vacios que tienen un didmetro promedio en el intervalo de 20 a
200 nm y estan formados de componentes formadores de liposomas neutros;

i) mezclar en la suspension ARNip bicatenario y azUcar en una cantidad en el intervalo de 0.1 a 10.0% en peso
basado en el peso de los componentes formadores de liposomas para formar una suspension mixta, y en que la
relacidon en peso del azlcar con respecto a los componentes formadores de liposomas esta en el intervalo de 0.75:1
arly

iii) deshidratar la mezcla formada en la etapa ii) para formar una composicion deshidratada,

en donde los liposomas formados al rehidratar la composicion deshidratada tienen un diametro promedio en el intervalo
de 100 a 500 nm y en donde el ARNip y el azlUcar estan cada uno atrapados en el espacio intravesicular de los
liposomas.

En la invencion el ARNip puede modificarse a fin de lograr estabilidad contra una actividad ribonucleasa, o para reducir
su toxicidad, por ejemplo como se describe por Judge, y otros, mediante modificacion de los grupos 2'-hidroxilo de las
porciones ribosilo. Sin embargo una ventaja de la presente invencion es que el atrapamiento liposomal parece reducir la
toxicidad de los ARNip evidenciado al minimizar la pérdida de peso en animales tratados, incluso cuando se usa ARNip
no modificado. Por lo tanto preferentemente en la invencion el ARNip no se modifica, lo que de esta manera evita
etapas adicionales de modificacion.

Los liposomas administrados a un animal de manera parenteral es decir mediante inyeccién, son captados con avidez
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por ciertas células. Tales células son en su mayoria las del sistema reticuloendotelial (RES), por ejemplo células del
higado (células de Kupffer), y otros macréfagos en el bazo, la médula ésea, los pulmones, la sangre (por ejemplo
monocitos, neutréfilos), etc. La captacion por estas células se facilita por opsoninas plasmaticas que cubren los
liposomas, y asi los vuelve "comibles" por los macréfagos. A esto se le suele hacer referencia como direccionamiento
pasivo de liposomas. En el caso del higado, los liposomas mas pequefios que 100 nm de tamafio promedio, pueden
alcanzar las células parenquimatosas hepaticas a través de las fenestraciones de 100 nm. Los liposomas administrados
por via subcutanea o intramuscular, en una medida significativa terminan en los ganglios linfaticos de drenaje. Con los
liposomas administrados oralmente, usualmente se disefian para permanecer estables en el intestino. Eventualmente
son captados por células My las placas de Peyer. Creemos que los liposomas producidos por el método de la invencion
se comportaran de esta manera observada generalmente.

Hemos establecido que los liposomas que contienen azucar liberan el ARNip en el higado. El ARNip es adecuado para
el tratamiento de una enfermedad donde el higado es el 6érgano diana, es decir donde el gen a silenciar se expresa
normalmente. En la invencién el ARNip puede dirigirse a enfermedades crénicas tales como enfermedad cardiovascular,
hepatitis debido a infecciéon viral (por ejemplo hepatitis B, C), cirrosis del higado causada por infeccién viral o
alcoholismo, infecciones virales crénicas tales como VIH/SIDA y paraperesis espastica tropical/HTLV -I, trastornos de la
coagulacién de la sangre tales como trombosis, trastornos metabdlicos tales como diabetes de tipo | y tipo I, obesidad,
artritis reumatoide, osteoartritis, lupus eritematoso sistémico, enfermedades neoplasicas (cancer, etc.), osteoporosis,
etc.

Si el blanco son células que no tienen afinidad especifica por liposomas, los liposomas preparados en la invencion
pueden recubrirse con ligandos (por ejemplo anticuerpos, péptidos o proteinas desialilados) que se unen a los
receptores correspondientes sobre la superficie de la célula y usualmente se internalizan junto con la porcién del
liposoma. A esto se le suele hacer referencia como direccionamiento activo.

El ARNip esta presente adecuadamente en una cantidad en el intervalo de 0.1 a 10.0% en peso basado en el peso de
los componentes formadores de liposomas.

El producto del método puede ser una composicién en forma seca. Alternativamente puede ser en la forma de una
suspension acuosa en que el ARNip y el azlcar son cada uno atrapados en el espacio intravesicular de los liposomas.

Otras modalidades preferidas de este aspecto de la invencién se mencionan en las reivindicaciones.

En la rehidratacion del material seco a partir de la etapa iii), se forman liposomas que encapsulan el ARNip. El aumento
en el tamafio de los liposomas asi obtenidos en comparacion con los liposomas obtenidos en la etapa i) es mucho
menor cuando se compara con el liposoma en preparaciones que no incluyen un azlcar. Asi puede evitarse la
necesidad de etapas adicionales de extrusion, microfluidizacion u homogeneizacién. Tales etapas adicionales pueden
ser nocivas para el ARNip, claramente hemos demostrado previamente que el material de acido nucleico ADN se dafia
sustancialmente por microfluidizacion. A veces pueden desearse etapas adicionales de reduccion del tamafio.

