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DESCRIPCION
Composicion en particulas y composicion medicinal que comprende la misma
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicion en particulas (tal como una micela polimérica) aplicable para un
portador de un sistema de suministro de fdrmacos (DDS), y a una composicion farmacéutica (tal como una formulacion
de micelas polimérica) que contiene un farmaco encapsulado en la composicién en particulas.

Antecedentes de la técnica

Los productos farmacéuticos basados en biotecnologia, que utilizan biomacromoléculas tales como proteinas y acidos
nucleicos, son mas susceptibles a la degradacién enzimatica o a la eliminacién inmune, en comparacién con los
productos farmacéuticos convencionales basados en compuestos de bajo peso molecular. Los Documentos de Patente
1 a 4 describen un DDS que contiene una biomacromolécula dentro de un liposoma hecho de una membrana bicapa
lipidica, que tiene la intencion de mejorar la estabilidad in vivo de productos farmacéuticos basados en biotecnologia.

Referencias de la técnica anterior
Documentos de Patente

Documento de Patente 1: W0O2001/034115
Documento de Patente 2: WO1998/5863
Documento de Patente 3: W02005/09238
Documento de Patente 4: JP2001-504093W

El Documento de Patente 5: W0O2006/002538 A1 describe moléculas de ARNsi y métodos de uso de tales moléculas de
ARNSsi para modular una respuesta inmune vy silenciar la expresién de un gen diana.

El Documento de Patente 6: JP2006-056864 A describe liposomas estables modificados con polimeros in vivo para
llevar compuestos hidréfobos e hidrofilos.

El Documento de Patente 7: W02005/00719 describe composiciones y métodos para silenciar la expresion génica
entregando particulas de acido nucleico-lipido que comprenden moléculas de ARNsi a una célula.

Divulgacion de la invencion
Problemas que se van a resolver por la invencién

Los DDS convencionales descritos en los Documentos de Patente 1 a 3, en los que el farmaco biomacromolécula esta
protegido con una membrana bicapa lipidica, son superiores en la estabilidad in vivo del farmaco, pero son inferiores en
la capacidad de liberacion del farmaco desde el portador. Ademas, debido al gran tamario de particula y también debido
a la carga eléctrica del lipido que constituye la membrana bicapa lipidica, es probable que los DDS convencionales sean
capturados por el sistema reticuloendotelial, tales como los pulmones, el higado y el bazo, y por lo tanto eliminado de la
sangre antes de alcanzar el objetivo de administracion. EI DDS descrito en el Documento de Patente 4 es un liposoma
"sigiloso" y se evita que sea capturado por el sistema reticuloendotelial, pero tiende a tener dificultades para liberar el
farmaco del portador.

Se puede utilizar una micela polimérica formada con una unidad de copolimero de bloques que tiene un segmento de la
cadena de polimeros hidréfobos y un segmento de la cadena de polimeros hidréfilos como un portador del DDS, vy el
DDS resultante puede ser mucho mas bajo en tamafio de particula (por ejemplo, el tamafio de particula promedio puede
ser 100 nm o menos) que los DDS convencionales utilizando un liposoma. Sin embargo, dicho DDS que utiliza una
micela polimérica como portador todavia tiene dificultad, en algunos casos, en suministrar el farmaco al objetivo de
administracion, debido a la falta de suficiente fuerza de encapsulacion para mantener la biomacromolécula dentro de la
particula del DDS como se muestra en los ejemplos comparativos, que se explicaran mas adelante. Ademas, dicho DDS
puede causar a veces que el farmaco se desenganche del portador durante el periodo de almacenamiento después de
la produccién.

Medios para resolver los problemas

La presente invencidn proporciona una composicion en particulas que contiene: una unidad de copolimero de bloques
que tiene un segmento de la cadena de polimeros hidréfobos y un segmento de la cadena de polimeros hidréfilos,

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2614615T3

estando una pluralidad de unidades de copolimero de bloques dispuesta radialmente con los segmentos de la cadena
de polimeros hidréfobos radialmente dentro y los segmentos de la cadena de polimeros hidréfilos radialmente afuera; y
un lipido cargado que lleva una carga opuesta a la carga de un farmaco que se va a encapsular en la composicion de
modo que el farmaco se retenga dentro de la particula por medio de una union electrostatica con el lipido cargado, que
estd atrayendo el lipido cargado al segmento de la cadena de polimeros hidréfobos, con lo cual se evita que la
superficie externa de la particula se cargue para atraer una sustancia que tiene una carga opuesta a la carga del lipido
cargado en donde la composiciéon en particulas se aplica a un farmaco seleccionado del grupo que consiste en
proteinas y acidos nucleicos y en donde los lipidos cargados no estan dispuestos contiguamente entre si a lo largo de la
circunferencia de la composicion en particulas, sino que estan dispuestos para intervenir entre las unidades de
copolimero de bloques adyacentes a lo largo de la circunferencia de la composicién en particulas, con lo cual los lipidos
cargados adyacentes a lo largo de la circunferencia de la composicion en particulas se separan por las unidades de
copolimero de bloques y se les impide estar en contacto entre si.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que contiene la composiciéon en
particulas y un farmaco que lleva una carga opuesta a la carga del lipido cargado y que esta encapsulado en la
composicion en particulas. La invencién es como se describe en las reivindicaciones.

Efectos de la invencién

La presente invencién proporciona un portador de farmaco que tiene una estabilidad de encapsulacion de farmaco
mejorada y se evita la adhesion de una biomolécula sobre la superficie del portador, lo que puede obstruir la
administracion de un farmaco a un objetivo deseado, siendo apropiado para DDS, asi como una composicion
farmacéutica utilizando el portador del farmaco. El portador del farmaco y la composicion farmacéutica pueden
administrar el farmaco con mayor fiabilidad que los DDS convencionales.

Breve descripcién de los dibujos

Las figuras 1(a) a 1(c) ilustran ejemplos estructurales para una composicidén en particulas y una composicion
farmacéutica de acuerdo con la presente invencion;

La figura 2 es un grafico que muestra la relacion entre los valores absolutos de los potenciales zeta de las
composiciones en particulas medidas en la evaluacion 1b y la agregabilidad de las composiciones en particulas en la
sangre medida en la evaluacion 1c;

La figura 3 es un grafico que muestra las intensidades de fluorescencia de la albumina-FITC medidas en la evaluacion
2b;

La figura 4 ilustra los resultados de la electroforesis en la evaluacion 5a;

La figura 5 indica graficas para explicar las actividades anticancerigenas de las composiciones en particulas
determinadas en la evaluacion 5c;

La figura 6 es un gréafico para explicar la agregabilidad de composiciones en particulas en suero determinada en la
evaluacion 5d;

La figura 7 es un grafico que muestra la relacion entre los valores absolutos de los potenciales zeta de las
composiciones en particulas medidas en la evaluacion 5b y la agregabilidad de las composiciones en particulas en la
sangre medidas en la evaluacion 5d; y

La figura 8 indica graficas para explicar la migracion de farmacos a érganos determinados en la evaluacién 5f.
Descripcion de las realizaciones

La figura 1(a) ilustra un ejemplo estructural de una composicién en particulas de acuerdo con la presente invencion (en
adelante también denominada "composicion en particulas"), y la figura 1(b) es una vista agrandada parcial de la misma.
La composicién 1 en particulas contiene una unidad 2 de copolimero de bloques y un lipido 3 cargado. La unidad 2 de
copolimero de bloques tiene un segmento 2a de la cadena de polimeros hidréfilos y un segmento 2b de la cadena de
polimeros hidréfobo. Las unidades 2 de copolimero de bloques estan dispuestas radialmente en la composiciéon 1 en
particulas con los segmentos 2b de la cadena de polimeros hidréfobos radialmente dentro y los segmentos 2a de la
cadena de polimeros hidrofilos radialmente afuera. El lipido 3 cargado lleva una carga opuesta a la carga de un farmaco
que se va a encapsular, y esta siendo atraido a los segmentos 2b de la cadena de polimeros hidréfobos. La figura 1(c)
ilustra un ejemplo estructural de una composiciéon farmacéutica en particulas de acuerdo con la presente invencion (en
lo sucesivo también denominada como "composiciéon farmacéutica"). Una composicién 1’ farmacéutica incluye una
composicion 1 en particulas y un farmaco 4, que lleva una carga opuesta a la carga de un lipido 3 cargado y es retenida
dentro de la composicion 1 en particulas por unién electrostatica con el lipido 3 cargado.
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El término "lipido cargado"” como se utiliza en este documento significa ya sea un lipido aniénico, que tiene mas cargas
negativas que cargas positivas en un medio acuoso, o un lipido catiénico, que tiene mas cargas positivas que cargas
negativas en un medio acuoso. Los lipidos anféteros, que tienen tanto grupos catidnicos como grupos anionicos, se
juzgan por los criterios antes mencionados.

El lipido 3 cargado retiene el farmaco 4 para ser encapsulado dentro de la composicién 1 en particulas por unién
electrostatica. El lipido 3 cargado sélo necesita tener una carga eléctrica opuesta a la carga del farmaco 4 para ser
encapsulado al menos en un entorno de almacenamiento de la composicion 1’ farmacéutica formada a partir de la
composicion 1 en particulas. Esto permitira que el farmaco 4 sea retenido de forma mas segura en la composicion 1 en
particulas durante el periodo de almacenamiento después de la produccion. Preferiblemente, el lipido 3 cargado y el
farmaco 4 tienen cargas opuestas entre si incluso en ambientes fisiologicos, tales como en sangre (por ejemplo, pH
7.4). Esto permitira una prevenciéon mas segura del farmaco 4 de desprenderse de la composicion 1 en particulas
durante el transporte al objetivo de administracion.

Los lipidos 3 cargados se estan atrayendo hacia los segmentos 2b de la cadena de polimeros hidrofobos mediante el
siguiente mecanismo. La composicion 1 en particulas se forma mediante un método que incluye la etapa de suspender
las unidades 2 de copolimero de bloques y los lipidos 3 cargados en una soluciéon acuosa. Los segmentos 2b de la
cadena de polimeros hidréfobos de las unidades 2 de copolimero de bloques no pueden dispersarse, pero forman un
agregado, en la solucion acuosa debido a su hidrofobicidad, mientras que los segmentos 2a de la cadena de polimeros
hidréfilos pueden dispersarse y moverse libremente en la solucién acuosa. De este modo, las unidades 2 de copolimero
de bloques estan dispuestas radialmente en la solucién acuosa, con los segmentos 2b de la cadena de polimeros
hidréfobos radialmente dentro y los segmentos 2a de la cadena de polimeros hidréfilos radialmente afuera. Los lipidos 3
cargados son atraidos hacia los segmentos 2b de la cadena de polimeros hidréfobos, puesto que son altamente
hidréfobos y tienen una mayor afinidad para los segmentos 2b de la cadena de polimeros hidréfobos que para el agua o
los segmentos hidréfilos 2a de la cadena de polimeros. De este modo, los lipidos 3 cargados estan dispuestos
alejandose de la superficie externa de la composicion 1 en particulas. De este modo, se evita que las superficies
externas de la composicion 1 en particulas y la composicion 1’ farmacéutica se carguen para atraer una sustancia que
tiene una carga opuesta a la de los lipidos 3 cargados (por ejemplo, proteinas de la sangre).

