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DESCRIPCION

Polvo seco de ARNip nano-en-microencapsulado, método para producir el mismo y uso de una formulacién en polvo
como forma farmacéutica, en particular, para la administracién pulmonar

[0001] La presente invenciéon se refiere a un método para producir un polvo seco de ARNip nano-en-
microencapsulado (NIM, Nano-in-Micro) de acuerdo con la reivindicacién 1. La invencion se refiere ademas a un polvo
que comprende ARNip nano-en-microencapsulado de acuerdo con la reivindicacion 12. La invencién se refiere ademas
a un uso de una composicién o mezcla en polvo de acuerdo con las reivindicaciones 15y 16.

[0002] La aplicacién de los farmacos directamente en su lugar de accion es la forma 6ptima de reducir las dosis y
los efectos secundarios. Para las neumopatias, tales como el asma, se favorece por lo tanto el suministro pulmonar.
[1] Con una actividad enzimatica relativamente baja y un aclaramiento superficial lento [2], las sustancias con
propensiéon enzimatica son candidatas perfectas para esta via de administracién. Ademés, los inhaladores de polvo
seco permiten el suministro de farmacos con un periodo de validez elevado y también proporcionan una herramienta
facil de usar para los pacientes junto con un elevado cumplimiento terapéutico. [3] A pesar de los diversos tratamientos
disponibles para las enfermedades pulmonares, la terapia génica es una nueva y prometedora herramienta para
abordar variantes de enfermedades incontrolables, tales como el asma grave no controlada, pero también, en
particular, virus para los que no se dispone de compuestos antivirales. Conocer el genoma del virus es suficiente para
desarrollar terapias basadas en acidos nucleicos que puedan inhibir la replicacién viral. [4] El ARN interferente
pequefio (ARNip) puede silenciar la traduccion del ARN mensajero en proteinas patolégicamente reguladas y disminuir
los sintomas de la enfermedad. [5] Sin embargo, las terapias con ARNip se enfrentan a varios retos relacionados con
el suministro en las células y la estabilidad enzimatica. Para abordar estos problemas, se prefieren las nanoparticulas
para proteger y encapsular el ARNip. En la bibliografia se han descrito numerosos vehiculos para lograr la captacion
y transfeccién de células con ARNip. [6] Sin embargo, los Unicos farmacos de ARNip aprobados clinicamente se dirigen
al higado, y el suministro pulmonar aln esté en el futuro. [7, 8]

[0003] Los polimeros catidnicos son una clase de nanoportadores de &cidos nucleicos entre los que la polietilenimina
(PEI) es el mas estudiado. Sin embargo, el uso de PEI es limitado debido a su perfil de citotoxicidad. Para superar las
caracteristicas téxicas de la PEI, el solicitante ha desarrollado copolimeros de PE| con mejores perfiles de seguridad.
Estos copolimeros combinan la eficacia de condensacién y proteccién de los acidos nucleicos de la PEI, pero también
los efectos de transfeccidn y estabilidad de la policaprolactona (PCL) y el polietilenglicol (PEG), respectivamente. Se
demostré que estos copolimeros de PEG-PCL-PE| (PPP) o de polietilenimina conjugada con transferrina (Tf-PEI)
pueden formar los denominados poliplejos con acidos nucleicos en la hanoescala mediante interaccién electrostética
y transfectar con éxito células in vitro e in vivo [9-11]. Para suministrar estas nanoparticulas al pulmén, se requiere la
incorporacién en microparticulas con diametros aerodinamicos de entre 1 y 5um. Las matrices de estas
microparticulas deben consistir en excipientes que se disuelvan facilmente al impactar en el liquido de revestimiento
pulmonar y liberen su nanocarga. [12] Por consiguiente, se requiere el uso de sustancias hidrosolubles.

[0004] Las nanoparticulas lipidicas son una clase diferente de nanoportadores. La nano-en-microencapsulacién de
ARNip basada en nanoparticulas lipidicas es especialmente interesante, ya que estos sistemas portadores han
recibido recientemente un salto en popularidad debido a los avances resultantes del desarrollo de las vacunas contra
el COVID 19. Adicionalmente, las nanoparticulas lipidicas tienen la ventaja de que tienen una estructura bien definida,
tanto en el interior como en la superficie. Ademas, presentan monodispersidad. Estas caracteristicas son ventajosas
en varios sentidos, especialmente si se tienen en cuenta los requisitos de los ensayos clinicos y los procesos de
aprobacién. Finalmente, el uso de nanoparticulas lipidicas como portador es ventajoso porque, con la sustancia
Onpattro® ya clinicamente aprobada y la respectiva formulacién Onpattro® disponible, se espera que los enfoques que
hacen uso de Onpattro® y sus derivados reciban la aprobacién clinica de forma mas conveniente.

[0005] Una técnica conocida para producir tales nano-en-microparticulas (NIM) es el secado por pulverizacién. Es
un método ampliamente aplicado en la industria de los alimentos, cosmética, quimica y farmacéutica y permite el
secado suave de pequefias gotas. [13] Ademas, es mucho més rapido y consume menos tiempo y energia que la
liofilizacién por pulverizacién, que también se usa para la produccién de formulaciones terapéuticas de polvo seco
inhalable de ARNip. [14] Sin embargo, ya que el secado por pulverizaciéon aplica calor a las muestras, el proceso
podria degradar o inactivar el ARNip y/o el nanoportador de &cido nucleico, tal como PPP o Tf-PEI. [12] Como la
cantidad absoluta y relativa de ARNip bioactivo en una formulacién de polvo seco y su reproduccién fiable, en
particular, en aplicaciones a gran escala, es un pardmetro critico no solo con respecto al proceso de aprobacion
farmacéutica, sino también con respecto a la produccion econdmica de tales polvos secos y composiciones
farmacéuticas, es importante establecer un proceso de secado por pulverizacién y un polvo seco resultante, que
presente las propiedades geométricas deseadas de tamafio y distribucion de particulas con un porcentaje elevado y
fiable de ARNip encapsulado y bioactivo con éxito.

[0006] Para una nano-en-microencapsulacién del ARNm a base de nanoparticulas lipidicas, anteriormente, el uso
del secado por pulverizacién solo tenia éxito si antes del secado por pulverizacién se llevaba a cabo una encapsulacién
o estabilizacion adicional con un polimero o poliplejo, como describe el documento US 2020/00022921 A1. Sin
embargo, el uso de poliplejos o polimeros adicionales a las nanoparticulas lipidicas no solo complica el método, sino



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 656 T3

que también dificulta su aprobacién clinica.

[0007] Por lo tanto, el objetivo de la invencién es sugerir un método para producir un polvo seco que comprenda
ARNip nano-en-microencapsulado bioactivo con alta cantidad e integridad, que dé lugar a un alto grado de
redispersabilidad de las nanoparticulas de ARNip.