Una modalidad preferida de la presente invencién incluye la etapa de rehidratacion del producto de la etapa iii).

Asi este método da lugar a la posibilidad de obtener pequefias vesiculas o liposomas altamente cargados, que pueden
ser particularmente Utiles en la formacion de composiciones farmacéuticas.

Sin embargo es adecuado particularmente para la produccion de pequefios liposomas para uso farmacéutico. Para este
propésito, los liposomas obtenidos en la etapa i) son vesiculas unilamelares adecuadamente pequefias con un tamafio
promedio, por ejemplo en el intervalo a partir de 25 nm a 90 nm, preferentemente en el intervalo a partir de 50 a 90 nmy
convenientemente a partir de 70 a 90 nm. Los liposomas obtenidos finalmente a partir del proceso de la invencién
todavia seran pequefios, con un tamafio promedio de menos de 500 nm, usualmente a partir de 100 a 200 nm.

Los liposomas tienen preferentemente un indice de polidispersién bajo, esto es que tienen tamafios relativamente
uniformes. El PD debe ser preferentemente al menos 0.2 preferentemente al menos 0.5. Los inventores creen que la
uniformidad de tamafio, asi como el tamafio relativamente pequefio del producto, los liposomas rehidratados les permite
tener una larga vida media en la circulacién y ademas ser suministrados a los érganos diana. El tamafio permite el paso
transcapilar. Ellos pueden, por ejemplo alcanzar los ganglios linfaticos o el tejido inflamado, donde pueden incorporarse
dentro de las células y liberar el ARNip.

Los liposomas usados en la etapa i) son liposomas vacios, obtenidos por cualquiera de los métodos convencionales,
por ejemplo mediante el uso de un método clasico como se describié anteriormente. Cualquiera de los liposomas que se
producen con un tamafio promedio que es demasiado grande para el proposito deseado puede reducirse por ejemplo
mediante el uso de técnicas de sonicacién, homogeneizacioén, extrusion o microfluidizacion como se conocen en la
materia.

Los lipidos usados en la produccién de los liposomas son bien conocidos en la materia. Ellos incluyen, por ejemplo,
fosfatidilcolinas (PC), por ejemplo dioleoil PC, dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) o diestearoil fosfatidilcolina (DSPC),
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fosfatidil etanolaminas, y/o colesterol (CHOL). La seleccién de los lipidos dependera, en cierta medida de la naturaleza
del agente activo y la finalidad prevista del liposoma.

El azucar puede disolverse previamente en agua antes de adicionarse a los liposomas vacios o puede adicionarse
como un sdlido a la suspension.

Los azUcares adecuados para su uso en la etapa ii) incluyen soluciones acuosas de monosacaridos tales como glucosa
y fructosa, disacaridos tales como lactosa o sacarosa asi como polisacaridos. Un azlcar particularmente preferido para
su uso en el método de la invencién es un disacarido tal como sacarosa o lactosa o un monosacarido tal como glucosa.
Particularmente, el azlcar es sacarosa.

De manera adecuada la cantidad de azlcar usada en la etapa ii) es tal que la relacién de masas de azlcar con respecto
a lipidos estéa en el intervalo a partir de 0.75:1 a 7:1, preferentemente 0.9:1 a 5:1, por ejemplo la relaciéon puede ser 1:1 a
6:1 p/p, de manera adecuada a partir de 1:1 a 5:1 p/p. Se ha encontrado que mientras mayor es la cantidad de azucar
presente, menor es el aumento en el tamafio de los liposomas obtenidos tras la rehidratacion, en comparacién con los
obtenidos en la etapa i). Sin embargo, el grado de atrapamiento del reactivo puede ser menor. Asi la seleccién precisa
de las relaciones usadas dependera del uso final requerido, con un equilibrio determinado entre el grado de
atrapamiento para un contenido dado de lipidos y el tamafio del liposoma. La diferencia que esto produce en la
formacion de los liposomas varia en cierta medida, en dependencia del reactivo particular empleado como se discute
mas abajo. Adecuadamente, la cantidad de azlcar presente es menor que 10% p/v de la composicion.

Ademas se ha encontrado que al aumentar el volumen de la solucién de azlcar usada en el proceso, con reduccién de
la concentracion de la solucion de azlcar, puede incrementar el atrapamiento. Las concentraciones adecuadas de
soluciones de azucar son a partir de 20 a 200 mM, preferentemente a partir de 30 a 150 mM.