Cuando los lipidos 3 cargados y las unidades 2 de copolimero de bloques estan suspendidos en la soluciéon acuosa,
forman particulas en estado de mezcla, de modo que los lipidos 3 cargados adyacentes entre si a lo largo de la
circunferencia de la composicién 1 en particulas no son contiguos entre si, pero intervienen entre las unidades 2 de
copolimero de bloques adyacentes a lo largo de la circunferencia de la composicion 1 en particulas, como se muestra
en la figura 1(b). De este modo, los lipidos 3 cargados adyacentes a lo largo de la circunferencia de la composiciéon 1 en
particulas estan separados por las unidades 2 de copolimero de bloques y se les impide estar en contacto entre si. De
acuerdo con lo anterior, en la composicion 1 en particulas, se forman brechas G lo suficientemente grandes para
acomodar unidades 2 de copolimero de bloques entre los lipidos 3 cargados adyacentes a lo largo de la circunferencia
de la composicion 1 en particulas. En otras palabras, las brechas G se forman entre los lipidos 3 cargados adyacentes y
las unidades 2 de copolimero de bloques se situan dentro de las brechas G. La fuerza de union entre el lipido 3 cargado
y la unidad de copolimero de bloque 2 es menor que la de los lipidos 3 cargados. Por lo tanto, en comparacion con los
DDS convencionales (liposomas) en los que los lipidos estan dispuestos contiguos entre si a lo largo de la
circunferencia de la particula, la composicion 1 en particulas puede desintegrar facilimente su forma particular debido al
desacoplamiento de los lipidos 3 cargados. Como resultado, se evita que el farmaco 4 encapsulado en las particulas
(portadores) sea retenido excesivamente. Por otra parte, los liposomas sigilosos, representados por los DDS descritos
en el Documento de Patente 4, se preparan primero formando liposomas con bicapas lipidicas y luego uniendo
copolimeros de dibloques a la superficie de los liposomas, con lo cual los lipidos adyacentes a lo largo de la
circunferencia de la particula no son separados entre si, por ejemplo, por los copolimeros de bloques, sino que estan
dispuestos contiguos entre si.

El estado en el que se evita que la superficie externa de la composicion 1 en particulas o la composicién 1’ farmacéutica
se cargue para atraer una sustancia cargada se puede confirmar basandose en, esto es, si el valor absoluto del
potencial zeta de la composicién 1 en particulas o la composicién 1’ farmacéutica es inferior a un valor predeterminado.
Especificamente, el valor absoluto del potencial zeta de la composiciéon 1’ farmacéutica debe ser preferiblemente 10mV
0 mas bajo, por ejemplo, 5mV o0 mas bajo, o 3mV o mas bajo, mas preferiblemente 2mV o mas bajo, ain mas
preferiblemente 1mV o mas bajo. La incorporacion del farmaco 4 en la composicion 1 en particulas tiende a reducir el
valor absoluto del potencial zeta de la composiciéon 1’ farmacéutica resultante para ser inferior que el valor absoluto del
potencial zeta de la composiciéon 1 en particulas. De acuerdo con lo anterior, el valor absoluto del potencial zeta de la
composicion 1 en particulas preferiblemente debe ser de 15 mV o menos, por ejemplo, 12mV o mas bajo, 0 6mV o mas
bajo, mas preferiblemente 3mV o mas bajo, preferiblemente 2mV o mas bajo, aun mas preferiblemente 1mV o mas bajo.
El potencial zeta se puede medir adicionando a la composicién 1 en particulas o a la composicién 1’ farmacéutica una
solucién reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) en dicha cantidad que la relacion de los lipidos 3 cargados totales a la
solucién reguladora es de 0.1 mg/mL.

Obsérvese que los valores absolutos del potencial zeta mencionados en este documento se pueden redondear a los
numeros enteros mas préximos. Por ejemplo, el valor absoluto del potencial zeta de "2mV o mas bajo" debe cubrir
valores inferiores a 2.5mV.
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Como se demuestra en los siguientes ejemplos, la agregabilidad de la composiciéon 1 en particulas o la composiciéon 1’
farmacéutica en sangre se puede evitar controlando el valor absoluto del potencial zeta de la composicidon 1 en
particulas o la composicién farmacéutica 1' a un nivel bajo. Especificamente, si se controla el valor absoluto del
potencial zeta de la composicién 1 en particulas para que sea inferior a un valor predeterminado, la agregabilidad en la
sangre se puede evitar hasta un grado tal que la agregabilidad de la composicién 1 en particulas en la sangre debe ser
preferiblemente, por ejemplo, 0.2 o mas bajo, o 0.18 o més bajo, o 0.15 o mas bajo, més preferiblemente 0.1 o0 mas
bajo, o en algunos casos 0.05 o mas bajo. Alternativamente, controlando que el valor absoluto del potencial zeta de la
composicion 1’ farmacéutica sea mas bajo a un valor predeterminado, la agregabilidad en la sangre puede prevenirse
hasta un grado tal que la agregabilidad de la composicidon farmacéutica 1' en la sangre debe ser preferiblemente, por
ejemplo, 0.2 o mas bajo, 0 0.16 o mas bajo, mas preferiblemente 0.1 o0 mas bajo, o en algunos casos 0.05 o mas bajo.

La agregabilidad en la sangre se puede calcular de la siguiente manera:

(i) La muestra A se prepara adicionando una composicién objeto (composicion 1 en particulas o composicion 1’
farmacéutica) a una soluciéon reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) en dicha cantidad que la relacion de los lipidos 3
cargados totales a la solucién reguladora es 2.2 mg/mL, seguido de la adiciéon de 9 mL de FBS (suero bovino fetal) por
mL de la solucion reguladora.

(ii) La muestra B se prepara de una manera similar a la etapa (i) anterior, excepto que el FBS (suero bovino fetal) se
reemplaza con solucién reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4).

(iii) Las muestras A y B se dejan reposar a 37°C, durante 24 horas, después de lo cual se mide la absorbancia a una
longitud de onda de 700 nm para cada muestra.

(iv) La "absorbancia para la muestra B" se resta de la "absorbancia para la muestra A", y el valor resultante se
determina como la agregabilidad en la sangre. Cuanto menos sea el valor, menor es la probabilidad de agregar en la
sangre la composicion del objeto.

La relacion en peso de la cantidad de las unidades 2 de copolimero de bloques con respecto a la cantidad de los lipidos
3 cargados deberia ser preferiblemente de 1.0 o mas alto, mas preferiblemente de 1.5 o mas alto, ain mas
preferiblemente de 2.0 o mas alto y preferiblemente de 50 o mas bajo, mas preferiblemente 20 o0 mas bajo, todavia mas
preferiblemente 10 o mas bajo. Cuanta mas alta sea la relaciéon, mas bajo sera el valor absoluto del potencial zeta de la
composicion 1 en particulas o de la composicion 1’° farmacéutica. Los farmacos 4 se pueden encapsular mas
activamente en la particula a medida que la proporcion de los lipidos 3 cargados se hace mas alta, razon por la cual la
proporcion preferiblemente debe estar limitada a 50 o mas baja, como se mencion6 anteriormente.

Los lipidos 3 pueden ser un lipido simple, un lipido conjugado o un lipido derivado. Ejemplos de los mismos incluyen
fosfolipidos, glicoglicerolipidos, glucoesfingolipidos, esfingoides y esteroles. Especificamente, los ejemplos de lipidos
cationicos incluyen 1,2-dioleoil-3-trimetilamoniopropano (DOTAP), cloruro de N-(2,3-dioleoiloxipropan-1-il)-N,N,N-
trimetilamonio  (DOTMA), trifluoroacetato de  2,3-dioleoiloxi-N-[2-(espermidocarboxiamida)etil]-N,N-dimetil-1-
propanaminio (DOSPA), bromuro de 1,2-dimitirisiloxipropil-3-dimetilhidroxietilamonio (DMRIE), bromuro de 1,2-
dioleoiloxipropil-3-dietilhidroxietilamonio  (DORIE), y 3B-[N-(N’N’-dimetilaminoetil)carbamoil]colesterol (DC-Chol).
Ejemplos de lipidos anidnicos incluyen cardiolipina, diacilfosfatidilserina, acido diacilfosfatidico, N-
succinilfosfatidiletanolamina (N-succinil PE), acido fosfatidico, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, fosfatidiletilenglicol y
succinato de colesterol.

El segmento 2a de la cadena de polimeros hidréfilos debe ser preferiblemente un segmento de la cadena de polimeros
soluble en agua hecho de polietilenglicol o polioxietileno. El peso molecular del segmento 2a de la cadena de polimeros
hidréfilos debe ser preferiblemente de 2,500 Da o mas alto, mas preferiblemente de 5,000 Da o mas alto, ain mas
preferiblemente de 8,000 Da o mas alto, y preferiblemente 200,000 Da o mas bajo, mas preferiblemente 20,000 Da o
mas bajo, aun mas preferiblemente 15,000 Da o mas bajo. El segmento 2b de la cadena de polimeros hidréfobos
deberia ser preferiblemente un segmento derivado de una cadena de poliaminoacido. El numero de unidades repetitivas
en el segmento 2b de la cadena de polimeros hidréfobos debe ser preferiblemente 10 o mas alto, mas preferiblemente
20 o mas alto, y preferiblemente 200 o mas bajo, mas preferiblemente 100 o mas bajo, todavia mas preferiblemente 60
o0 mas bajo. Con el fin de reducir el valor absoluto del potencial zeta de la composicién 1 en particulas, esto es, reducir
la carga superficial de la composicion 1’ farmacéutica (para estar mas cerca de neutro), el tamafo del segmento 2a de
la cadena de polimeros hidréfilos (peso molecular) debe ser preferiblemente mayor que el tamafio del segmento 2b de
la cadena de polimeros hidréfobos (el numero de unidades repetitivas) en la unidad 2 de copolimero de bloques.

El segmento 2a de la cadena de polimeros hidréfilos y el segmento 2b de la cadena de polimeros hidréfobos también
pueden tener un sustituyente cargado tal como un grupo amino y un grupo carboxi, siempre que la superficie externa de
la composicién 1 en particulas o la composiciéon 1’ farmacéutica no soporte una carga que pueda atraer una sustancia
cargada.

El segmento 2a de la cadena de polimeros hidréfilos y el segmento 2b de la cadena de polimeros hidréfobos pueden
estar unidos entre si por union covalente a los extremos de sus cadenas principales. Especificamente, los ejemplos de
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la unidad 2 de copolimero de bloques son los compuestos representados por las formulas generales (1) y (Il). La
composicion 1 en particulas puede contener dos o mas tipos de unidades 2 de copolimero de bloques.