[0008] Este problema se resuelve mediante un método de acuerdo con la reivindicacion independiente 1 para
producir polvo seco de ARNip nano-en-microencapsulado (NIM) bioactivo de alto rendimiento que comprende las
etapas de:

- proporcionar una suspensién acuosa que comprende poliplejos, en particular, complejos de polielectrolitos,
formados por al menos una poliamina, poliamida y/o poliéster y ARNip, en donde los poliplejos se encapsulan en
excipientes hidrosolubles, en particular, agua altamente purificada y/o alditol y/o azUcar, o proporcionar una
suspension acuosa que comprenda nanoparticulas lipidicas, en particular, la formulacion Onpattro®, formada por
al menos un lipido catiénico ionizable, un lipido auxiliar, un lipido pegilado, colesterol y ARNip, en donde las
nanoparticulas lipidicas estan provistas de y/o encapsuladas en excipientes hidrosolubles, en particular, agua
altamente purificada y/o alditol y/o azucar;

- secar por pulverizacion la suspensién acuosa usando un aparato de secado por pulverizacién, preferentemente un
Buchi B-290, alimentando la suspensién acuosa a una boquilla atomizadora de secado por pulverizacidén y
sometiendo las gotitas atomizadas a una corriente de gas calentado de un gas portador, preferentemente aire seco
y limpio, en particular, a través de una boquilla atomizadora multicomponente tanto para la suspensiéon como para
el gas y el gas atomizador;

- recoger un polvo secado por pulverizacién en unos medios de acumulacion del aparato de secado por
pulverizacién, caracterizado por que la temperatura en las proximidades de una abertura de salida del aparato de
secado por pulverizaciéon, en particular, una abertura de salida que conecta una cdmara de secado por
pulverizacién con el medio de acumulacién, durante la alimentacién de la suspensién acuosa a la boquilla se
controla mediante medios de control de la temperatura para que se limite a una temperatura umbral superior que
sea igual o inferior a una temperatura de fusién del ARNip no marcado.

[0009] La idea bésica de la invencién se basa en la cuantificaciéon del ARNip tras la redispersién de nanoparticulas
de polimero y/o lipidos después del secado por pulverizacién en funcién de los parametros de secado por
pulverizacién, especialmente el control de la temperatura de salida, y en la conservacién de las caracteristicas de las
nanoparticulas de los materiales secados por pulverizaciéon. Se descubrid que la temperatura de salida desempefia
un papel importante para reducir la pérdida de ARNip bioactivo aunque la temperatura de entrada, que también puede
monitorearse y que normalmente es la temperatura que se limita para controlar de este modo la temperatura de salida,
sea significativamente més alta.

[0010] Sorprendentemente, las temperaturas de salida que estaban por encima de las temperaturas para las que se
conocia que el ARNip no marcado respectivo se fundia, condujeron a una pérdida significativamente mayor de ARNip
bioactivo o funcional tras el secado por pulverizacién y a una posible redispersiéon en comparacién con los resultados
obtenidos mediante el uso de temperaturas de salida mas bajas. La temperatura de salida es, como regla general,
similar o ligeramente superior a la temperatura a la que se calienta un polvo o una solucién/suspensién seca durante
los procesos conocidos de secado por pulverizacidén. Sin embargo, es sorprendente que, incluso cuando se combina
con una poliamida y/o poliamina y/o poliéster y/o nanoparticulas lipidicas y se encapsula en una matriz de excipientes
hidrosolubles, el ARNip no se protege térmicamente ni se estabiliza quimicamente durante el secado por pulverizacion
en un grado significativo 0 mensurable, reflejandose en una temperatura de salida superior a la temperatura de fusién
del ARNip no marcado que no conduciria a pérdidas significativamente mayores de ARNip bioactivo tras el secado
por pulverizacién. Es especialmente ventajoso que, mediante el método inventivo, se generaran composiciones de
polvo seco que presentan las distribuciones de tamafio de particula que son necesarias para su uso farmacéutico,
especialmente el suministro pulmonar.

[0011] Incluso mas sorprendentemente, el método inventivo hizo posible el secado por pulverizacién de un polvo
seco de ARNip nano-en-microencapsulado (NIM) bioactivo basado en nanoparticulas lipidicas mediante secado por
pulverizacién sin la encapsulacién o estabilizacién adicional del sistema o suspensién por un polimero o poliplejo
adicional como se ha divulgado en el documento US 2020/00022921 A1. En otras palabras, esto significa que la etapa
del método consistente en proporcionar una suspensién acuosa que comprende nanoparticulas lipidicas no incluye
explicitamente la adiciéon de un polimero o un poliplejo a la suspension.

[0012] Son numerosas las ventajas del método inventivo para el polvo seco de ARNip nano-en-microencapsulado
(NIM) bioactivo basado en una suspensiéon acuosa que comprende nanoparticulas lipidicas. Las nanoparticulas
lipidicas permiten encapsular fisica y/o geométricamente el ARNip, haciendo que la proteccién del ARNip sea més
eficaz. Adicionalmente, la monodispersidad y las formulaciones aprobadas de las nanoparticulas lipidicas permiten
una aprobacién clinica mas facil de farmacos similares de ARNip. En conjunto, el sistema portador de nanoparticulas
lipidicas permite un sistema muy bien definido para el polvo seco de ARNip nano-en-microencapsulado (NIM)
bioactivo.
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[0013] Puede usarse tanto manitol como alditol. Pero otros alditoles son candidatos igualmente adecuados. Pueden
usarse trehalosa y/o lactosa como azlcar. También se pueden usar otros azlicares. Como se describe a continuacién,
actualmente, ciertos azlcares y alditoles parecen ser candidatos prometedores para los enfoques de nanoparticulas
poliméricas y lipidicas, respectivamente. Sin embargo, se estan investigando otros excipientes hidrosolubles con
diferentes azlcares y/o alditoles o diferentes composiciones.

[0014] Es una realizacién ventajosa de la invencién controlar la temperatura en las proximidades de una abertura de
salida del aparato de secado por pulverizacién o la temperatura de salida o la temperatura umbral superior a un valor
que esta en un intervalo de 5 °C, en particular, en el intervalo de 3 °C, inferior a/por debajo de la temperatura de fusién
del ARNip no marcado respectivo.

[0015] De acuerdo con otra realizacién ventajosa de la invencién, la temperatura umbral superior o temperatura de
salida se fija en 90 °C, en particular, 80 °C. Para diferentes secuencias de ARNip, esta es una temperatura que permite
un alto rendimiento de ARNip bioactivo al mismo tiempo que se alcanza la humedad residual baja y un tamafio de
particula y una distribucién de tamafio deseados del polvo seco. Esta temperatura umbral superior de salida es
especialmente ventajosa para las suspensiones acuosas que comprenden poliplejos.