Adicionalmente, se ha encontrado que si la rehidratacion subsecuente se efectlia a temperaturas elevadas, por ejemplo
a partir de 30 a 80T, particularmente a partir de 40 a 65T y especialmente a aproximadamente 60T, | os valores de
atrapamiento pueden aumentar. Se ha encontrado que esto es eficaz con liposomas que comprenden PC y CHOL, que
usualmente se formarian a temperatura ambiente. Puede haber cierto aumento de tamafio en comparacién con los
liposomas iniciales cuando se usan temperaturas elevadas en esta forma, y por lo tanto, esto debe tenerse en cuenta en
la seleccion de las condiciones particulares usadas para producir liposomas en un caso particular.

La seleccion de las condiciones que daran liposomas del tamafio y carga deseados, que incluyen la relacion de masas
azucar: lipido, la seleccion de lipido, la concentracion de la solucién de azucar usada, la cantidad de ARNip incluida en
la solucion, y la temperatura de rehidratacién, pueden determinarse mediante el uso de métodos rutinarios.

La etapa de secado iii) anterior puede llevarse a cabo mediante el uso de métodos convencionales, por ejemplo
mediante liofilizacion, secado por aspersion, cristalizacion flash, secado por corriente de aire (por ejemplo en un lecho
fluidizado), secado al vacio, secado en horno o cualquier otro método conocido en la materia. Aunque las propiedades
mecanicas de los productos de estos dos procesos pueden ser diferentes, con el producto de un proceso de secado por
aspersion que es un polvo discreto y con frecuencia autodispersable, y con la liofilizacién que produce una pastilla
sélida, las propiedades de los liposomas en la rehidratacién en términos de su estabilidad y atrapamiento son similares
en términos generales.

Para muchas aplicaciones, que incluyen la produccién de composiciones farmacéuticas, puede ser preferible el secado
por aspersion para la etapa iii) como resultado de la idoneidad de las propiedades mecanicas del producto para un
procesamiento adicional.

El producto de la liofilizacion comprende un bloque de pastilla porosa que tiene propiedades mecanicas relativamente
pobres. El uso de la molienda por chorro de la pastilla para lograr mejores propiedades puede efectuarse, pero puede
ocurrir dafio en este paso adicional.

El secado por aspersion puede lograr un producto seco con buenas propiedades mecanicas que puede suministrarse
por inhalacién, o reconstituirse en agua y administrarse por via parenteral.

La etapa de rehidratacion subsecuente, etapa iv) puede llevarse a cabo durante el proceso de fabricacion o
alternativamente, la composicion puede suministrarse en el estado seco y rehidratarse en el sitio de uso previsto, por
ejemplo en el hospital o farmacia donde un producto farmacéutico encapsulado se administrara a pacientes.

En consecuencia, una modalidad de la invencién es un polvo obtenible por el método de la invencion.

Los liposomas liofilizados y rehidratados obtenidos tienen una buena estabilidad que resulta en una larga vida en
estante de los productos.

El proceso de la invencién permite altos rendimientos y niveles de atrapamiento (es decir altas cantidades de ARNip
basado en los componentes formadores de liposomas), que es altamente ventajoso cuando el producto es para usarse
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en tratamientos repetidos.

Los productos de liposomas obtenidos mediante el uso del método descrito anteriormente pueden formularse como
composiciones farmacéuticas, por ejemplo al combinarlos con portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables.
Las formulaciones pueden ser adecuadas para aplicacion parenteral, particularmente intravenosa, o topica, por ejemplo
a la piel o a las superficies mucosas. Una composicion (til particular de la invencién es una composicion que es
adecuada para aplicacion por via intravenosa, subcutanea o intramuscular.

Las composiciones se formulan generalmente de manera que sean adecuadas para la administracion por via
intravenosa, aunque pueden usarse ademas otras técnicas tal como la intramuscular o subcutanea o por via oral o
intravitrea. En dependencia de la enfermedad a tratar, las composiciones pueden administrarse diariamente, varias
veces al dia, o menos frecuentemente, por ejemplo semanalmente o por infusion durante un periodo de n.

La presente invencion proporciona liposomas formados de ingredientes que son de origen natural en el hombre y
consecuentemente de baja toxicidad general. Los liposomas suministran exitosamente sus contenidos en el blanco
deseado, lo que se cree que es a través de un buen control del tamafio lo que permite el suministro de la circulacién a
los érganos diana (donde) sin permitir que el ARNip de lugar a respuestas de citoquinas.

La invencion se describira ahora particularmente en forma de ejemplos con referencia al ejemplo acompafante, los
resultados de los cuales se ilustran en los dibujos acompafiantes.

En los dibujos:

Las Figuras 1a y b muestran algunos resultados del Ejemplo 1;

La Figura 2 muestra resultados adicionales del Ejemplo 1;

La Figura 3 muestra resultados adicionales del Ejemplo 1;y

La Figura 4 muestra un gel de referencia que indica la electroforesis de LDL murina mediante el uso del kit para la
cuantificacion de colesterol usado en el Ejemplo 1.