[Formula 1]
R'—(OCH,CH,),—L'—(COCHNH),—(COR’CHNH),,—R?
(CHa)y C=0
C=0 R ()
Rﬁ Rﬁ
RS
[Formula 2]

R3—(OCH,CHa),—L%—(NHCHCO),—(NHCHR'CO),,—R*

(CH,), Cc=0
,
C= T ()
R® R®
RE

En las formulas (1) y (II),

R' y R®, independientemente uno del otro, es ya sea atomo de hidrégeno o un grupo representado por RS(RQ) CH(CHz)q-
, donde R® y R® (i) independientemente uno del otro, es atomo de hidrégeno, grupo alcoxi C1.6, grupo ariloxi, grupo aril-
C1.3-0xi, grupo ciano, grupo carboxi, grupo amino, grupo alcoxi C4.¢ carbonilo, grupo acilamida Cz.7, grupo tri-alquilo C1.s
siloxi, grupo siloxi, o grupo sililamino, (ii) forman entre si un grupo etileno dioxi o grupo propileno dioxi, que son ya sea
no sustituido o sustituido con un grupo alquilo C+.3, o (iii) junto con un grupo CH al que estan unidos, forman un grupo
formilo, y g es un numero entero desde 0 a 10;

R?es atomo de hidrégeno, grupo carbonilo alifatico C1-Cyg saturado o insaturado, o grupo arilcarbonilo;

R*es grupo hidroxi, grupo oxi alifatico C1-C3o saturado o insaturado, o grupo aril-alquiloxi inferior;

R%es -O-0 -NH-;

R® es atomo de hidrégeno, grupo fenilo, grupo bencilo, grupo -(CH>)s- fenilo, grupo alquilo Cs4-C16 que es ya sea no
sustituido o sustituido con un grupo amino o grupo carbonilo, o residuo de derivado de esterol;

R es grupo metileno;
n es un numero entero desde 55 a 4,600;
X es un numero entero desde 10 a 200;

m es un numero entero desde 0 a 200, en donde cuando m es uno o mas, las unidades (COCHNH) y Ia(s)unidad(esg
(COR7CHNH) pueden estar dispuestas en un orden aleatorio en el copolimero de bloques, y cuando m es dos 0 mas, R
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se selecciona para cada unidad de aminoacido independientemente uno del otro y pueden estar dispuestas en un orden
aleatorio en el copolimero de bloques, con la condicion de que los atomos de hidrégeno no excedan el 75% de R®;

yes102;

L' es un grupo de enlace seleccionado entre -NH-, -O-, -O-Z-NH-, -CO-, -CHz-, y -0O-Z-S-Z-NH-, donde Z,
independientemente uno del otro, es un grupo alquileno C1-Cs; y

L% es un grupo de enlace seleccionado entre -OCO-Z-CO- y-NHCO-Z-CO-, donde Z es un grupo alquileno C+-Cs.
En las formulas (1) y (1),

n es un numero entero de preferiblemente 110 o mas grande, mas preferiblemente 180 o mas grande, y preferiblemente
460 o més bajo, mas preferiblemente 340 o mas bajo;

X es un numero entero de preferiblemente 20 o mas grande, y preferiblemente 100 o mas bajo, mas preferiblemente 60
0 mas bajo; y

m es un nimero entero de preferiblemente 100 o mas bajo, mas preferiblemente 60 o mas bajo.

La unidad 2 de copolimero de bloques puede ser preferiblemente un polimero aniénico. El uso de un polimero aniénico
como la unidad 2 de copolimero de bloques junto con un lipido catiénico como lipido 3 cargado facilita el control del
valor absoluto del potencial zeta de la composicidon 1 en particulas y la composiciéon 1’ farmacéutica a 3mV o menos,
preferiblemente 2mV o menos, y mas preferiblemente 1mV o menos. También, como se demuestra en los ejemplos a
continuacioén, el uso de un polimero anidnico como la unidad 2 de copolimero de bloques hace posible evitar la
agregabilidad en la sangre mas marcadamente, en comparacion con el caso donde se usa un polimero neutro que tiene
un valor absoluto similar del potencial zeta. Como se usan en este documento, los polimeros que tienen mas cargas
negativas que cargas positivas en un medio acuoso con un pH fisiolégico (por ejemplo, pH 7.4) se consideran como
anidnicos, los polimeros que tienen cargas mas positivas que las cargas negativas en el medio acuoso, se consideran
como catidnicos, y los polimeros que tienen cantidades sustancialmente iguales de cargas positivas y cargas negativas
en el medio acuoso se consideran como neutrales.

Ejemplos preferidos de la unidad 2 de copolimero de bloques anidénicos son compuestos representados por las formulas
generales (1) y (ll) en las que R’ es -O-, R® es un grupo bencilo, grupo -(CHz)s-fenilo o grupo alquilo C4-C+s que es ya
sea no sustituido o sustituido con un grupo amino o grupo carbonilo.

La unidad 2 de copolimero de bloques se puede formar, por ejemplo, acoplando un polimero que tiene una cadena de
polimeros hidréfilos con un polimero que tiene una cadena de poliaminoacido de una manera conocida, opcionalmente
después de purificar, si es necesario, los polimeros para restringir la distribucién del peso molecular. La unidad 2 de
copolimero de bloques de acuerdo con la férmula (l) también se puede formar, por ejemplo, mediante las etapas de:
llevar a cabo la polimerizacién viva del anion utilizando un iniciador que puede afadir R para formar una cadena de
polietilenglicol; introducir un grupo amino en el extremo de crecimiento; y polimerizar, en el extremo amino, un N-carboxi
anhidrido (NCA) de un aminoacido protegido, tal como Ne-Z-L-lisina, B-bencil-L-aspartato, o y-bencil-L-glutamato.

La composicidn 1 en particulas se puede formar, por ejemplo, de la siguiente manera. En primer lugar, una unidad 2 de
copolimero de bloques y un lipido 3 cargado, opcionalmente junto con un lipido neutro, se disuelven o dispersan
completamente en una soluciéon de formaciéon que contiene un solvente, después de lo cual el solvente organico se
elimina por evaporacion. Ejemplos de solventes organicos incluyen acetona, diclorometano, dimetilformamida,
dimetilsulféxido, acetonitrilo, tetrahidrofurano y metanol. La solucion de formacién puede contener dos o mas solventes
organicos, y también puede contener una pequefia cantidad de agua. El sélido o pasta resultante se combina con agua
0 una solucién acuosa que contiene un aditivo tal como una sal o estabilizante apropiado, seguido de agitacion para
dispersar la unidad de copolimero de bloques y el(los) lipido(s). El producto resultante se dispersa/pulveriza
adicionalmente por medio de, por ejemplo, irradiacién con ultrasonidos, emulsién a alta presién o extrusor para formar
de este modo la composicién 1 en particulas.

La presente invencién puede proporcionar una composicion 1’ farmacéutica que tiene la composicion 1 en particulas
anterior y un farmaco 4 que lleva una carga opuesta a la carga del lipido 3 cargado contenido en la composiciéon 1 en
particulas. El farmaco 4 se retiene en la composicién 1 en particulas por union electrostatica con el lipido 3 cargado. De
este modo, la unién entre el lipido 3 cargado y el farmaco 4 es reversible y no implica ningun cambio estructural
quimico. El farmaco 4 puede encapsularse en la composicién portadora ya sea adicionando el farmaco 4 a la solucion
de formacion en la produccion de la composicion portadora, o adicionando la composicion portadora a una solucion del
farmaco 4.

Ejemplos del farmaco 4 incluyen: compuestos anionicos, que tienen mas cargas negativas que cargas positivas en un
medio acuoso con un pH fisiolégico (por ejemplo, pH 7.4); y compuestos catidnicos, que tienen cargas mas positivas
que cargas negativas en el medio acuoso. Los compuestos deben ser preferiblemente compuestos macromoleculares.
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Ejemplos de los compuestos macromoleculares que se pueden utilizar como el farmaco 4 incluyen cadenas de péptidos,
proteinas, azucar y acidos nucleicos.

Con el fin de evitar que el farmaco 4 se desenganche de la composicién 1 en particulas en sangre demasiado pronto o
se encapsule en la composicion 1 en particulas durante demasiado tiempo, la relacién de carga entre el lipido 3 cargado
y el farmaco 4 en la composicion 1’ farmacéutica preferiblemente debe ser controlada para estar dentro de un intervalo
particular. Cuando el farmaco 4 es, por ejemplo, un acido nucleico, la relacién de carga se puede definir como [la
concentracién molar de grupos cationicos del lipido 3 cargado contenido en la composicién en particulas]/[la
concentracion molar de grupos fosféricos en el acido nucleico]. Por otra parte, cuando el farmaco es un compuesto que
tiene tanto grupos aniénicos como cationicos, por ejemplo, una proteina, la relaciéon de carga se puede definir como [la
concentracion molar de grupos cargados del lipido cargado contenido en la composicion en particulas)/([La
concentracion molar de grupos en el farmaco que se cargan opuestamente al lipido cargado]-[la concentracion molar de
grupos en el farmaco que se cargan de forma similar al lipido cargado]). La relacién de carga debe ser preferiblemente
0.5 o0 mas alta, mas preferiblemente uno o mas alta, aln mas preferiblemente 2 o mas alta, y preferiblemente 50 o mas
baja, méas preferiblemente 20 o mas baja, aun mas preferiblemente 10 o mas baja.

Los tamafios medios de particulas de la composicién 1 en particulas y la composicion 1’ farmacéutica deberian ser
preferiblemente 10 nm o mas grande, mas preferiblemente 30 nm o mas grande, y preferiblemente 300 nm o mas
pequefio, mas preferiblemente 200 nm o mas pequefio.

Ejemplos

La presente invencion se explicara con mas detalle a continuacion haciendo referencia a los Ejemplos. La medicién de
los tamafios medios de particulas de composiciones en particulas por medio de dispersidon dinamica de luz (DLS)
mencionada en la explicacién siguiente se llevé a cabo utilizando el analizador de dispersion de luz Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instrumentos).

[Ejemplo del grupo 1: Composicion en particulas]
[Ejemplo 1-1]

Se disolvieron cinco gramos de a-metoxi-w-amino-polietilenglicol (en lo sucesivo también denominado como "PEG") que
tenia un peso molecular promedio de peso (Mw) de 10000 (Fabricado por NOF Corp.) en 50 mL de dimetilsulféxido, que
se hizo reaccionar con 5.5 g (42 partes con respecto al polietilenglicol) de N-carboxi anhidrido (NCA) de y-bencil-L-
glutamato (en lo sucesivo también denominada como "PBLG") a 40°C, durante 24 horas. La solucién de reaccion se
dejé caer en 1L de una mezcla de solventes de hexano y acetato de etilo (proporcion en volumen 1:1) para provocar la
precipitacion de un polimero, que se recuperd por filtracion a presion reducida y después se secoé para producir 8.6 g de
un producto solido. Este producto se disolvié en 86 mL de DMF, con lo cual se mezclaron 432 uL de anhidrido acético y
se hicieron reaccionar a 40°C, durante 24 horas. La solucidon de reaccién se dej6 caer en 1 litro de una mezcla de
solvente de hexano y acetato de etilo (proporcién en volumen 1:1) para provocar la precipitacion de un polimero, que se
recuperd por filtracion a presién reducida y luego se sec6 mas para producir 8.1 g de copolimero de bloques
polietilenglicolpoli(y-bencil-L-glutamato)-Ac (en lo sucesivo también denominado como "PEG-PBLG"), que es un
polimero neutro. La férmula estructural de PEG-PBLG se muestra a continuacién. El analisis de 'H-RMN revelo que el
grado de polimerizacién del bloque de PBLG fue 40.