[0016] En una realizacién adicional de la invencién, la temperatura umbral superior de salida se limitaa 63 + 2 °C,
preferentemente a 51+ 2 °C, especialmente a 41 + 2 °C. Estas temperaturas umbrales superiores de salida son
especialmente ventajosas si se seca por pulverizacién una suspensién acuosa que comprende nanoparticulas
lipidicas. Sorprendentemente, la humedad residual tras el secado por pulverizacién a temperaturas de salida tan bajas
era lo suficientemente baja como para formar un polvo seco estable con un periodo de validez aceptable.

[0017] De acuerdo con una realizacién ventajosa adicional de la invencién, la proporcién en masa entre el ARNip y
un azlcar y/o alditol esta entre el 0,001 % y el 0,02 %, en particular, para la suspensién acuosa que comprende
nanoparticulas lipidicas. La proporcién en masa del ARNip respecto a un azlcar y/o alditol es importante al menos por
dos razones. Por un lado, es deseable una proporcién alta para que la cantidad (especialmente masa y volumen) del
polvo seco resultante que tiene incorporada o contiene una cierta cantidad de ARNip activo sea baja. Esto es deseable
no solo desde el punto de vista de la produccién, sino también desde el punto de vista médico o farmacéutico, ya que,
cuanto menor sea la proporcién del ARNip con respecto a un azlcar y/o alditol, mayor sera la dosis de polvo seco que
se va a administrar o redispersar del polvo seco para administracién. Por otro lado, la investigacién que ha conducido
a la presente invencién parece indicar que la proporcién del ARNip con respecto a un azulcar y/o alditol en la
suspensién acuosa parece tener un efecto hasta ahora desconocido o inexplicable sobre la capacidad del método
inventivo para producir un polvo seco con una cantidad o porcentaje elevado de ARNip activo.

[0018] Especialmente para una suspensidén acuosa que comprende nanoparticulas lipidicas, la proporcién o intervalo
de dicha proporcién identificada anteriormente ha permitido sorprendentemente el éxito del secado por pulverizacién
sin necesidad de encapsular mas las nanoparticulas lipidicas con polimeros o poliplejos, lo que hace que el método
resulte muy atractivo para aplicaciones industriales y a gran escala, ya que, sin necesidad de estabilizacién adicional
mediante poliplejos o polimeros, el método puede ejecutarse mas facilmente y se beneficia ain mas de la naturaleza
bien definida de las nanoparticulas lipidicas en contraste con la naturaleza menos definida de los poliplejos y los
polimeros. Adicionalmente, la formulaciéon puede mantenerse simple para un proceso de aprobacién sencillo, y el uso
de excipientes puede reducirse.

[0019] En una realizacién util adicional de la invencién, la suspensién acuosa se alimenta a la boquilla a través de
un material de entubacién poco abrasivo, en particular, un material de entubacién a base de silicio poco abrasivo,
especialmente Pumpsil®. Sorprendentemente, se descubrio que el material de entubacién tiene un efecto significativo
sobre la cantidad o el porcentaje de ARNip bioactivo en el polvo secado por pulverizacién. En particular, si la
temperatura se controla como se ha indicado anteriormente y la suspensién acuosa se alimenta a la boquilla a través
de un material de entubacién poco abrasivo, las pérdidas de ARNip pueden reducirse a menos del 10 % del contenido
de ARNip, es decir, menos del 10 % de la masa del ARNip original usado, especialmente menos del 5 % del contenido
o masa de ARNip. Es especialmente ventajoso que el material de entubacién poco abrasivo no tenga ningun efecto
negativo sobre el método de secado por pulverizacion y el polvo seco resultante.

[0020] De acuerdo con una realizacién ventajosa adicional, el secado por pulverizacién se realiza usando un gas
atomizador que se alimenta a la boquilla atomizadora, preferentemente nitrégeno, y un gas portador calentado,
preferentemente aire seco, que se alimenta a una camara de secado por pulverizacién del aparato de secado por
pulverizacién. Estos gases pueden filtrarse para eliminar el polvo y las particulas antes de alimentarlos a la boquilla
atomizadora o a la cdmara de secado por pulverizacién, respectivamente.

[0021] En una realizacién adicional de la invencién se lleva a cabo una etapa de secado adicional, en la que se
alimenta un gas portador a través del aparato de secado por pulverizacidn, especialmente la boquilla atomizadora, sin
ser mezclado con solucién o suspensién acuosa y preferentemente mientras el polvo secado por pulverizacion ya se
ha transferido al medio de acumulacién. Aunque es ventajoso suministrar el gas portador al aparato de secado por
pulverizacién de la misma manera que durante el proceso de secado por pulverizaciéon propiamente dicho, porque no
es necesario adaptar el proceso y el aparato para realizar la respectiva etapa del proceso, el gas portador para la
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etapa de secado adicional también puede alimentarse a través del polvo secado por pulverizacién por diferentes
medios, por ejemplo, una boquilla independiente o similares.

[0022] La etapa adicional de secado o la etapa adicional de secado por pulverizacién reduce la humedad residual
sin dafiar los poliplejos y/o el ARNip y de este modo aumenta la fraccién de particulas finas (FPF) del polvo. Esto
también es ventajoso para el suministro a las células y la resuspensién de los poliplejos y/o nanoparticulas lipidicas.

[0023] La etapa de secado adicional es especialmente Util para el secado por pulverizacién de suspensiones
acuosas que comprenden nanoparticulas lipidicas. Como se ha indicado anteriormente, las temperaturas umbral mas
bajas son ventajosas para esos sistemas. En consecuencia, la etapa de secado adicional puede ayudar especialmente
a reducir la humedad residual de tales polvos, particularmente cuando se obtienen polvos amorfos.

[0024] En otra realizacién preferida, la etapa adicional de secado se lleva a cabo con la temperatura en las
proximidades de la abertura de salida controlada por medios de control de la temperatura para ajustarse a una
temperatura umbral superior, en particular, una temperatura umbral superior que sea igual o inferior a una temperatura
de fusion del ARNip no marcado, especialmente dentro de un intervalo de 5 °C, en particular, en el intervalo de 3 °C,
por debajo de la temperatura de fusién del ARNip no marcado respectivo. En otras palabras, la etapa de secado
adicional puede llevarse a cabo a la misma temperatura que el secado por pulverizaciéon propiamente dicho. Tal
circunstancia es especialmente ventajosa ya que reduce la cantidad de variables de proceso o parametros de método
del método de secado por pulverizacidén. Por tanto, la etapa de secado adicional puede llevarse a cabo manteniendo
el gas portador en funcionamiento durante un periodo de tiempo adicional después de que la suspensién acuosa haya
sido alimentada por la boquilla de atomizacién, en particular, sin alterar la temperatura del gas portador. En una
realizacién preferida, el flujo volumétrico del gas portador también permanece inalterado durante la etapa de secado
adicional. La etapa de secado adicional puede tener lugar directamente después del secado por pulverizacién de la
suspensién acuosa que contiene el ARNip. Como alternativa, el secado por pulverizacién puede comprender también
una etapa de método, en la que, tras el secado por pulverizacidén de la suspensién acuosa, se fabrica una solucién o
suspensién intermedia, tal como agua exenta de ribonucleasa, en particular, durante un periodo de 1 a 5 minutos,
antes de realizar la etapa de secado adicional.