Ejemplo 1 Demostracion de una formulacién liposomal de ARNip eficaz, en ratones, después de dosificacion
intravenosa de ARNip dentro de liposomas.

Detalles experimentales:-

A través de los detalles experimentales descritos donde estaba presente el componente basado en ARN todos los
demas componentes estaban libres de ribonucleasa.

El(Los) producto(s) del hibrido de ARNip (farmaco) se formaron por hibridaciéon de los siguientes oligonucledtidos (gel
purificado (95-99% de pureza), desalado) (Tabla 1):-

Tabla 1 Detalles de oligonucleétidos e hibridos:-

Numgro Secuencia (5'-3") Producto hibrido
de Oligo

1 GUCAUCACACUGAAUACCAAU Hibrido ID1

2 *AUUGGUAUUCAGUGUGAUGACAC

3 GUGAUCAGACUCAAUACGAAU Hibrido ID2

4 *AUUCGUAUUGAGUCUGAUCACAC

* asteriscos representan 5' fosfatos

Después de la hibridacion los hibridos se almacenaron a <-40C hasta su uso.

Los liposomas SUV con un tamafio promedio de 83.1 nm * 11.9 (desviacion estandar) con un indice de polidispersion =
0.297 + 0.071 (desviacién estandar), filtrados de manera estéril por 0.22 um, compuestos de fosfatidilcolina de huevo
(Lipoid, 99% PC) se prepararon en H20 por emulsificacion de la masa de lipidos seguido de homogeneizacion a alta
presion (40,000 psi) a temperatura ambiente con una purga continua con nitrégeno. La formulaciéon de liposomas se
prepard, en hielo, al mezclar los liposomas SUV con el hibrido de ARNip ID1 seguido de la adiciéon de sacarosa en seco.
La relacién de masas del hibrido de ARNip: liposoma SUV: componentes de sacarosa fue de 1: 500: 500. Después de la
solubilizacion de la sacarosa la formulacion se liofilizé, igual para los hibridos nativos ID1 e ID2.

Se inyectaron grupos de 4 ratones por via intravenosa, diariamente durante un total de 3 dias (asi un total de 3 dosis) a
través de la vena lateral de la cola con: - a) hibrido de ARNip ID1 liposomal rehidratado a partir del liofilizado, con agua
para inyeccién, b) hibrido de ARNip ID1, rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion, y ¢) hibrido de
ARNip ID2, rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion. La masa de hibrido administrada, idéntica para
ID 1 e ID2, fue de 100 ug por dosis y asi 300 ug en total (3 dosis). La cantidad total de PC usada en la preparacién para
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los 4 ratones. Asi, las cantidades fueron 225 mg de PC (como liposomas SUV antes de la liofilizacién), 225 mg de
sacarosa y 450 microgramos del hibrido ID1. El volumen final de la preparacion rehidratada fue 1.125 ml a partir del que
se usaron 0.25 ml para dosificar cada raton.

El tamafio de los liposomas después de la etapa de rehidratacion se determiné mediante espectroscopia de correlacion
de fotones (PCS, ademas conocida como Dispersion Dindmica de Luz (DLS)) a 25 mediante el uso de un Malv ern
Nano ZS (Malvern Instruments Reino Unido, modelo ZEN3600), equipado con un laser de 633 He-Ne de 4 mW. Se
obtuvieron valores del diametro de particulas promedio Z y distribucién del tamafio (indice de polidispersion).

La eficacia de atrapamiento de hibrido de ARNip se determindé mediante ultracentrifugacién (2200,000 g, 1 hora) de la
formulacién liposomal rehidratada en amortiguador de lavado, que se repite dos veces (cada vez con 7 m/amortiguador
de lavado), seguido de la cuantificacion de ARNip en el amortiguador de lavado después de concentrar por liofilizacién y
rehidratar en aproximadamente 2% del volumen original de agua mediante espectrofotometria UV (absorcién a 260 y
280 nm, longitud del recorrido de 1 cm, modelo del espectrofotémetro: - Hitachi U- 2800A). Una curva estandar de
espectrofotometria UV (absorcién a 260 y 280 nm) del hibrido nativo ID1 se us6 para cuantificar el ARNip en el
amortiguador de lavado.

Las muestras de suero se obtuvieron a partir de todos los ratones; el dia antes de la dosificacién intravenosa (dia 0),
después de la segunda dosis (dia 3), dos dias después de la tercera dosis (dia 5) y finalmente cuatro dias después de
la tercera dosis (Ultima) (dia 7). Los pesos corporales de todos los ratones se registraron los dias 0, 3, 7, 10, y 14
después de administrar la primera dosis.