10

15

20

25

30

ES2614615T3

[Formula 3]

0
|l W H
CH34€DCHECH2+CH2NH C—C_N—)—CmCH3
40

227

Se mezclaron 4 mL de la solucién de PEG-PBLG en cloroformo (50 mg/mL) con 0.5 mL de solucién de 1,2-dioleoil-3-
trimetilamoniopropano (en lo sucesivo también denominada como "DOTAP") (Avant Polar Lipid) en cloroformo (40
mg/mL), el solvente se evaporé en un evaporador rotatorio, y se secd adicionalmente durante la noche a presion
reducida. Al solido resultante, se adicionaron 10 mL de solucién reguladora HEPES 20 mM (pH 7.4) y se agité a
temperatura ambiente, durante 3 horas para suspender el sélido. La suspension se pulverizé por irradiacion ultrasénica
(130W, pulso de 1 segundo, 20 minutos). La solucién se pasé a través de un filtro de 0.2 pm (Millex GP, Millipore) para
producir de este modo la composicién 1 en particulas. La composicidon 1 en particulas se forma con los segmentos de la
cadena de polimeros hidréfobos dispuestos radialmente dentro y los segmentos de la cadena de polimeros hidréfilos
dispuestos radialmente en el exterior. Las composiciones en particulas 2 a 6 descritas a continuacién estan también en
un estado similar.

[Ejemplo 1-2]

La composicion 2 en particulas se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1-1, excepto que se sustituyé DOTAP
por acido fosfatidico (lipido aniénico cargado, en lo sucesivo también denominado como "PA").

[Ejemplo 1-3]

Se mezclaron cuatro mL de la solucion de PEG-PBLG en cloroformo (50 mg/mL) preparada en el Ejemplo 1-1 con 0.5
mL de la solucion DOTAP (lipido catiénico: Avant Polar Lipid) en cloroformo (40 mg/mL) y 0.5 mL de soluciéon de
dioleoilfosfatidiletanolamina (en lo sucesivo también denominada como "DOPE", Avant Polar Lipid) (lipido neutro; Avant
Polar Lipid) en cloroformo (40 mg/mL), el solvente se evaporé en un evaporador rotatorio, y se secé adicionalmente
durante la noche bajo presién reducida. Al sélido resultante, se le adicionaron 5 mL de solucién reguladora HEPES 20
mM (pH 7.4) y se agité a temperatura ambiente durante 3 horas para suspender el sélido. La suspension se pulverizd
por irradiacién ultrasoénica (130W, pulso de 1 segundo, 20 minutos). La solucién se pasé a través de un filtro de 0.2 um
(Millex GP, Millipore) para producir de este modo la composicién 3 en particulas.

[Ejemplo 1-4]

La composicion 4 en particulas se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1-3 excepto que la cantidad de
solucién en cloroformo de PEG-PBLG se cambié a 2 mL.

[Ejemplo 1-5]

La composicion 5 en particulas se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1-3 excepto que la cantidad de
solucion en cloroformo de PEG-PBLG se cambié a 1.33 mL.

[Ejemplo 1-6]
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La composicion 6 en particulas se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1-3 excepto que la cantidad de la
solucién en cloroformo de PEG-PBLG se cambié a 1 mL.

[Ejemplo 1-7]

El PEG-PBLG preparado en el Ejemplo 1-1 se tratd con alcali para desproteger los grupos bencilo de las cadenas
laterales de acido glutamico, con lo cual se preparé copolimero de bloques de polietilenglicol/poli (acido L-glutamico)
(PEG-pGlu). Las cadenas laterales de acido glutamico de PEG-pGlu se modificaron parcialmente con grupos octilo
(CgH17) a través de una reaccion de condensacion utilizando alcohol octilico para producir de este modo polimero PEG-

pGlu (C8), que es un polimero aniénico. El analisis por "H-RMN revelo que el numero de grupos octilo introducidos era
de 33 por polimero. La formula estructural de PEG-pGlu (C8) se muestra a continuacion.

[Formula 4]

0]

Hgﬂ—GDCHECHz%CHzNH%G
227

O—0Q

OI

CH4

Ir=
g

40

R'0: H (7 unidades), CgHy7 (33 unidades)

Se mezcld un mililitro de una solucién de metanol (50 mg/mL) del PEG-pGlu (C8) resultante con 0.5 mL de una solucion
de metanol (40 mg/mL) de DOTAP (lipido cargado catidnico, Avanti Polar Lipid) y 0.5 mL de una soluciéon de metanol
(40 mg/mL) de dioleoilfosfatidiletanolamina (en lo sucesivo también denominada como "DOPE") (lipido neutro, Avanti
Polar Lipid) y luego el solvente se evapord en un evaporador rotatorio y se seco durante la noche a presion reducida. El
so6lido resultante se combiné con 2.5 mL de solucidn reguladora de fosfato de sodio 100 mM (pH 7.4), se agité durante
tres horas a temperatura ambiente para obtener una suspension. La suspensién se pulverizé por irradiacion ultrasénica
(130W, pulso de 1 segundo, 10 minutos) y se paso a través de un filtro de 0,2 um (Millex GP, Millipore) para producir de
ese modo la composicion 7 en particulas.

[Ejemplo 1-8]

La composicion 8 en particulas se prepard de la misma manera que en el Ejemplo 1-7, excepto que la cantidad de la
solucién en metanol (50 mg/mL) de PEG-pGlu (C8) se cambié a 0.5 mL.

[Ejemplo 1-9]

El PEG-PBLG preparado en el Ejemplo 1-1 se traté con alcali para desproteger los grupos bencilo de las cadenas
laterales del &cido glutamico, con lo cual se preparé copolimero de blogues polietilenglicol/poli(acido L-glutdmico) (PEG-
pGlu). Las cadenas laterales de acido glutamico de PEG-pGlu se modificaron parcialmente con grupos bencilo (PhCH>)
a través de una reaccion de condensacion utilizando alcohol bencilico para producir de este modo PEG-pGlu (Bn), que
es un polimero anidnico. El analisis por 'H-RMN revelo que el numero de grupos bencilo introducidos era 34 por
polimero. La férmula estructural de PEG-pGlu (Bn) se muestra a continuacion.
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[Formula 9]
0
C OCH,C C "rli|2.l E N
H3 4(' Hg szﬁ HzNH
227 \ }40

I
——
=0

CH;

R0 H (6 unidades), PhCH, (34 unidades)

Se mezclé un mililitro de una solucién de acetona (50 mg/mL) de PEG-pGlu (C8) con 0.5 mL de una soluciéon de metanol
(40 mg/mL) de DOTAP (lipido cargado catiénico, Avanti Polar Lipid) y 0.5 mL de una solucién de metanol (40 mg/mL) de
dioleoilfosfatidiletanolamina (en lo sucesivo también denominado como "DOPE") (lipido neutro, Avanti Polar Lipid), y
luego el solvente se evapord en un evaporador rotatorio y se secd durante la noche a presion reducida. El sdlido
resultante se combiné con 2.5 mL de solucion reguladora de fosfato de sodio 100 mM (pH 7.4), se agitdé durante tres
horas a temperatura ambiente para obtener una suspensién. La suspension se pulverizd por irradiacion ultrasénica (130
W, pulso de 1 segundo, 10 minutos) y se paso a través de un filtro de 0.2 ym (Millex GP, Millipore) para producir de este
modo la composicion 9 en particulas.

[Ejemplo 1-10]

La composicion 10 en particulas se prepar6 de la misma manera que en el Ejemplo 1-7, excepto que la cantidad de la
solucién en metanol de PEG-pGlu (C8) se cambié a 0.5 mL.

[Ejemplo comparativo 1-1]

La composicion comparativa C1 se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1-1, excepto que no se utilizé
DOTAP.

[Ejemplo comparativo 1-2]

La composicion comparativa C2 se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1-3, excepto que no se utilizé
DOTAP.

[Ejemplo comparativo 1-3]

La composicion comparativa C3 se prepard de la misma manera que en el Ejemplo 1-3, excepto que no se us6é PEG-
PBLG. La composicion C3 no contiene un copolimero de bloques, sino que sdlo contiene DOTAP (lipido cargado) y
DOPE (lipido neutro).

[Evaluacién 1a]

Los tamafios medios de particulas de las composiciones en particulas 1 a 10 y las composiciones comparativas en
particulas C1 a C3 se midieron utilizando dispersién dinamica de la luz. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

[Tabla 1]

Composicién en Relacion de peso de polimero y lipido Tamafio de
particulas particula (nm)
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Ejemplo 1-1 1 PEG-PBLG:DOTAP=10:1 64.7
Ejemplo 1-2 2 PEG-PBLG:PA=10:1 73.2
Ejemplo 1-3 3 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=10:1:1 88.7
Ejemplo 1-4 4 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=5:1:1 90.3
Ejemplo 1-5 5 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=3.3:1:1 87.7
Ejemplo 1-6 6 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=2.5:1:1 88.1
Ejemplo 1-7 7 PEG-pGIlu(C8):DOTAP:DOPE=2.5:1:1 167.7
Ejemplo 1-8 8 PEG-pGlu(C8):DOTAP:DOPE=1.25:1:1 158.1
Ejemplo 1-9 9 PEG-pGlu(Bn):DOTAP:DOPE=2.5:1:1 1371
Ejemplo 1-10 10 PEG-pGlu(Bn):DOTAP:DOPE=1.25:1:1 158.1
Ejemplo comparativo 1-1 C1 - 94.2
Ejemplo comparativo 1-2 Cc2 PEG-PBLG:DOPE=10:1 87.3
Ejemplo comparativo 1-3 C3 DOTAP:DOPE-1:1 61.7

[Evaluacion 1b]

A las composiciones en particulas 3 a 10 y la composicion C3 en particulas comparativas, se le adiciond solucién
reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) para preparar muestras que tenian una concentracion de lipidos cargada de 0.1
mg/mL. Utilizando el analizador de dispersion de luz Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), se determiné el potencial
zeta para cada muestra (800 pL). Se utilizaron células capilares desechables (DTS1060, Malvern Instruments) para la
medicion, y la temperatura durante la medicion se fij6é a 25°C.