[0025] Se prefiere ademas que la etapa de secado adicional se lleve a cabo hasta alcanzar una humedad residual
inferior al 3 %, en particular, inferior al 2 %. Esto prolonga el periodo de validez del polvo seco resultante.

[0026] Se comprobd ademas que el ARNip se conservaba en un estado bioactivo muy elevado durante la etapa de
secado adicional, cuando se usé polietilenimina-injerto-policaprolactona-bloque-polietilenglicol (PEI-g-PCL-b-PEG o
PPP) y/o un bioconjugado de polietilenimina con péptidos o proteinas tales como la polietilenimina conjugada con
transferrina (Tf-PEI) como poliamina. Esto resulta especialmente ventajoso, porque la TF-PEI es una poliamida que es
muy prometedora para dirigirse a los linfocitos T con el respectivo polvo seco. La PPP es ventajosa por su baja
citotoxicidad.

[0027] En una realizacién ventajosa del método para secar por pulverizacién una suspensién acuosa que comprende
nanoparticulas lipidicas, el lipido catiénico ionizable era un lipido similar al MC3.

[0028] En ofra realizacién, los lipidos auxiliares se eligieron del siguiente grupo de lipidos: 1,2-diestearoil-sn-glicero-
3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano (DOTAP) y 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-
glicerol) (DSPG). Se usaron para permitir la formacién de sistemas de NPL-ARNip con potencial zeta casi neutro,
positivo y negativo, respectivamente.

[0029] En otra realizacién ventajosa, el lipido pegilado puede ser PEG-DMG.

[0030] EI objetivo anterior también se consigue mediante un polvo que contiene ARNip bioactivo en forma de
poliplejos, en particular, complejos de polielectrolitos, formados por al menos una poliamina y/o poliamida y/o poliéster
y ARNip o en forma de nanoparticulas lipidicas formadas de al menos un lipido catiénico ionizable, un lipido auxiliar,
un lipido pegilado, colesterol y ARNip, en donde los poliplejos se encapsulan en excipientes hidrosolubles, en
particular, manitol y/o trehalosa y/o lactosa, preferentemente con didmetros aerodinamicos (MMAD, mass median
aerodynamic diameter) entre 0,5 y 10 um, en particular, 1 y 5 um, en donde el polvo se produce de acuerdo con el
método descrito anteriormente.

[0031] Para el polvo seco que contiene ARNip bioactivo en forma de nanoparticulas lipidicas formadas desde al
menos un lipido catiénico ionizable, un lipido auxiliar, un lipido pegilado, colesterol y ARNip, cabe mencionar que este
polvo no incluye un polimero o poliplejo, ya que el polvo seco se seca por pulverizacién sin dichos poliplejos o
polimeros.

[0032] Para el polvo seco que contiene ARNip bioactivo en forma de nanoparticulas lipidicas formadas desde al
menos un lipido catiénico ionizable, un lipido auxiliar, un lipido pegilado, colesterol y ARNip, la proporcién en masa
entre el ARNip y azlcar y/o alditol esta preferentemente entre el 0,001 % y el 0,02 %. Preferentemente, la proporcién
en masa es de al menos el 0,004 %, especialmente al menos el 0,01 %.
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[0033] De acuerdo con una realizacién preferida de la invencién, el polvo puede resuspenderse en agua para obtener
poliplejos o suspensiones de poliplejos o nanoparticulas lipidicas o suspensiones de nanoparticulas lipidicas que no
sean significativamente diferentes, en particular, que no varien més de +/- 10 %, de su formulacién inicial antes del
secado por pulverizaciéon con respecto al tamafio, polidispersidad y potencial zeta. Esta realizacién permite una
absorcion eficaz del polvo en las células. Por tanto, el polvo inventivo no presenta aglomerados significativos tras la
resuspensién que disminuyan el porcentaje de poliplejos potencialmente absorbibles por las células.

[0034] El polvo inventivo permite un periodo de validez largo debido a la baja humedad residual. Mas aun, el polvo
comprende una cantidad elevada o un rendimiento elevado del ARNip inicialmente proporcionado en estado bioactivo,
permitiendo de este modo una produccién eficaz de ARNip en polvo. Ya que el contenido de ARNip bioactivo es
reproducible, el polvo es una excelente plataforma para el proceso de registro farmacéutico de farmacos basados en
acidos nucleicos.

[0035] De acuerdo con una realizacién preferida, la poliamina de los poliplejos encapsulados es polietilenimina-
injerto-policaprolactona-bloque-polietilenglicol (PEI-g-PCL-b-PEG o PPP) y/o bioconjugados de polietilenimina o
poliespermina con péptidos o proteinas tales como la polietilenimina conjugada con transferrina (Tf-PEI). Estas
poliaminas son candidatas prometedoras para un uso farmacéutico del polvo seco.

[0036] En una realizacién preferida, las particulas presentan una estructura esférica.

[0037] EI objetivo anterior también se logra mediante el uso de una composicién 0 mezcla en polvo que comprende
al menos un polvo divulgado anteriormente como forma de dosis farmacéutica, en particular, para el suministro
pulmonar. A este respecto, es especialmente ventajoso que el proceso de secado por pulverizacién dé como resultado
un tamafio de particula y una distribucién de tamafio adecuados para el suministro pulmonar.

[0038] EIl objetivo anterior también se consigue mediante un uso de una composicién en polvo o mezcla que
comprende al menos un polvo divulgado anteriormente en donde el ARNip es activo para silenciar la traduccién del
ARN mensajero en proteinas causantes de enfermedades pulmonares.

[0039] Las realizaciones inventivas y comparativas no inventivas se describirdn con més detalle a continuacién. Las
realizaciones inventivas son solo ejemplos especiales de la divulgacién técnica:

Materiales y métodos

[0040] Ejemplos y realizaciones a base de suspensiones acuosas que comprenden poliplejos:

El ARNip bicatenario dirigido a la proteina verde fluorescente (DsiRNA EGFP 1, Double stranded siRNA targeting
green fluorescent protein) (siGFP) y el control inespecifico desordenado (siNC, scrambled nonspecific control) son
comercializados por IDT (Integrated DNA Technologies, Inc., Leuven, Bélgica). La invencién se describira con mas
detalle con respecto a esos especimenes de ARNip. Sin embargo, la invencién no se limita al uso de tal ARNip. Pueden
usarse otros ARNip, especialmente para usos farmacéuticos.