Las muestras de suero de ratén asi obtenidas se almacenaron refrigeradas, en hielo, hasta el ensayo para LDL / HDL
colesterol por electroforesis en geles de agarosa mediante el uso de un sistema HYDRASYS Sebia (Sebia Reino Unido,
River Court, The Park Meadows Negocios Blackwater, Camberley, GU17 9AB), mediante la utilizacion del kit
HYDRAGEL 7 HDL/LDL Chol Direct. Brevemente, los kits HYDRAGEL 7 HDL/LDL Chol Direct estan destinados a la
cuantificacion de colesterol transportado por las diferentes fracciones de lipoproteinas separadas en electroforesis en
gel de agarosa en el HYDRASYS. Los geles se tifieron especificamente para la presencia de colesterol mediante el uso
de la colesterol esterasa en una reaccion cromogénica. La integracion de la densidad éptica obtenida a partir del barrido
densitométrico de geles de agarosa después de la tincion enzimatica, especifica para colesterol, permite la
cuantificacion directa y simultanea de las fracciones LDL y HDL.

Resultados:-

La distribucién del tamafio de particula por PCS de la composicién liposomal rehidratada del hibrido de ARNip ID1 fue,
calculado a partir del andlisis de las muestras por triplicado, un promedio de 186.1 nm + 17.94 (desviacion estandar) con
un indice de polidispersion = 0.665 + 0.123 (desviacién estandar).

El % de atrapamiento de ARNip se calcul6 como 55.2 %, mediante el uso del siguiente calculo (Célculo 1):-

% de atrapamiento de ARNip
(hibrido de ARNip total — hibrido de ARNip en el amortiguador de lavado de la ultracentrifugacion)
= x

100
hibrido de ARNip total

Los valores absolutos de absorbancia UV del hibrido de ARNip recuperado en el amortiguador de lavado de la
ultracentrifugacion fueron: - 1.120 Abs a 260 nm (longitud del recorrido 1 cm) y 0.558 a 280 nm (longitud del recorrido 1
cm).

La Figura 1a) muestra los barridos densitométricos de los geles de agarosa a partir de los andlisis de muestras de suero
de los ratones dosificados con: - a) hibrido de ARNip ID1 liposomal rehidratado a partir del liofilizado, con agua para
inyeccidn. Las muestras de los sueros (cuatro) a partir de cada dia de muestreo de sangre se aplicaron en el origen
(marcados por: - | | ) y se separaron mediante electroforesis (la migracion es de la parte inferior de la pagina hacia la
superior). Cada carril consiste en el perfil de una muestra de suero de un raton individual.

La Figura 1b) muestra los barridos de densitometria de los geles de agarosa a partir del andlisis de muestras de sueros
de los ratones dosificados con: - b) hibrido de ARNip ID1 rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion.
Las muestras de sueros (cuatro) de cada dia de muestreo de sangre se aplicaron en el origen (marcado por: - || ) y se
separaron mediante electroforesis (la migracion es de la parte inferior de la pagina hacia la superior). Cada carril
consiste en el perfil de una muestra de suero de un ratén individual.

La Figura 2) muestra los barridos de densitometria de los geles de agarosa a partir del analisis de muestras de sueros
de los ratones dosificados con: - c) hibrido de ARNip ID2 rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion. Las
muestras de sueros (cuatro) de cada dia de muestreo de sangre se aplicaron en el origen (marcado por: - | | ) y se
separaron mediante electroforesis (la migracion es de la parte inferior de la pagina hacia la superior). Cada carril
consiste en el perfil de una muestra de suero de un ratén individual.
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La Figura 3) muestra los % de cambios de peso corporal calculados (en comparacion con el peso corporal del dia O (dia
de la primera dosis)) de ratones individuales como un promedio (barras) y desviacion estandar (barras de error) con

referencia al grupo de dosificacion (barra en blanco E a partir de ratones dosificados con a) hibrido de ARNip ID1

liposomal, rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion, barra en negro r- a partir de ratones
dosificados con b) hibrido de ARNip ID1, rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion y barra rayada

r
A a partir de ratones dosificados con c) hibrido de ARNip ID2 rehidratado a partir del liofilizado, con agua para
inyeccion).

Comentarios:-

La composicion liposomal después de la rehidratacién eran liposomas pequefios en naturaleza de < 200 nm, de manera
tal que seria de esperar que mas de 50% de la masa de dosis pasaria a través de un filtro de 0.2 um. Adicionalmente
mas del 50% (55.2%) del hibrido de ARNip (ID1) se asocié con las particulas liposomales, de manera que no se
recuperoé por ultracentrifugacién en un amortiguador de lavado. El ARNip recuperado a partir del amortiguador de lavado
de la ultracentrifugacion tuvo una UV 260nm / UV 280 nm de 2.00 (= 1.120 Abs / 0.558 Abs), indicativo de una alta
pureza del ARNip.