[Tabla 2]

Composicién en particulas | Relaciéon de peso de polimero y lipido Potencial zeta (mV)
3 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=10:1:1 2.04
4 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=5:1:1 5.38
5 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=3.3:1:1 7.80
6 PEG-PBLG:DOTAP:DOPE=2.5:1:1 11.0
7 PEG-pGIlu(C8):DOTAP:DOPE=2.5:1:1 1.63
8 PEG-pGlu(C8):DOTAP:DOPE=1.25:1:1 1.09
9 PEG-pGlu(Bn):DOTAP:DOPE=2.5:1:1 0.26
10 PEG-pGlu(Bn):DOTAP:DOPE=1.25:1:1 2.06
C3 DOTAP:DOPE=1:1 60.7

Como se muestra en la Tabla 2, las composiciones en particulas 3 a 10 tenian valores absolutos mas bajos del
potencial zeta comparado con la composicion C3 en particulas comparativa que no contenia unidades de copolimero de
bloques. En las composiciones en particulas 3 a 10, los valores absolutos del potencial zeta se hicieron mas bajos a
medida que la relaciéon en peso de las unidades de copolimero de bloques con el lipido cargado se hicieron mas altos.
Este resultado significa que se evitd que la superficie externa de las composiciones en particulas 3 a 10 lleven cargas
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resultantes del lipido cargado. Asumiendo que el contenido de los lipidos cargados en las composiciones en particulas
es constante, este resultado también significa que la superficie externa de las particulas es menos probable que lleve
cargas resultantes de los lipidos cargados, ya que la densidad de la zona constituida por el segmento de la cadena de
los polimeros hidroéfilos se vuelve mas alta.

[Evaluacion 1c: Evaluacion de agregabilidad en la sangre]

Utilizando las composiciones en particulas 3 a 10 y la composicion C3 en particulas comparativa como las
composiciones en particulas, se determind la absorbancia de las muestras A y B preparadas como se describio
anteriormente a una longitud de onda de 700 nm utilizando un lector de placas (POWERSCAN HT, Dainippon Sumitomo
Pharma Co., Ltd.) para calcular la agregabilidad en la sangre. Cuando el valor calculado era 0 o menos, la agregabilidad
en la sangre se fij6 en 0. La Tabla 3 muestra estos datos y los valores absolutos del potencial zeta determinados en la
evaluacion 1b, mientras que la figura 2 muestra la relacién entre el valor absoluto del potencial zeta y la agregabilidad
en la sangre.

[Tabla 3]
Composicion en particulas | Relacion de peso de polimero y lipido | Potencial zeta (mV)
Ninguno 0.118 -
3 0.093 2.04
4 0.177 5.38
5 0.185 7.80
6 0.198 11.0
7 0 1.63
8 0 1.09
9 0.012 0.26
10 0.073 2.06
C3 0.375 60.7

Como puede verse en la figura 2 y la Tabla 3, la agregabilidad en la sangre fue baja cuando el valor absoluto del
potencial zeta de la composicion en particulas era 10mV o mas bajo, preferiblemente 6mV o mas bajo, mas
preferiblemente 3mV o mas bajo.

[Ejemplo del grupo 2: Composicion en particulas encapsulantes de albumina (pH 7.4)]
[Ejemplo 2]

La albumina-FITC (Sigma Aldrich), albumina derivada de bovino marcada con FITC (5-isotiocianato de fluoresceina), se
disolvié en solucion reguladora HEPES 20 mM (pH 7.4) para preparar una solucién de 10 mg/mL. Se mezclaron 0.2 mL
de esta solucion de albumina con 0.5 mL de la composicién 1 en particulas (que contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG y 4
mg/mL de DOTAP) y 0.5 mL de solucién reguladora HEPES 20 mM (pH 7.4), y se dejo reposar durante la noche a 4°C
para preparar de este modo una composicién en particulas que encapsula la albumina. El tamafio medio de particulas
de la composicién en particulas medido por dispersién dinamica de luz fue de 98.7 nm. La albumina es una
biomacromolécula que tiene un punto isoeléctrico (Pl) de aproximadamente 4.8 y por lo tanto exhibe un caracter
aniénico a pH 7.4.

[Ejemplo comparativo 2-1]

Se preparé una composicidon en particulas encapsulantes de albumina de la misma manera que en el Ejemplo 2,
excepto que la composicidn 1 en particulas se reemplazé con la composicion 2 en particulas (que contienen 40 mg/mL
de PEG-PBLG y 4 mg/mL de PA). El tamafio medio de particulas de la composicién en particulas medido por dispersion
dinamica de luz fue de 91.6 nm.

[Ejemplo comparativo 2-2]
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Se preparé una composicidon en particulas encapsulantes de albumina de la misma manera que en el Ejemplo 2,
excepto que la composicién 1 en particulas se reemplazd con la composicion C1 en particulas comparativa (que
contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG). El tamafio medio de particulas de la composicion en particulas medido por
dispersion dinamica de luz fue de 118 nm.

[Ejemplo comparativo 2-3]

Se preparé una composicidn en particulas encapsulantes de albumina de la misma manera que en el Ejemplo 2,
excepto que la composicién 1 en particulas se reemplazd con la composicion C2 en particulas comparativa (que
contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG y 2 mg/mL de DOPE). El tamafio medio de particulas de la composicion en particulas
medido por dispersion dinamica de luz fue de 119 nm.

[Evaluacion 2a: Evaluacion de la retencion de albumina por ultracentrifugacion]

Se ultracentrifugaron cuarenta pL de cada una de las soluciones de las composiciones en particulas encapsulantes de
albumina preparadas en el ejemplo 2 y los ejemplos comparativos 2-1 a 2-3 mezcladas con 360 pL de solucién
reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) a 100,000 xg, 4°C con una ultracentrifuga (Optima MAX Ultracentrifuge, Beckman
Coulter). La intensidad de fluorescencia de albumina-FITC en el sobrenadante se midié utilizando un lector de placas
(POWERSCAN HT, fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) (longitud de onda de excitacién: 485 nm,
longitud de onda de fluorescencia: 528 nm) para determinar la tasa de retencién de albumina en la composicién en
particulas basada en la siguiente ecuacién (1).

(Tasa de retencion) = (A-B) x 100/A Ecuacion (1)

A: Intensidad de fluorescencia de albumina-FITC adicionada a la composicién en particulas

B: Intensidad de fluorescencia de albumina-FITC en el sobrenadante

[Tabla 4]
Composicion en particulas utilizadas | pH | Tasa de retencién de albumina-FITC (%)
Ejemplo 2 1 7.4 94.0
Ejemplo comparativo 2-1 2 7.4 0
Ejemplo comparativo 2-2 C1 7.4 0
Ejemplo comparativo 2-3 C2 74 0

Como se muestra en la Tabla 4, se conservo hasta 94% de albumina en las particulas después de la centrifugacion en
el Ejemplo 2, mientras que en los Ejemplos Comparativos 2-1 a 2-3 casi ninguna albumina estaba presente en las
particulas después de la centrifugacion.

[Evaluacion 2b: Evaluacion de la retencion de albumina por cromatografia de filtracion en gel]

Se analizé un mL de cada una de las soluciones de las particulas encapsulantes de albumina preparadas en el Ejemplo
2 y el Ejemplo Comparativo 2-1 por cromatografia de filtracion en gel utilizando Sepharose CL-4B. El eluyente se
recogié en fracciones y se midid la intensidad de fluorescencia de la albumina-FITC contenida en cada fraccion
utilizando un lector de placas (POWERSCAN HT, fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) (longitud de
onda de excitacion: 485 nm, longitud de onda de fluorescencia: 528 nm). Como eluyente, se utilizd solucién reguladora
HEPES 10 mM (pH 7.4) al cual se le adicioné cloruro de sodio 150 mM.

La figura 3 es un grafico que muestra los resultados de la medicion. Como se muestra en la figura 3, se observaron
picos de elucién en albumina per se y en fracciones alrededor de la fraccién 20 en el Ejemplo Comparativo 2-1, mientras
que en el Ejemplo 2 se observaron picos de elucién en fracciones alrededor de la fraccién 10. Esto significa que el
Ejemplo 2 tiene una mejor capacidad de retencion de albumina en las particulas comparadas con el Ejemplo
Comparativo 2-1.

[Ejemplo del grupo 3: Composicién en particulas encapsulantes de dextrano]
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[Ejemplo 3]

Se disolvié Dextran-FITC (Sigma Aldrich), que es dextrano marcado con FITC con un peso molecular medio de 20000,
en solucion reguladora HEPES 20 mM (pH 7.4) para preparar una soluciéon de 10 mg/mL. Se mezclaron 0.2 mL de esta
solucién de dextrano con 0.5 mL de la composicion 1 en particulas (que contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG y 4 mg/mL
de DOTAP) y 0.5 mL de solucién reguladora HEPES 20 mM (pH 7.4), y se dejo reposar durante la noche a 4°C para
preparar de este modo una composicion en particulas encapsulantes de dextrano. El tamafio medio de particula de la
composicion en particulas medido por dispersion dinamica de luz fue de 77.6

El dextrano es una biomacromolécula que presenta un caracter aniénico a pH 7.4.

[Ejemplo comparativo 3-1]

Se preparé una composicion en particulas encapsulantes de dextrano de la misma manera que en el Ejemplo 3, excepto
que la composicion 1 en particulas se reemplazé con la composicién 2 en particulas (que contienen 40 mg/mL de PEG-
PBLG y 4 mg/mL de PA). El tamafio medio de particulas de la composicion en particulas medido por dispersion
dinamica de luz fue de 95.4 nm.

[Ejemplo comparativo 3-2]

Se prepar6 una composicion en particulas encapsulantes de dextrano de la misma manera que en el Ejemplo 3, excepto
que la composicion 1 en particulas se reemplazé con la composicion C1 en particulas comparativa (que contiene 40
mg/mL de PEG-PBLG). El tamafio medio de particulas de la composicion en particulas medido por dispersién dinamica
de luz fue de 119 nm.

[Ejemplo comparativo 3-3]

Se prepard una composicion en particulas encapsulantes de dextrano de la misma manera que en el Ejemplo 3, excepto
que la composiciéon 1 en particulas se reemplazé con la composicion C2 en particulas comparativa (que contiene 40
mg/mL de PEG-PBLG y 4 mg/mL de DOPE). El tamafio medio de particulas de la composicion en particulas medido por
dispersion dinamica de luz fue de 119 nm.

[Evaluacién 3: Evaluacioén de la retencion de dextrano por ultracentrifugacion]

Para 40 pL de cada una de las soluciones de las composiciones en particulas encapsulantes de dextrano preparadas en
el Ejemplo 3 y Ejemplos Comparativos 3-1 a 3-3, se midi6 la intensidad de fluorescencia de dextrano-FITC en el

sobrenadante de una manera similar a la evaluacion 2a para determinar la tasa de retencion de albumina de la
composicion en particulas sobre la base de la siguiente ecuacion (2).