[0041] La polietilenimina (PEI) hiperramificada (25 kDa) es comercializada por BASF (Ludwigshafen, Alemania). El
polietilenglicol heterobifuncional (HO-PEG-COOH, 2,5 kDa) es producido por JenKem Technologies (Plano, TX, EE.
UU.). La e-caprolactona, heparina de mucosa intestinal porcina (H3393, >180 unidades/mg, grado I-A), acido
picrililsulfénico (TNBS) (P2297), solucién tampdn TRIS EDTA 1x (tampén TE) (93283), solucién tampén TRIS EDTA
100x para analisis NGI (T9285), tampén tris borato EDTA (tampdn TBE) (T 3913), medio RPMI-1640 (R8758), suero
fetal bovino (FBS) (F9665), penicilina-estreptomicina (P/S) (P4333), solucién salina de disulfato G 418 (G8168),
solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (PBS) (D8537) y D-manitol estan disponibles a través de Merck
KGaA (Darmstadt, Alemania). La D(+)-trehalosa dihidratada (28719.290) se adquirié de VWR International GmbH
(Darmstadt, Alemania). Las placas de 96 pocillos blancas y negras (10307451), escala de ADN de rango ultrabajo
GeneRuler (10400280), tincion de geles de ADN y geles de poliacrilamida SYBR™ Safe™ (geles Novex™ TBE, 4-20 %,
EC62252BOX) son comercializados por Fisher Scientific (Schwerte, Alemania). El colorante SYBR™ Gold se obtuvo
de Life Technologies (Carlsbad, CA, EE. UU.). Se usaron tubos Pumpsil® de Watson-Marlow GmbH (Rommerskirchen,
Alemania) que tienen un diametro interior y un grosor de 1,6 mm.

Sintesis de poliaminas

[0042] La sintesis de la poliamina polietilenimina-injerto-policaprolactona-bloque-polietilenglicol (PEI-g-PCL-b-PEG
o PPP) puede realizarse como se ha descrito anteriormente. [24] Este documento, asi como los documentos EP 3 277
743 A4 y WO 2008 151 150 A2 se incorporan por referencia como parte de la presente divulgaciéon. En resumen, se
sintetizd el copolimero tribloque de polietilenimina-injerfo-policaprolactona-bloque-polietilenglicol (PEI-g-PCL-b-PEG)
(PPP) acoplando el copolimero dibloque heterobifuncional acrilado-PCL-b-PEG-alquino al PEI. La caracterizacién se
realizé6 mediante RMN de 'H y espectroscopia UV como se describi6 anteriormente [10].

[0043] La polietilenimina conjugada con transferrina (Tf-PEI) se sintetizé de acuerdo con la divulgacion de [24a], asi
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como con el documento US 2002 013 767 0 A1, también incorporados por referencia en el presente documento.

[0044] Pueden incorporarse otras poliaminas posibles a los poli(uretanos), poli(ureas), poli(acrilamidas),
polilamidas), poli(ésteres) o polilaminoésteres). La espermina es una poliamina biogénica, que consiste en dos aminas
primarias y dos secundarias, encontrada como un policatién en todos los valores de pH. Las poliacrilamidas a base
de espermina pueden sintetizarse a través de polimerizacién por radicales libres o radicales vivos (p. ej. RAFT) del
(met)acrilato de un éster activo del 4cido acrilico y postpolimerizacién con una especie de espermina o directamente
a través de polimerizacién de una acrilamida consistente en espermina. Se prefieren tales poliaminas, ya que son
biodegradables y biocompatibles.

Preparacioén de poliplejos

[0045] Se prepararon soluciones madre de siGFP y PPP con una concentracién de 100 pM y 1 mg/ml,
respectivamente. Se prepararon poliplejos con una cantidad total de 30 pg de siGFP. Por lo tanto, la cantidad de PPP
(mpgr) en Jg se calculd de la siguiente manera:

- MsiGFP .
”7”””‘(17950,36g /mol) 431-N/P (Ec. 1)

[0046] La cantidad calculada de PPP se diluyé hasta 250 ul en un disolvente especifico (agua altamente purificada
(AAP)), trehalosa o manitol al 5 0 10 %) y se afiadieron 250 pl del mismo disolvente que contenia 30 pg de siGFP.
Para permitir la formacién de poliplejos, la mezcla se incubd durante 10 minutos. Entonces, se afiadieron 4500 pl del
mismo disolvente especificado y la suspensién de poliplejo se incubé durante otros 10 minutos.

Adsorcién al material del tubo

[0047] Para reducir la adsorcién de los poliplejos por el material de entubacién durante el bombeo a través de la
tuberia respectiva, los diferentes materiales de tubo se lavaron antes de los experimentos con HPW precalentado y
se dejaron secar. Tras la insercién en el Masterflex L/S (7520-47, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Alemania), equipado
con el médulo del cabezal Easy-Load Il (77201-60), se fij6 una velocidad de bombeo de 1,2-1,4 ml/min. Los poliplejos
se prepararon en AAP y se bombearon a través de la tuberia y se recogieron en un tubo de 5 ml para su posterior
analisis. Este procedimiento se llevé a cabo por triplicado.

Secado por pulverizacién

[0048] Para la preparacién de microparticulas se usé un equipo B-290 (Buchi Labortechnik, Essen, Alemania) como
aparato de secado por pulverizacion. Como los tubos Pumpsil® no encajaban en la bomba Blichi preinstalada, se us6
el Masterflex L/S (véase anteriormente) con una velocidad de bombeo de 1,2-1,4 ml/min. Se usé nitrégeno como gas
de atomizacién, mientras que el gas portador era aire. Para evitar el polvo y otras particulas suspendidas en el aire,
tanto el suministro de nitrégeno como el de aire se filtraron a través de un filtro de poros de 0,22 ym. Para garantizar
un calentamiento suficiente del suministro de aire y evitar el sobrecalentamiento de la bomba de vacio Buchi, se usd
aire a presion. El aspirador se ajustd al 70 % y el vacio se ajustdé a -4 kPa (-40 mbar) ajustando el nivel de aire
presurizado. El caudal de aire se fij6 en 40 mm, lo que corresponde a 473 NlI/h. Para la recogida de particulas, se
acoplé un ciclén de alta eficacia a una abertura de salida del aparato de secado por pulverizacién. Los poliplejos se
prepararon en trehalosa o manitol al 5 0 al 10 % m/V.