Ademas, ambos hibridos de ARNip se describen en Judge, y otros, op. cit. Ademas, el hibrido de ARNip ID 1 se
describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos 20060105976:-

Agentes ARNi ilustrativos dirigidos a ApoB

Sec. Secuencia de la cadena con Sec. Secuencia de la cadena Descriptor Numero del
con sentido® con antisentido® del hibrido agente
nam. nam.
de de
ident. ident.
AL-DUP
97 gucaucacacugaauaccaau 98 auugguauucagugugaugacac 5048 11

En esa especificacion la actividad del hibrido AL-DUP 5048 (hibrido de ARNip ID 1, este ejemplo) se confirma en un
ensayo mediante el uso de células NmuLi (higado murino normal, Nimero en ATCC: CRL-1638), donde reduce los
niveles de ARNm de ApoB murina 72. +-.9%, y la expresion de la proteina ApoB.

El hibrido de ARNip ID 2 se describe en US-A-2007218122:-

Error de apareamiento con ApoB (mm) 5-GUGAUCAGACUCAAUACGAAU-3' (sec. con num. de ident.: 176) 3'-
CACACUAGUCUGAGUUAUGCUUA-5' (sec. con num. de ident.: 177) y se sabe que no tiene impacto sobre la
produccién o traduccion del ARNm. Judge, y otros, muestran que este ARNbc con error de apareamiento cuando se
encapsula en liposomas catidnicos provoca cierta pérdida de peso en ratones, aunque menos que el ARNip ID 1
encapsulado.

Bioquimicamente (in vivo) la proteina ApoB forma un complejo con triacilgliceroles y ésteres de colesterol
empaquetados en una esfera formada por fosfolipidos, mas colesterol no esterificado. El complejo LDL es el vehiculo
principal para el suministro de colesterol a los tejidos del cuerpo a través de la sangre. Un resultado esperado de una
expresion reducida de la proteina ApoB seria una disminucion en la concentracion en sangre de particulas LDL, ya que
la ApoB es una proteina esencial en la formacion de particulas LDL.

Claramente, Judge, y otros, (2006) Molecular Therapy Vol. 13, NUm. 3, p494 - 505, coment6 que: "el silenciamiento
funcional de la expresién de apoB se reflej6 en reducciones significativas del colesterol sérico que ademas se
correlacionaron con la potencia relativa de la reduccién de ARNm y proteinas”. En esta ejemplificacion nosotros usamos
la cuantificaciéon de particulas LDL como una medida correlativa de la eficacia del ARNip. Como se ha mencionado
anteriormente el hibrido ID 1 tiene el potencial de reducir los niveles de ARNm de ApoB murina y la expresion de la
proteina ApoB, mientras que no se esperaba que el hibrido 2 tuviera un efecto sobre ApoB, como se muestra por Judge,
y otros.

Los resultados del sistema de cuantificacion de colesterol LDL/HDL, (Figuras 1a), 1b) y 2)) muestran la presencia de
tres bandas electroforéticamente distintas que contienen colesterol. Estas pueden identificarse como: 1) la banda de
lipoproteinas de alta densidad (HDL), localizada mas cercana al origen, 2) la banda de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), localizada como la segunda mas cercana al origen y 3) la banda de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), localizada mas alejada del origen (ver gel de referencia mostrado en la Figura 4). Algunas otras bandas menores
no se identifican; sin embargo sobre la base de la especificidad del kit empleado, puede sefialarse que estas contienen
colesterol.

Figura 2), los barridos de densitometria de los geles de agarosa de los andlisis de muestras de suero a partir de ratones
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dosificados con:- c) hibrido de ARNip ID2, rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccién, no muestran
cambios sustanciales en el perfil de distribucidon de las particulas LDL/HDL en ningun tiempo (dias) después de la
dosificacion. El perfil se mantiene constantemente dominado por las particulas LDL, con s6lo una menor parte de
colesterol sérico asociado con particulas HDL.

Figura 1b), los barridos de densitometria de los geles de agarosa de los andlisis de muestras de sueros a partir de
ratones dosificados con:- b) hibrido de ARNip ID1 sin formulacion liposomal, rehidratado a partir del liofilizado, con agua
para inyeccion, no muestran cambios sustanciales en el perfil de distribucidon de las particulas LDL/HDL en ningun
tiempo (dias) después de la dosificacion. El perfil se mantiene constantemente dominado por particulas LDL, con sélo
una menor parte de colesterol sérico asociado con particulas HDL. Como se ha descrito previamente el hibrido ID 1
tiene el potencial de reducir los niveles de ARNm de ApoB murina y la expresion de la proteina ApoB, y asi en
consecuencia las particulas LDL, pero esta respuesta no se observa en estos experimentos con ARNip desnudo. La
comparacion de las Figuras 2) y 1b) no parece mostrar ningiin cambio sustancial en el perfil de distribucién de particulas
LDL/HDL en ningun tiempo (dias) después de la dosificacion de cualquiera de los productos de ARNip (ID 1 e ID2).