(Tasa de retencion) = (A-B') x 100/A' Ecuacion (2)

A" Intensidad de fluorescencia de dextrano-FITC adicionada a la composicidn en particulas

B’: Intensidad de fluorescencia de dextrano-FITC en el sobrenadante

[Tabla 5]
Composicion en particulas utilizadas | pH | Tasa de retencion de dextrano-FITC (%)
Ejemplo 3 1 7.4 38.67
Ejemplo comparativo 3-1 2 7.4 6.24
Ejemplo comparativo 3-2 C1 7.4 2.39
Ejemplo comparativo 3-3 C2 7.4 4.03

Como se muestra en la Tabla 5, se conservé casi 40% de dextrano en las particulas después de la centrifugacion en el
Ejemplo 3, mientras que en el Ejemplo Comparativo 3-1 y 3-3 casi ninguna albumina estaba presente en las particulas
después de la centrifugacion.
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[Ejemplo 4: Composicion en particulas encapsulantes de albumina (pH 3.3)]
[Ejemplo 4]

La albumina (derivada de bovino, Sigma Aldrich) se disolvié en solucion reguladora de glicina 50 mM (pH 3) para
preparar una solucion de 1 mg/mL. Se mezclaron dos mL de esta solucién de albumina con 0.5 mL de la composicién 2
en particulas (que contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG y 4 mg/mL de PA) y 0.5 mL de solucién reguladora HEPES 20 mM
(pH 7.4), y se dejé reposar durante una noche a 4°C, pH 3.3 para preparar de este modo una composicién en particulas
encapsulantes de albumina. El tamafio medio de particulas de la composiciéon en particulas medido por dispersion
dinamica de luz fue de 78.8 nm. La albumina presenta un caracter cationico a pH 3.3.

[Ejemplo comparativo 4-1]

Se preparé una composicidén en particulas encapsulantes de albumina de la misma manera que en el Ejemplo 4,
excepto que la composicion 2 en particulas se reemplazé con la composicion 1 en particulas (que contiene 40 mg/mL de
PEG-PBLG y 4 mg/mL de DOTAP). El tamafio medio de particulas de la composiciéon en particulas medido por
dispersién dinamica de luz fue de 95.1 nm.

[Ejemplo comparativo 4-2]

Se preparé una composicién en particulas encapsulantes de albumina de la misma manera que en el Ejemplo 4,
excepto que la composicién 2 en particulas se reemplazd con la composicion C1 en particulas comparativa (que
contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG). El tamafio medio de particulas de la composicidon en particulas medido por
dispersion dinamica de luz fue de 115 nm.

[Ejemplo comparativo 4-3]

Se preparé una composicién en particulas encapsulantes de albumina de la misma manera que en el Ejemplo 4,
excepto que la composicién 2 en particulas se reemplazd con la composicion C2 en particulas comparativa (que
contiene 40 mg/mL de PEG-PBLG y 1 mg/mL de DOPE). El tamaifo medio de particula de la composicién en particulas
medido por dispersién dinamica de luz fue de 120 nm.

[Evaluacioén 4: Evaluacion de la retencion de albumina por ultracentrifugacion]

Se ultracentrifugaron 400 pL de cada una de las soluciones de las composiciones en particulas encapsulantes de
albumina preparadas en el Ejemplo 4 y los Ejemplos Comparativos 4-1 a 4-3 durante 1 hora a 100,000 xg, 4°C con una
ultracentrifuga (Optima MAX Ultracentrifuge, Beckman Coulter). La concentracion de albumina en el sobrenadante se

determind utilizando el kit de determinacion de proteinas BCA Protein Assay (Pierce) para determinar la tasa de
retencion de albumina en la composicidn en particulas basandose en la siguiente ecuacion (3).

(Tasa de retencion) = (A"-B") x 100/A" Fcuacién (3)

A": Concentracion de albumina adicionada a la composicidn en particulas

B": Concentracion de albumina en el sobrenadante

[Tabla 6]
Composicion en particulas utilizadas | pH | Tasa de retencién de albumina (%)
Ejemplo 4 1 3.3 94.75
Ejemplo comparativo 4-1 2 3.3 49.85
Ejemplo comparativo 4-2 C1 3.3 42.86
Ejemplo comparativo 4-3 Cc2 3.3 55.39

Como se muestra en la Tabla 6, se conservdo mas de 94% de albumina en las particulas después de la centrifugacion en
el Ejemplo 4, mientras que en los Ejemplos Comparativos 4-1 y 4-3 la tasa de retencion de albumina después de la
centrifugacion no fue tan alta como en el Ejemplo 4.
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[Ejemplo del grupo 5: Composicion en particulas encapsulantes de ARNSsi]
[Ejemplo 5]

De acuerdo con el procedimiento que se muestra a continuacion, cada composicion en particulas se sometié a
tratamiento de encapsulacién de ARNsi.

Para las composiciones en particulas 3 a 6 y la composicion C3 en particulas comparativa, el tratamiento de
encapsulacioén se llevo a cabo de la siguiente manera. ARNsi se disolvid en solucion reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4)
para preparar una solucion de ARNsi 20 uM. A 250 pL de esta solucién de ARNsi, se le adicionaron 250 pL de la
composicion en particulas cuya concentraciéon se ajusté para satisfacer la relacion de carga (+/-) de interés y después
de mezclar, se dejo reposar a 4°C, durante 2 horas para efectuar el tratamiento de encapsulacion de ARNsi en la
composicion en particulas. La "relacion de carga (+/-)" indica [la concentracion de grupos catiodnicos del lipido cationico
contenido en la composicidon en particulas)/[la concentracién del grupo fosférico en el acido nucleico]. Para las
composiciones en particulas 7 a 10, se adicionaron 279 pL de la composicion en particulas a 100 pL de una solucién
acuosa de ARNsi 100 pM vy, después de mezclar, se dejo reposar a 4°C, durante 2 horas para llevar a cabo el
tratamiento de encapsulaciéon del ARNsi en la composicion en particulas. La relacidon de carga (+/-) de la composicién en
particulas encapsulantes de ARNSsi asi preparada es 8. Las composiciones en particulas encapsuladas con ARNSsi
preparadas a partir de las composiciones en particulas 7 a 10 se sometieron a la operacion de liofilizacion de una
manera convencional para formar una solucion stock, y luego se disolvi6 nuevamente en agua, y se sometié a las
mediciones explicadas a continuacion.

En cada uno de los ejemplos descritos en la presente descripcion, el ARNsi se selecciond entre los que se explican a
continuacion, todos los cuales estan disponibles en Nippon EGT Co., Ltd.

* ARNsi (Luc): Disefiado para dirigir a un gen luciferasa de la luciérnaga del mar, este ARNsi se compone de una hebra
sentido de 5-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT-3* (SEQ ID NO:1) y wuna hebra antisentido de 5'-
UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT-3’ (SEQ ID NO:2) bicatenario de una manera convencional.

* ARNsi (Plk1): Disefiado para dirigir el gen humano Plk1 (quinasa similar a Polo 1), este ARNsi se compone de una
hebra sentido de 5-CCAUUAACGAGCUGCUUAAdTAT-3* (SEQ ID NO:3) y una hebra antisentido de 5'-
UUAAGCAGCUCGUUAAUGGATAT-3’ (SEQ ID NO:4) bicatenario de una manera convencional. El gen Plk1 es una
quinasa que desempefia un papel en la fase M de la division celular. ARNsi (Plk1) induce la apoptosis cuando se
transfectan en la célula.

* F-ARNSsi (Luc): Este ARNsi se forma de la misma manera que ARNsi(Luc) excepto que la hebra antisentido de SEQ ID
NO: 2 esta marcada con Cy3 en el extremo 5' (5'-Cy3-UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT-3’).

[Evaluacién 5a]

En la evaluacién 5a, se utilizé la composicién 4 en particulas y la composicion 6 en particulas como la composicién en
particulas y ARNsi(Luc) como ARNSsi y se sometieron al tratamiento de encapsulacién de ARNsi para obtener la relacion
de carga de 0.5, 1, 2, 4 y 8 en el método descrito en el ejemplo 5. La tasa de encapsulacién de ARNsi en cada
composicion en particulas después del tratamiento de encapsulacion se analizé por electroforesis como se describe a
continuacién. Cada composicion en particulas que contiene 100 ng de ARNsi se cargd en un gel de poliacrilamida
(Novex 20% TBE Gel, Invitrogen), que luego se sometié a electroforesis utilizando la solucion de TBE como solucion
reguladora de electroforesis bajo la condiciéon de un voltaje aplicado de 100 V y un tiempo de migracion de 1 hora. Como
el control, 100 ng de ARNSsi se analiza simultaneamente. Después de completar la electroforesis, el gel se tifié con un
reactivo de revelado SYBR (TM) Green Il (Invitrogen) y se formé una imagen utilizando un instrumento de analisis de
imagenes Molecular Imager FX (Bio-Rad).

La figura 4 muestra el resultado de la electroforesis en la evaluacién 5a, en la que una relacién de carga de 0 significa el
control. Como se muestra en la figura 4, cuando la relaciéon de carga fue 2 o mas, no se observaron bandas derivadas
de ARN:Ssi libre. Esto indica que cuando se utilizaron la composicion 4 en particulas y la composicion 6 en particulas y la
relacion de carga fue de 2 o mas, casi todos los ARNsi podrian encapsularse en las composiciones en particulas. Dado
que las composiciones en particulas encapsuladas en ARNSsi tienen un menor grado de migracién en electroforesis en
comparacion con ARNSsi, las bandas derivadas de ARNSsi libre no pueden detectarse en los carriles de migracion
correspondientes cuando el ARNsi esta encapsulado apropiadamente.

[Evaluacién 5b]

En la evaluacion 5b, se utilizaron las composiciones en particulas 3 a 10 y la composicion C3 en particulas comparativa
como la composicién en particulas y ARNsi(Luc) como ARNsi y se sometieron al tratamiento de encapsulacion para
obtener la relacidon de carga de 8, en el método descrito en el ejemplo 5. A las composiciones en particulas después del
tratamiento de encapsulacion, se le adiciond solucion reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) para ajustar la concentracion
del lipido cargado a 0.1 mg/mL. Utilizando el analizador de dispersion de luz Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments),
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se determiné el potencial zeta para estas muestras (800 pL). En la medicién, se utilizaron células capilares desechables
(DTS1060, Malvern Instruments) y la temperatura durante la medicion se fijé a 25°C.

[Tabla 7]

Composicion en | Relacion de carga (+/-) | Potencial zeta (mV) | Potencial zeta antes
particulas utilizada del tratamiento (mV)

3 8 1.93 2.04

4 8 2.63 5.38

5 8 4.67 7.80

6 8 6.17 11.0

7 8 0.37 1.63

8 8 0.95 1.09

9 8 0.567 0.26

10 8 0.96 2.06

C3 8 55.1 60.7

Como se muestra en la Tabla 7, las composiciones en particulas tratadas con encapsulacion preparadas utilizando las
composiciones en particulas 3 a 10 tenian valores absolutos marcadamente bajos del potencial zeta, lo que sugiere que
se encapsulé una gran cantidad de ARNsi. También como se muestra en la Tabla 7, el grado de reduccion del potencial
zeta después del tratamiento de encapsulacion de ARNsi fue mayor a medida que aumentaba la relacién de adicion del
lipido cargado con relacién a las unidades de copolimero de bloques. Esto significa que cuanto mayor es la tasa de
adicion del lipido cargado, mas ARNSsi puede ser encapsulado.