[0049] Todas las formulaciones se prepararon el mismo dia para evitar diferencias interdiarias relacionadas con la
temperatura y la humedad ambiente, por ejemplo. Para el anélisis se produjeron tres lotes en tres dias diferentes. En
el caso de diferentes temperaturas de entrada (T-En.), las temperaturas de salida (T-Sal.) medidas se indicaron junto
a T-En. para una mejor comprensién del proceso. Durante el proceso de secado por pulverizacién, se observaron
cambios menores de la T-Sal. Por consiguiente, La T-Sal. se informé como la media con una desviaciéon de + 1,5 °C.

Etapa de secado adicional

[0050] Para una ejecucién de secado por pulverizacién, se diluye una cantidad total de 30,00 pg de siGFP con una
solucién de trehalosa al 5 % en agua exenta de ribonucleasa hasta un volumen total de 250 pl. Los poliplejos se
preparan con un cociente de N/P de 10. Por lo tanto, se diluye también la cantidad necesaria de PPP [1] con una
solucién de trehalosa al 5 % en agua exenta de ribonucleasa hasta un volumen de 250 pl. La solucién de PPP se
aflade a la solucién de siGFP y se pipetea enérgicamente arriba y abajo. Se incuba durante 20 minutos para la
formacién de poliplejos. Posteriormente, se afiaden 4500 pl de solucién de trehalosa al 5% a la suspensiéon de
poliplejo. Se gira el tubo con cuidado para mezclar. Al mismo tiempo, el secador de pulverizacion esté encendido; los
parametros se ajustan a una temperatura de entrada de 145 °C, aspirador al 70 %, un caudal de aire de 40 mm
(473 NI/h) y refrigeracion por agua de la boquilla. El agua exenta de ribonucleasa se seca por pulverizacién a
1,4 mli/min. Si se alcanza una temperatura de entrada constante de 145 °C, se inicia el proceso de secado por
pulverizacién con la dispersién de poliplejo-trehalosa. Al final del proceso, el tubo de muestra se sustituye por agua
exenta de ribonucleasa que se seca por pulverizaciéon durante otros 2 minutos. En lo sucesivo en el presente
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documento, la bomba se detiene. El proceso de secado por pulverizacién finaliza y se inicia adicionalmente la etapa
de secado por pulverizacidén de las microparticulas nanoincorporadas. Se fija un temporizador de cinco minutos y se
mantienen constantes todos los demas parametros. Por lo tanto, la etapa posterior de secado tiene lugar a 145 °C de
temperatura de entrada. Finalmente, se detiene el proceso de secado por pulverizacién y se recoge el polvo secado
por pulverizacién.

[0051] Después del proceso de secado, se recoge todo el polvo, se pesa y se usan alicuotas para analisis
posteriores. Para cuantificar el contenido de PPP y siGFP dentro del polvo de microparticulas tras el secado por
pulverizacién, se disolvié una alicuota del polvo en AAP (agua altamente purificada), y se realizaron ensayos de
competencia con heparina para disociar los poliplejos siGFP-PPP dentro del polvo de NIM. Posteriormente, la siGFP
liberada de los poliplejos se determiné mediante un ensayo SYBR@ gold modificado [1], mientras que la concentracion
de PPP se determiné mediante un ensayo TNBS [2].

[0052] En primer lugar, el lote de polvo de NIM se disolvié en 2 ml de AAP en un matraz volumétrico. El siguiente
procedimiento se ejecuté por triplicado: Segun el contenido teérico de siGFP, se eligid un volumen para conseguir
aproximadamente 0,04 pg de siGFP por muestra. Esta solucién se diluyé hasta un volumen final de 150 pl por muestra
con AAP en un tubo. Después, se afiadieron 75 pl de una solucién de 58 k Ul de heparina a cada tubo para lograr la
disociacion completa de los poliplejos al cabo de 2 h. Esta solucién se diluyé de nuevo hasta 450 pl y se distribuyé en
una placa blanca de 96 pocillos (placa de micropocillos Thermo Scientific™ BioLite, Thermo Scientific GmbH, Schwerte,
Alemania) por triplicado de 100 ul cada uno. Para la cuantificacién de siGFP, se afiadieron 30 pl de una solucién de 4
x SYBR@ gold a cada pocillo y se incubaron durante 10 min en la oscuridad a temperatura ambiente. La fluorescencia
de cada muestra se cuantific6 usando un lector de microplacas multimodo Synergy 2 (BioTek Instrument, Winooski,
VT, EE. UU.) a una longitud de onda de excitacién de 485/20 nm y una longitud de onda de emisién de 520/20 nmy
se compard con una curva patrén recién preparada de siGFP libre incubada con colorante SYBR@ gold.

[0053] Para la cuantificacion de la PPP, 100 pl de solucién disuelta de cada lote en 2 ml de tampén de bérax a 0,1 M
(bérax de sodio decahidratado, Sigma Aldrich, Alemania) se incubaron con 30 pl de solucién de TNBS a 3 mM por
triplicado y se determiné la absorbancia a 405 nm tras 1 h de incubacién usando un lector de microplacas multimodo
Synergy 2 (BioTek Instrument, Winooski, VT, EE. UU.). La absorbancia medida se comparé con una curva patrén
recién preparada de PPP libre incubada con reactivo TNBS. Para verificar cada ensayo de cuantificacién, se
prepararon nuevos patrones internos y se analizaron en paralelo. Estos patrones consistian en siGFP y PPP de
cantidades conocidas que se elegian segun la cantidad teérica de siGFP o PPP que se analizaba en la muestra,
respectivamente. Estos fueron de 0,04 ug de siGFP por pocillo para la cuantificacién del 4cido nucleico y de 0,48 a
1,2 yg de PPP para la cuantificaciéon del polimero. Las mediciones con desviaciones inferiores al 10 % del patréon
interno se consideraron igualmente precisas y se tuvieron en cuenta para analisis posteriores.

[0054] EI contenido de agua residual del polvo de NIM tras el secado por pulverizacién se determiné mediante
medicién culombimétrica usando un titulador de Karl Fischer Aqua 40.00 con el software correspondiente de Analytik
Jena AG (Jena, Alemania). Las muestras (aprox. 15 mg) se cargaron en viales 2R, se colocaron en la camara de
calentamiento y se midieron a 100 °C hasta que la deriva de medicién alcanzé la deriva inicial £+2 pg/min o hasta un
tiempo de medicién final de 10 min. La deriva inicial se establecié tras aproximadamente 1 h de equilibrio mostrando
una tasa inferior a 10 pg/min. Se us6 Hydranal Coulomat AG (Riedel-deHaén, Seelze, Alemania) como reactivo. Antes
de cada sesion, el valorador se calibré con un patrén de agua al 1 %. El contenido de humedad se calculé como el %
en peso de agua en relacién con el peso total de la muestra.