Figurala), los barridos de densitometria de los geles de agarosa de los andlisis de muestras de suero a partir de
ratones dosificados con:- a) hibrido de ARNip ID1 liposomal, rehidratado a partir del liofilizado, con agua para inyeccion,
muestran cambios sustanciales en el perfil de distribucién de las particulas LDL/HDL en cualquier tiempo (dias) después
de la dosificacion. La banda de particulas LDL ya no es visible en el dia 3, después de 2 dosis del hibrido de ARNip ID1
liposomal, y comienza a aparecer de nuevo en el dia 5. En el dia 7, equivalente a 4 dias después de la tercera dosis de
hibrido de ARNip ID1 liposomal, el perfil de distribucion de particulas LDL/HDL no es sustancialmente diferente del perfil
del dia 0 (antes de la dosificacién). Asi la respuesta observada es transitoria y la ApoB/LDL regresa a valores normales
en el dia 7 después de la dosificacion en el dia 7.

La comparacion de las Figuras 1a) y 1b) destaca los cambios sustanciales en el perfil de distribucion de particulas LDL /
HDL después de la dosificacién del producto de ARNip idéntico (ID 1), con (Figura 1a) ) y sin (Figura 1b) ) composicion
liposomal. Claramente como se sefialé en la ausencia de una composicion liposomal el hibrido de ARNip ID 1 parece
ineficaz, mientras que en la composicion liposomal descrita es claramente eficaz.

Adicionalmente, el examen de los pesos corporales de los ratones después de la dosificacion Figura 3) indica que; 1)
ambos hibridos de ARNip (ID 1 y 2) en composicién no liposomal muestran una tendencia de disminuciéon del peso
corporal, 2) el hibrido de ARNip (ID 1) en composicién liposomal muestra una tendencia de aumento del peso corporal
(este es el patrén normal esperado en ratones no tratados de este grupo de edad (4-6 semanas de edad)), y 3) el perfil
de peso después de la dosificacion del producto de ARNip idéntico (ID 1), con (Figura 2a)) y sin (Figura 2b))
composicion liposomal es estadisticamente diferente (prueba de Mann-Whitney, P<0.05) para todos los dias después
del dia 1.

El peso corporal se usa habitualmente como un indicador de salud, bienestar y como un marcador sustituto de toxicidad,
asi los hibridos de ARNip (ID 1y 2) en composicion no liposomal parecen nocivos, al inducir pérdida de peso. Mientras
la formulacion de un hibrido de ARNip (ID 1) con una composicion liposomal, elimina este efecto nocivo.

En conclusién, la ejemplificacién demuestra una formulacion liposomal de ARNip eficaz, en ratones, después de la
dosificacion intravenosa de ARNip dentro de liposomas con el beneficio adicional de mejorar la seguridad.

Ejemplo 2 - Preparacién de Vesiculas Multilamelares

La preparacion de vesiculas multilamelares (MLV), que contienen ARNip se ejemplifica de la siguiente manera.
Brevemente, las vesiculas unilamelares pequefias (liposomas SUV), filtradas por 0.2 pm, preparadas con 100% de
DMPC (dimiristoil fosfatidilcolina, férmula empirica: C36H72NO8P; CAS# 18194-24-6) en solucién se mezclaron con el
material de ARNip (hibrido) también en solucion. Después del mezclado de las soluciones precedentes, se adicioné
sacarosa como un polvo en masa seca. Después de la solubilizacion de la masa de sacarosa la solucion se congel6 a -
80T y subsecuentemente se liofilizo, bajo alto vacio. El producto liposomal final de MLV que contiene el ARNip, se
formé por rehidratacién del material liofilizado con agua similar al método de DRV (vesicula seca rehidratada) descrito
en el Ejemplo 1. La composicion de masa siguiente se prepar6 como se describe: - composicion de masa = F1
Liposoma SUV 5 %, ARNip 0.35% y sacarosa 64.65%, F2 Liposoma SUV 26%, ARNip 0.26% y sacarosa 73.74%.