[Evaluacién 5c¢: Evaluacion de la actividad de las células MDA-MB-231]

En la evaluacion 5c¢, se utilizaron las composiciones en particulas 3 a 6 como la composicién en particulas y ARNSsi
(Plk1) como ARNSsi y se sometieron al tratamiento de encapsulacion para obtener la relacion de carga de 8 en el método
descrito en el Ejemplo 5. Utilizando las composiciones en particulas encapsuladas con ARNsi, se llevd a cabo la
siguiente evaluacion de la actividad de las células MDA-MB-231. Como la secuencia de control inactiva, ARNsi(Luc) se
utilizé y se realizé un experimento similar.

[Evaluacién de la actividad]

Se adiciond solucién reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) a las composiciones en particulas encapsuladas en ARNsi
para ajustar la concentracion de ARNsi a 3 pM/mL. Células MDA-MB-231 derivadas de cancer de mama humano se
sembraron en placas en una placa de 96 pozos a 2000 células/pozo. Veinticuatro horas mas tarde, cada composicion en
particulas encapsuladas en ARNsi se adicioné al medio de cultivo. La concentracion final de ARNsi en el medio se
ajustd a 300 nM, 100 nM, 33 nM y 11 nM. Después de un cultivo adicional durante 96 horas, la viabilidad celular se
evalué utilizando el Cell Count Kit-8 (Dojindo Co., Ltd.).

La figura 5 indica graficas para explicar el resultado de esta evaluacion de actividad. Como se muestra en la figura 5, en
las composiciones en particulas que encapsulan ARNsi(Plk1), los recuentos de células se redujeron notablemente en
comparacion con las composiciones en particulas encapsulantes de ARNsi(Luc).

[Evaluacién 5d: Evaluacion de agregabilidad en la sangre]

En la evaluacién 5d, se utilizaron las composiciones en particulas 3 a 10 y la composicién C3 en particulas comparativa
como composicion en particulas y ARNsi(Luc) como ARNsi y se sometieron al tratamiento de encapsulaciéon para
obtener la relacion de carga de 8, en el método descrito en el ejemplo 5. Las absorbancias de las muestras A y B
preparadas como se describié anteriormente a una longitud de onda de 700 nm se determinaron utilizando un lector de
placas (POWERSCAN HT, Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) para calcular la agregabilidad en la sangre. Cuando
el valor calculado fue 0 o0 menos, la agregabilidad en la sangre se fijo en 0.
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La Figura 6 es un grafico que muestra las absorbancias de la muestra de mediciéon A (con FBS) y la muestra de
medicidon B (sin FBS) para la composicidon en particulas tratada con encapsulacion que utilizé la composicién 4 en
particulas y la composicién en particulas tratada con encapsulacion que utilizé la composicion C3 en particulas
comparativa. Como se muestra en la figura 6, el tratamiento con FBS provocd un aumento significativo de la
absorbancia en la composicién en particulas tratada con encapsulacién que usé la composicion C3 en particulas
comparativa. Esto indica la ocurrencia de agregabilidad debido a interacciones con componentes sanguineos. En la
composicion en particulas tratada con encapsulacion (composicion en particulas encapsulada en ARNsi) que utilizé la
composicion 4 en particulas, casi no se observé aumento en la absorbancia debido al tratamiento con FBS.

El grafico de la figura 7 y la tabla 8 muestra la relacion entre los valores absolutos de potencial zeta de las
composiciones en particulas tratadas con encapsulacion medidas en la evaluacién 5b y la agregabilidad en la sangre de
las composiciones en particulas tratadas con encapsulacion medidas en la evaluacion 5d.

[Tabla 8]
Composicion en | Agregacion en sangre | Potencial zeta (mV)
particulas utilizada
Ninguno 0.118 -
3 0.092 1.93
4 0.132 2.63
5 0.142 4.67
6 0.153 6.17
7 0 0.37
8 0 0.95
9 0 0.57
10 0 0.96
C3 0.292 55.1

Como se muestra en la figura 7 y la Tabla 8, las composiciones en particulas tratadas con encapsulacion tenian una
agregabilidad en sangre marcadamente baja cuando los valores absolutos del potencial zeta de los mismos eran 5mV o
mas bajos, 3mV o mas bajos, ademas 2mV o mas bajos y especificamente 1mV o mas bajos.

[Evaluacion 5e: Evaluacion de la tasa restante en sangre]

En la evaluacion 5e, se utilizaron las composiciones en particulas 3 a 10 como composicion en particulas y F-
ARNSsi(Luc) como ARNSsi y se sometieron al tratamiento de encapsulacion de ARNsi para obtener la relacion de carga de
8 en el método descrito en el Ejemplo 5. Para la composicion 4 en particulas, se llevé a cabo también el tratamiento con
encapsulacion de ARNsi con el fin de obtener la relacion de carga de 1, 2 y 4. A las composiciones en particulas
encapsuladas en ARNSsi asi preparadas, se les adiciond una solucién acuosa de cloruro de sodio 3M a una relacién en
volumen de 1/20 para preparar una solucion isoténica (muestra de composicién en particulas tratada con encapsulacion
de ARNSsi) que contiene cloruro de sodio 150 mM. Como control, a una solucién de ARNsi 10 uM preparada disolviendo
F-ARNSsi(Luc) en una solucién reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4), se le adicioné una solucién acuosa 3M de cloruro de
sodio a una relacion en volumen de 1/20 para preparar una solucién isotdnica (muestra Unica de ARNSsi) que contiene
150 mM de cloruro de sodio. Las muestras de la composicion en particulas encapsuladas en ARNsi y la Unica muestra
de ARNsi se administraron a ratones Balb/c (preparados a partir de Charles River Laboratories Japan, Inc.) a través de
la vena de la cola y se recogieron 200 pplL de sangre a través de la vena cava inferior una hora después. La dosificacion
de cada muestra para cada ratdén se determind de manera que la relacion de F-ARNSsi con el peso del ratén fuera de 1
mg/kg.

La sangre recogida de cada uno de los individuos que recibieron una muestra derivada de las composiciones en
particulas 3 a 6 se centrifugd con 2000xg a 4°C, durante 10 minutos y se recogieron 80 L de plasma del sobrenadante.
El plasma se midi6 para la intensidad de fluorescencia utilizando un lector de placas (POWERSCAN HT, fabricado por
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Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) (longitud de onda de excitacién: 485 nm, longitud de onda de fluorescencia: 528
nm) para determinar la cantidad de F-ARNSsi circulante en sangre. La sangre recogida de cada uno de los individuos que
recibieron una muestra derivada de las composiciones en particulas 7 a 10 se centrifugé con 2000xg a 4°C, durante 10
minutos y se recogieron 100 uL de plasma del sobrenadante. Al plasma, se le adicion6 un mL de Sepasol ARN |
(Nakalai Tesque), se mezclo en el vortex y se dejoé reposar durante 5 minutos. Se adicionaron 200 pL de cloroformo, se
mezclaron por inversion y se dejo reposar durante 3 minutos. La solucion se centrifugd con 2000xg a 4°C, durante 10
minutos y se midieron 300 pL del sobrenadante preparado para determinar la intensidad de fluorescencia utilizando un
lector de placas (POWERSCAN HT, fabricado por Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) (longitud de onda de
excitaciéon: 485 nm; longitud de onda de fluorescencia: 528 nm) para determinar la cantidad de F-ARNsi que circula en la
sangre.

[Tabla 9]
Composicion en | Relacién de | Potencial zeta | Tasa restante en sangre en
particulas utilizada carga (+/-) (mV) relacién con la dosificacion de F-
ARNSsi (%)
Ninguno (F-ARNSsi solo) - - <0.4
3 8 1.93 5.2
4 8 2.63 43
5 8 4.67 3.0
6 8 6.17 2.3
7 8 0.37 37.9
8 8 0.95 0.9
9 8 0.567 15.5
10 8 0.96 2.8
[Tabla 10]
Composicion en | Relacién de carga (+/-) | Tasa restante en
particulas utilizada sangre en relacion con
la dosificacion de F-
ARNSsi (%)
4 1 0.46
4 2 1.2
4 4 3.6
4 8 4.3

Como se muestra en la Tabla 9, el 0.9% o mas de F-ARNsi permanecié en sangre para las composiciones en particulas
encapsuladas en ARNsi preparadas utilizando las composiciones en particulas 3 a 10. La tasa restante de F-ARNSsi fue
mas alta a medida que la relaciéon en peso de las unidades de copolimero de bloques al lipido cargado se hacen
mayores en las composiciones en particulas encapsuladas con ARNSsi. Esto significa que cuando se supone que el
contenido del lipido cargado en la composicion en particulas es constante, el periodo de retencién del farmaco en la
sangre se hace mas largo a medida que aumenta la densidad de la regién formada por los segmentos de la cadena de
polimeros hidréfilos. Ademas, cuanto mas bajo sea el valor absoluto del potencial zeta de la muestra, la tasa restante de
F-ARNsi se vuelve mas alta. Por ejemplo, la tasa restante de F-ARNsi de una muestra preparada utilizando la
composicion 7 en particulas que tiene el valor absoluto de potencial zeta de 0.37 mV fue del 37.9%, mientras que la tasa
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restante de F-ARNsi de una muestra preparada utilizando la composicion 9 en particulas que tenia el valor absoluto de
potencial zeta de 0.57 mV fue del 15.5%. Como se muestra en la Tabla 10, la tasa restante de F-ARNsi fue mas alta a
medida que la relaciéon de carga en las composiciones en particulas encapsuladas con ARNsi se hizo mas alta. Esto
significa que cuanta mas cantidad de lipido cargado se adicione, se hace mas largo el periodo en el que las particulas
pueden retener el farmaco en sangre.

Para una muestra preparada llevando a cabo el tratamiento de encapsulacion para obtener la relacion de carga de 1.5
utilizando la composicién 6 en particulas como la composicién en particulas y ARNsi(Luc) como el ARNsi en el método
descrito en el ejemplo 5, el potencial zeta se midié en el método descrito en la evaluacion 5b. El valor absoluto fue de
0.36 mV, que era casi igual a la muestra preparada utilizando la composicién 7 en particulas. Sin embargo, para una
muestra (potencial zeta: 0.36 mV) preparada realizando el tratamiento de encapsulacién sobre la composicion 6 en
particulas utilizando F-ARNsi(Luc) como el ARNsi en el método descrito en la evaluacién 5e, se evalud la tasa restante
en sangre y se encontré6 que la cantidad de F-ARNsi que permanecia en la sangre era de 0.91%. De este modo,
mientras que la muestra preparada utilizando la composicién 7 en particulas tenia aproximadamente el mismo valor
absoluto del potencial zeta que la muestra preparada utilizando la composicién 6 en particulas, tenia una tasa de
retencion marcadamente excelente del farmaco encapsulado en la sangre. Por lo tanto, al formar la composicion en
particulas con polimeros anibnicos, la tasa de retencién del farmaco encapsulado en la sangre se puede aumentar
significativamente en comparacién con cuando la composicion en particulas se formé con polimeros neutros.