Mediciones del promedio de Z y del PDI

[0055] Para comparar los efectos del bombeo y del secado por pulverizacién sobre el contenido de poliplejo, se
compararon 70 Pl de suspension de poliplejo recién preparada con los poliplejos después de su procesamiento
posterior. Para los experimentos de adsorcién de la bomba, se tomaron 70 pl después del bombeo. Para la
redispersabilidad de las formulaciones secadas por pulverizacién, se disolvieron aproximadamente 3,5mg y 7,0 mg
para las formulaciones de matriz al 5 % y al 10 %, respectivamente, en 70 pyl de AAP. Todas las muestras se analizaron
en cubetas desechables (Brand GmbH, Wertheim, Alemania) y se analizaron con el Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Inc., Malvern, Reino Unido). Por lo tanto, se ajustd el indice de refraccién del agua, manitol o trehalosa a
25 °C para las concentraciones indicadas, y la deteccién se realizd con un angulo de retrodispersién de 173°. Para
cada experimento, se realizaron mediciones por triplicado con 15 ejecuciones cada una y se promediaron
posteriormente.

Dispersién de luz estatica

[0056] Se suspendieron unos pocos pg de polvo secado por pulverizacién en aproximadamente 2 ml de éter dietilico.
Aproximadamente 30 minutos antes de las mediciones, se encendié el HORIBA LA-950 (Retsch Technology GmbH,
Haan, Alemania) para equilibrio. La cubeta se llen6 con éter dietilico, se inserté en el dispositivo y se registraron las
mediciones de adquisiciéon y en blanco. La suspensién de la muestra se mezclé a fondo pipeteando arriba y abajo y
se afiadieron pequefias cantidades a la cubeta. Adicionalmente, se inserté una pequefia barra de agitacién magnética
para agitar la muestra. La velocidad se ajusté para conseguir una transmitancia de luz de entre el 85 y el 90 % de la
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luz roja y de entre el 80 y el 90 % de la luz azul. La cantidad de polvo en la cubeta se ajustd en consecuencia. Para la
medicion se usaron los siguientes ndices: Indice de refraccion real - manitol: 1,330 Indice imaginario - manitol: 10,0
Indice de refraccién real - trehalosa: 1,652 Indice imaginario - trehalosa: 2,0 Indice de refraccion éter dietilico: 1,352

[0057] Los indices imaginarios se eligieron experimentalmente para obtener el pardmetro R més pequefio posible
(aqui R<0,08 en todas las mediciones). La calidad de estas mediciones viene dada por el parametro R, que disminuye
si la dispersién prevista de las mediciones de la distribucién granulométrica se ajusta a la dispersién detectada de la
muestra. [25] Las mediciones se ejecutaron en tres lotes diferentes.

Microscopia electrénica de barrido

[0058] Se colocé una pequefia cantidad de polvo sobre un trozo cubierto con cinta de carbono de doble cara. Antes
del anélisis, el trozo se recubrié con carbono al vacio durante 40 s. La morfologia de las particulas se examiné
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM, scanning electron microscopy) usando un FEI Helios G3 UC
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Alemania).

Contenido de agua residual

[0059] Para microparticulas de trehalosa y manitol, se pesaron aproximadamente 5mg y 15 mg en un vial 2R,
respectivamente. Se midieron tres lotes diferentes por triplicado, cada uno. Ademés, se prepard un patrén de agua al
1 % con aproximadamente 10 mg. Después del llenado, se aplicd un pequefio trozo de lana ceramica (Analytik Jena
AG, Jena, Alemania) por encima para evitar la succién de particulas a través del valorador. Los viales se cerraron con
un tapén de plastico. Los viales vacios que actuaban como valores en blanco se trataron en consecuencia. Para las
mediciones culombimétricas se usd un Valorador Karl Fischer Aqua 40.00 con el software correspondiente de Analytik
Jena AG (Jena, Alemania). Primero se calenté el horno a 100 °C y se limpié el sistema de humedad residual
introduciendo un vial vacio cerrado y activando la bomba hasta alcanzar una deriva final inferior a 8,0 pg/min. Se usé
la deriva especificada y las condiciones de tope se fijaron en un tiempo total de medicién de 10 minutos o hasta que
la deriva alcanzé <2,0 yg/min de la deriva inicial. Se realizaron mediciones en blanco que se sustrajeron
automaticamente del patrén y de las muestras. Las mediciones se consideraron correctas si la medicién del patrén de
agua al 1 % daba como resultado un valor entre 0,9y 1,1 %.

Calorimetria diferencial de barrido

[0060] Para las mediciones calorimétricas se pesaron de 3 a 5 mg de muestra en una bandeja céncava y se cerro.
La referencia era una bandeja céncava vacia y cerrada. La referencia y la muestra se introdujeron en el horno a un
punto de ajuste de 25 °C y se cerré el horno. Las mediciones se realizaron con un DSC 214 Polyma (Erich NETZSCH
GmbH & Co. Holding KG, Selb, Alemania) a partir de -10 °C con una rampa de 8° K/min hasta alcanzar una
temperatura de 160 °C para las formulaciones de trehalosa o de 200 °C para las de manitol. Los datos se analizaron
con el software Proteus Analysis.

XRPD

[0061] Para la identificacién de las estructuras cristalinas y/o amorfas se ejecuté XPRD con un difractémetro 3.000
TT (Seifert, Ahrensburg, Alemania). Equipado con un dnodo de cobre con una tensién de 40 kV y una corriente de
30 mA, se usé una longitud de onda de 0,154178 nm. El voltaje del detector de centelleo fue de 1.000 V. Las muestras
colocadas en el portamuestras de cobre se analizaron en el intervalo de 5-40° 2-theta en pasos de 0,05° 2-theta.