Las formulaciones liposomales de MLV resultantes rehidratadas F1-F4 (inclusivo) anteriores, se ensayaron en un
instrumento de dispersidon dinamica de luz (DLS) Malvern Zetasizer Nano (ZS) para producir datos sobre las
caracteristicas del tamafio de particulas y el potencial zeta. Las formulaciones rehidratadas se diluyeron en agua y se
ensayaron para las caracteristicas de tamafio de particula mediante el uso de una cubeta cuadrada de poliestireno y se
ensayaron para determinar el potencial zeta mediante el uso de una celda zeta capilar plegada clara. Todas las
mediciones se realizaron mediante el uso de criterios éptimos automaticos segun lo determinado por el instrumento. Los
siguientes resultados de las caracteristicas de tamafio de particula y del potencial zeta de las composiciones
respectivas se basaron en muestras duplicadas rehidratadas. Para F1 el tamafio de particula Zave fue de 503 / 301 nm
(duplicado), mientras que el potencial zeta fue -2.55 /- 2:76 mV (duplicado). Para F2 el tamafio de particula Zave fue de
182 / 155nm (duplicado), mientras que el potencial zeta fue 0.49 /-3.67mV (duplicado).
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Ademas las resultantes formulaciones rehidratadas F1 y F2 anteriores de los productos liposomales MLV rehidratados,
se analizaron mediante centrifugacion diferencial para determinar el material de ARNip asociado con los liposomas. Los
liposomas se sedimentan mediante centrifugacion y el material de ARNip no asociado a liposomas permanece en el
sobrenadante. La validaciéon de la experimentacién con ambos componentes individuales y mezclas, habia indicado
previamente mas de 95% de sedimentacion de liposomas y menos de 5% de sedimentacién de ARNip. La cuantificacion
de ARNip no asociado en el sobrenadante después de la centrifugacion se llevé a cabo de manera fluorométrica. Se
asumio que el resto estaba asociado con liposomas. Los siguientes valores de asociacion de ARNip como un porcentaje
del ARNip total para las composiciones respectivas se basaron en material rehidratado duplicado. Los resultados de %
de ARNip asociado a liposomas fueron para F1 51 / 33% (duplicado) y para F3 19 / 16% (duplicado).

El mayor nivel de azlcar reduce el tamafio de los liposomas formados pero parece reducir ademas el rendimiento de
atrapamiento.
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Reivindicaciones

1.

Un método para preparar una composicion de ARNip liposomal que comprende las etapas de:

i) proporcionar una suspension acuosa de liposomas vacios que tienen un diametro promedio en el intervalo
de 20 a 200 nm y estan formados de componentes neutros formadores de liposomas;

i) mezclar en la suspensién ARNip bicatenario y azucar en una cantidad en el intervalo de 0.1 a 10.0% en
peso basado en el peso de los componentes formadores de liposomas para formar una suspension mixta, y
en que la relaciéon en peso de azlcar con respecto a los componentes formadores de liposomas esta en el
intervalo de 0.75:1a 7:1;y

iii) deshidratar la mezcla formada en la etapa ii) para formar una composicion deshidratada,

en donde los liposomas formados por rehidratacion de la composicion deshidratada tienen un diametro promedio en el
intervalo de 100 a 500 nm y en donde el ARNip y el azlcar estan cada uno atrapados en el espacio intravesicular de los

liposomas.

2.  Un método de acuerdo a la reivindicacion 1, en que el azlicar es un monosacarido o un disacarido.

3. Un método de acuerdo a la reivindicacién 2, en que el azlcar es un disacarido.

4. Un método de acuerdo a la reivindicacion 3, en que el azlcar es sacarosa.

5. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en que los componentes formadores de
liposomas comprenden una fosfatidilcolina y opcionalmente una fosfatidil etanolamina, y/u opcionalmente
colesterol.

6. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en que la relacion en peso del azicar con
respecto a los componentes formadores de liposomas esta en el intervalo de 0.9:1 a 5:1.

7. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en que los liposomas vacios de la etapa i)
tienen un didmetro promedio en el intervalo de 25 nm a 90 nm.

8. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en que la etapa iii) es la liofilizacién.

9. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en que la relacion en peso del azicar con
respecto a los componentes formadores de liposomas esta en el intervalo de 1:1 a 6:1.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9, en que la relacion en peso de azlcar con respecto a los
componentes formadores de liposomas esta en el intervalo de 1:1 a 5:1.

11. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en que los liposomas vacios de la etapa i)
tienen un didmetro promedio en el intervalo de 50 a 90 nm.

12. Un método de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que comprende la etapa adicional de:

iv) rehidratar la composicion deshidratada para formar una composicién liposomal rehidratada, en donde el
ARNip y el azlcar estan atrapados en el espacio intravesicular de los liposomas.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacién 12, en que los liposomas de la composicion rehidratada tienen un
diametro promedio en el intervalo de 100 a 200 nm.

14. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en que la composicién rehidratada se
somete a microfluidizacion.

15. Un polvo que puede obtenerse mediante el método de las reivindicaciones 1-7, o las reivindicaciones 9-11, en
donde la deshidratacion se lleva a cabo mediante secado por aspersion.

16. Una suspension acuosa de liposomas que puede obtenerse mediante el método de las reivindicaciones 1-11,
gue comprende la etapa adicional de:

iv) rehidratar la composicion deshidratada para formar una composicién liposomal rehidratada, en donde el
ARNip y el azicar estan cada uno atrapados en el espacio intravesicular de los liposomas.
17. Una suspension acuosa de liposomas, en donde el ARNip y el azlcar estan cada uno atrapados en el espacio

intravesicular de los liposomas que puede obtenerse mediante el método de las reivindicaciones 12-14.

12
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