[Evaluacién 5f: Evaluacion de la migracion de érganos]

En la evaluacioén 5f, se llevd a cabo el tratamiento de encapsulacion del ARNsi utilizando la composicién 3 en particulas
y la composicién 3 en particulas comparativa como la composicion en particulas y F-ARNsi (Luc) como el ARNsi con el
fin de obtener la relacion de carga de 8 en el método descrito en el Ejemplo 5. A las composiciones en particulas
tratadas con encapsulacién asi preparadas, se les adicion6 una solucién acuosa 3M de cloruro de sodio a una relacién
en volumen de 1/20 para preparar una soluciéon isoténica (muestra de composicion en particulas tratada con
encapsulacion) que contiene cloruro de sodio 150 mM. Se trasplantaron las células MDA-MB-231 derivadas de cancer
de mama humano a ratones desnudos Balb/c (hembra, de 5 semanas, preparadas de Charles River Laboratories Japan,
Inc.). A ratones cuyo tamafio de tumor se convirti6 en 200 mm? o mas grande, cuatro semanas después, se les
administré la muestra de composicion en particulas tratada con encapsulacion. La cantidad de F-ARNsi administrada se
ajusto a 1 mg/kg de peso corporal de raton. A los 10, 60 y 180 minutos después de la administracion, se recogieron 50 a
100 pg de cada 6rgano, a los que se adicioné un mL cada uno del reactivo de extraccion de ARN Sepasol ARN |
(Nakalai Tesque) y se homogeneizé. A 500 uL de cada homogeneizado, se le adicionaron 100 pL de cloroformo y se
centrifugaron a 4°C, 5200G durante 10 minutos. A continuacién, se midieron 200 uL del sobrenadante preparado para la
intensidad de fluorescencia utilizando un lector de placas (POWERSCAN HT, fabricado por Dainippon Sumitomo
Pharma Co., Ltd.) (longitud de onda de excitacion: 485 nm, longitud de onda de fluorescencia: 528 nm) para determinar
la cantidad de F-ARNsi que emigraron en cada érgano.

[Tabla 11]
Composicion en | Tiempo después de |la Tasa de migracion (%)
particulas usadas administracién (min)
Sangre | Tumor | Higado | Pulmén | Rifién | Bazo
4 10 10.8 0.3 8.1 15.0 23 19.0
60 0.9 n.d. 3.8 0.7 0.6 9.9
180 0.8 n.d. 0.7 0.3 0.1 1.7
C3 10 0.3 n.d. 0.6 178.9 0.7 0.5
60 0.3 n.d. 1.2 103.1 0.2 0.4
180 0.2 n.d. 0.5 56.7 n.d. n.d.

* La tasa de migracion indica la relacién (%) del valor determinado de F-ARNsi per g del érgano a la cantidad
administrada de F-ARNSsi por cada raton. "n.d." significa "no detectado".

La figura 8 indica graficas para explicar la migracién del farmaco a los érganos investigados en la evaluacion 5f. Como
se muestra en la figura 7 y la Tabla 11, la composicion en particulas tratada con encapsulacion preparada utilizando la
composicion C3 en particulas comparativa desaparecié rapidamente de la sangre y se observd su acumulacién
significativa en el pulmén. Por otra parte, la composicidn en particulas encapsulada con ARNSsi, preparada utilizando la
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composicion 4 en particulas permanecié en sangre durante un periodo de tiempo mucho mas largo, y también se
observo su migracion al tumor.

Aplicabilidad industrial

La composicion en particulas de la presente invencion se puede utilizar como un portador de farmaco para preparar una
composicion farmacéutica encapsulada de farmaco, con lo cual el farmaco (especificamente un compuesto polimérico)
puede retenerse mas eficazmente in vivo y protegido contra la descomposiciéon o excrecién, El farmaco puede ser
suministrado a la zona afectada manteniendo su actividad. Ademas, se puede evitar la agregabilidad del soporte de
farmaco debido a la interaccién con los componentes de la sangre. Estas caracteristicas mejorarian enormemente la
disponibilidad de farmacos y, de este modo, servirian para reducir significativamente la dosificacion, lo que conduciria a
una mejora de la economia médica y una expresién eficaz de los efectos fisioldgicos. La reduccién de la dosificacion
también seria util para controlar los efectos secundarios, tales como la induccion de respuestas inmunitarias a, por
ejemplo, proteinas y acidos nucleicos, asi como efectos adversos sobre el sistema de coagulacidon sanguinea.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion en particulas para encapsular un farmaco en este, que comprende:

una unidad de copolimero de bloques que tiene un segmento de la cadena de polimeros hidréfobos y un segmento de la
cadena de polimeros hidréfilos, una pluralidad de unidades de copolimero de bloques estando dispuesta radialmente
con los segmentos de la cadena de polimeros hidréfobos radialmente dentro y los segmentos de la cadena de polimeros
hidréfilos radialmente afuera; y

un lipido cargado que lleva una carga opuesta a la carga del farmaco que se va a encapsular en la composicién de
modo que el farmaco se retenga dentro de la particula por medio de la unién electrostatica con el lipido cargado, que
esta atrayendo el lipido cargado al segmento de la cadena de polimeros hidréfobos, con lo cual se evita que la
superficie externa de la particula se cargue para atraer una sustancia que tiene una carga opuesta a la carga del lipido
cargado,

en donde la composicidén en particulas se aplica a un farmaco seleccionado entre péptidos, proteinas, cadenas de
azucares y acidos nucleicos; y

en donde los lipidos cargados no estan dispuestos contiguamente entre si a lo largo de la circunferencia de la
composicion en particulas, sino que estan dispuestos para intervenir entre las unidades de copolimero de bloques
adyacentes a lo largo de la circunferencia de la composicién en particulas, con lo cual los lipidos cargados adyacentes a
lo largo de la circunferencia de la composicion en particulas se separan por las unidades de copolimero de bloques y se
les impide estar en contacto entre si.

2. La composicion en particulas de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el segmento de la cadena de polimeros
hidréfilos es una cadena de polietilenglicol y el segmento de la cadena de polimeros hidréfobos es una cadena de
poliaminoacido.

3. La composicion en particulas de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el segmento de la cadena de
polimeros hidréfobos es un segmento de la cadena de polimeros aniénico.

4. La composicion en particulas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el segmento
hidréfobo de la cadena de polimeros esta representado por la formula general (1) o (l1):

R'—(OCH,CHy)y—L'—(COCHNH), — (COR’ CHNH) ,—F°
(CHz)y C=0

C=0 R ()

R’ R°

R®—(OCH,CH,),—L2—(NHCHCO),—(NHCHR’CO),,—R"

{GHQ]'y C=0
=]

R R°®

HE
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en donde

R! y R®, independientemente uno del otro, es ya sea un atomo de hidrégeno o un grupo representado por
R®(R®)CH(CHy)q-, donde R® y R (i) independientemente uno del otro, es atomo de hidrégeno, grupo alcoxi Ci.6, grupo
ariloxi, grupo aril-oxi C4.3, grupo ciano, grupo carboxi, grupo amino, grupo alcoxi C1.s carbonilo, grupo acilamida C,.,
grupo tri-alquilo C1.¢ siloxi, grupo siloxi, o grupo sililamino, (ii) forman entre si grupo etileno dioxi o grupo propileno dioxi,
que son ya sea no sustituido o sustituido con un grupo alquilo C4.3, o (iii) junto con un grupo CH al que estan unidos,
forman grupo formilo, y q es un nimero entero desde 0 a 10;

R? es atomo de hidrégeno, grupo carbonilo alifatico C1-Cy9 saturado o insaturado, o grupo arilcarbonilo;
R*es grupo hidroxi, grupo oxi alifatico C1-C3o saturado o insaturado, o grupo aril-alquiloxi inferior;
R%es -O-0 -NH-;

R® es atomo de hidrégeno, grupo fenilo, grupo bencilo, grupo -(CH>)s- fenilo, grupo alquilo Cs4-C1e que es ya sea no
sustituido o sustituido con un grupo amino o grupo carbonilo, o residuo de derivado de esterol;

R es grupo metileno;
n es un numero entero desde 55 a 4,600;
X es un numero entero desde 10 a 200;

m es un nimero entero desde 0 a 200, en donde cuando m es uno o mas, las unidades (COCHNH) y la(s) unidad(esg
(COR7CHNH) pueden estar dispuestas en un orden aleatorio en el copolimero de bloques, y cuando m es dos 0 mas, R
se selecciona para cada unidad de aminoacido independientemente uno del otro y pueden estar dispuestas en un orden
aleatorio en el copolimero de bloques, con la condicion de que los atomos de hidrégeno no excedan el 75% de R®;

yes102;

L' es un grupo de enlace seleccionado entre -NH-, -O-, -O-Z-NH-, -CO-, -CHz-, y -0O-Z-S-Z-NH-, donde Z,
independientemente uno del otro, es grupo alquileno C4-Cg; y

L% es un grupo de enlace seleccionado entre -OCO-Z-CO- y-NHCO-Z-CO-, donde Z es un grupo alquileno C+-Cs.

5. La composicion en particulas de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde en las férmulas generales (1) y (ll), R es -
O-y R® es un grupo bencilo, -(CH)s-fenilo, o un grupo alquilo C4-C1s que es ya sea no sustituido o sustituido con un
grupo amino o grupo carbonilo.

6. La composicion en particulas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el valor absoluto
del potencial zeta de la composicion en particulas estd limitado a 15mV o mas bajo con lo cual se evita que la
composicion se agregue en sangre, midiéndose el potencial zeta cuando a la composicién se le adiciona una solucion
reguladora HEPES 10 mM (pH 7.4) en dicha cantidad que la relaciéon de los lipidos totales cargados a la solucion
reguladora es de 0.1 mg/mL.

7. La composicién en particulas de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el valor absoluto del potencial zeta de la
composicion en particulas se limita a 3 mV o mas bajo, con lo cual se evita adicionalmente que la composicién se
agregue en sangre.

8. Una composicion farmacéutica que comprende: una composicion en particulas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7; y un farmaco que esta encapsulado en la composicién en particulas y lleva una carga opuesta a
la carga del lipido cargado, en donde el farmaco se selecciona entre péptidos, proteinas, cadenas de azUcar y acidos
nucleicos.

9. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el valor absoluto del potencial zeta de la
composicion en particulas esta limitado a 10 mV o mas bajo, con lo cual se evita que la composicién se agregue en
sangre, midiéndose el potencial zeta cuando a la composicion se le adiciona una solucién reguladora HEPES 10 mM
(pH 7.4) en dicha cantidad que la relacion de los lipidos totales cargados a la solucion reguladora es de 0.1 mg/mL.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde el valor absoluto del potencial zeta de la

composicion en particulas esta limitado a 2mV o mas bajo, con lo cual se evita adicionalmente que la composicién se
agregue en sangre.
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11. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde el segmento
de la cadena de polimeros hidréfobos esta formado con un segmento de la cadena de polimeros aniénico, con lo cual se
aumenta la tasa de retencion del farmaco.
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