Propiedades aerodinamicas

[0062] Para el anélisis de las propiedades aerodindmicas se usé el aparato E de la Farmacopea Europea de Copley
Scientific (Nottingham, Reino Unido). El impactador de nueva generacién (NGI) estaba equipado con un preseparador
(PS) y un puerto de induccién (IP). El instrumento se conectd a un controlador de flujo critico (TPK 2, ERWEKA GmbH,
Langen, Alemania) para garantizar la abertura correcta de la valvula durante un tiempo predeterminado para permitir
el paso de un volumen total de 4 | de aire a través del instrumento para cada medicién. Ademés de eso, el TPK se
conect6 a una bomba de vacio de alto rendimiento (HVP 1000, ERWEKA GmbH) que generaba un caudal que se fij6
en 30 I/min (I volumétricos/min) mediante un caudalimetro TSI 4040 (TSI Instruments Ltd., High Wycombe, Reino
Unido). Se preparé una solucién madre de 0,167x Tris-EDTA (TE) mezclando 0,5 ml de 100x TE con 299,5 ml de AAP.
Antes de cada analisis, el preseparador se llen6 con 10 ml de solucién de Heparina-TE (23,3 mg de Heparina en 60 ml
de 0,167x TE) (HTE) y los vasos se recubrieron con 10 pl de una solucién que contenia glicerina al 83 %, etanol al
14 % y Brij 35 al 3 %. [26] Se usaron bastoncillos de algodén previamente humedecidos con solucidén de recubrimiento
para distribuir la solucién de recubrimiento por toda la superficie del vaso. Para el analisis se cargaron 4 u 8 capsulas
de hidroxipropilmetilcelulosa con aproximadamente 45 mg de formulaciones atomizadas al 5% o al 10 % m/V,
respectivamente. Cada cépsula se cargd en un Handihaler® (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Ingelheim, Alemania) y se activé por perforacidén. De acuerdo con el manual del fabricante, las capsulas se descargaron
dos veces con un intervalo entre ambos accionamientos de 5 s. Tras descargar el contenido de las capsulas en el
impactador, se retiré cuidadosamente el IP y se cerrd con dos tapones de goma después de introducir 10 ml de HTE.
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Ademas, se retiré cuidadosamente el PS y se cerraron ambas aberturas con tapones de pléastico. Ambos IP y PS, se
agitaron vertical y horizontalmente durante 1 minuto. Finalmente, se desmontd el NGl y se llenaron los vasos pequefios
con 2 ml de HTE, mientras que los vasos mayores se llenaron con 4 ml de HTE. Todos los vasos se cubrieron con una
tapa de pléstico para evitar la evaporacién del disolvente. Los vasos se colocaron en un agitador durante 5 a 10
minutos y la velocidad de rotacién se ajusté de forma que se evitara el derrame pero se garantizara la dispersion
completa de las particulas. Se prepararon tres alicuotas de 100 pl de cada etapa, incluidas IP y PS, para su posterior
analisis. La masa de siGFP depositada en cada etapa se analizé6 como se describe en el punto 2.12 con una linea de
punto estdndar extendida hacia el limite inferior. Este experimento se llevd a cabo con tres lotes diferentes. La mediana
del didmetro aerodinamico de la masa (MMAD), la desviacién estandar geométrica (DEG), la dosis de particulas finas
(DPF) y la fraccidn de particulas finas (FPF) se calcularon como se describe en la Farmacopea Europea [19]. Se
consideraron "particulas finas" todas las inferiores a 5 um.

Cuantificacién de ARNip y PPP

[0063] Los ensayos de cuantificacidn se realizaron como se ha descrito anteriormente. [12] En resumen, 50 mg para
las formulaciones de matriz al 5 % y 100 mg para las formulaciones de matriz al 10 %, respectivamente, se transfirieron
a un matraz aforado de 2 ml y se disolvieron en AAP para liberar los poliplejos. Estas soluciones se usaron para los
siguientes ensayos:

Ensayo TNBS

[0064] Se tomd una alicuota de 100 ul de cada muestra y se mezcld con TNBS al 0,088 % m/fv en bérax a 0,1 M.
Tras un tiempo de incubacién de 1 h, las muestras se analizaron con una cubeta de cuarzo en un espectrofotémetro
UV-1600PC (VWR International GmbH, Darmstadt, Alemania) a una absorbancia de 405 nm. Los resultados se
compararon con una serie de diluciones estandar igualmente tratadas (0,166 g - 1,914 pyg) a las que se afiadié una
cantidad correspondiente de siGFP para evitar sesgos. Las mediciones solo se tuvieron en cuenta para analisis
posteriores si un patrén interno (Pi), preparado como se describe en el punto 2.3., mostraba una desviacién inferior a
+ 10 % con respecto a la cantidad tedrica.

Ensayo de heparina SYBR gold (HepSYBR)

[0065] Se tomé una alicuota de 60 pl de cada muestra y se diluyd con AAP hasta 150 pl. Para disociar la siGFP de
la PPP, se afiadieron 75 pl de solucién de heparina a 2,33 mg/ml en tampén TE y se incubaron durante 2 h. Tras diluir
con AAP hasta 450 pl, se pipetearon triplicados de 100 ul en una placa negra de 96 pocillos. Se preparé una serie de
diluciones a partir de 0,09 pg/100 pl y se afiadié por triplicado en la misma placa negra de 96 pocillos. Para verificar
la disociacién completa de siGFP y PPP, se prepar6é un Pi como se describe en 2.3, se trat6 igual y se analizé por
triplicado. Se prepard una soluciéon 4x SYBR gold en AAP para la intercalacién del ARN bicatenario y se afiadieron
30 pl a cada pocillo con una multipipeta de 8 canales. La fluorescencia se midié a una longitud de onda de excitacién
de 485/20 nmy a una longitud de onda de emisién de 520/20 nm en un lector de microplacas multimodo FLUOstar®
Omega (BMG LABTECH GmbH), Ortenberg, Alemania). Las mediciones se consideraron para analisis posteriores si
el Pi mostraba una desviacién inferior a £ 10 % en comparacién con la cantidad teérica.

Prueba de integridad

[0066] Para conseguir una cantidad final de carga en gel de 150 ng de siGFP por carril (M(SIGFP)cari), se
consideraron las pérdidas de ARNip detectadas por HepSYBR (recuperacidén) y se usé el siguiente calculo para
determinar la cantidad de polvo secado por pulverizacién (m(NIM)):

- ; i M(ESC) 4 i
m(NIM) = m(siGFP)carril T (s1GFP)do recuperacion (Ec. 2)

donde m(tsc) es el contenido sélido total del polvo secado por pulverizacién y m(siGFP)sq es la cantidad inicial de
siGFP usada para el secado por pulverizacidn, es decir, 30 Hg. Se pesé el polvo y se reconstituyé en 15 pul de AAP y
5 pl de Heparina (12 pug de Heparina / 5 pl de tampén TE). Después de 30 minutos de incubacién, se afiadieron 4 pli
del colorante de carga 6x y se carg6 un gel TBE al 4-20 % (EC62252BOX, ThermoScientific, Alemania) con 24 pl de
cada muestra. Para el control, también se cargaron siGFP libre y siGFP con heparina. El gel se hizo correr a un voltaje
constante de 200 V durante un méximo de 1 hora en tampén Tris-Borato-EDTA (TBE) hasta que se separaron los
carriles. Los geles se sacaron de la camara y se colocaron en 20 ml de una solucién 1x SYBRsafe durante 30 minutos
bajo agitacién a 50 rpm. Los geles se analizaron usando un detector de fluorescencia ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen, Alemania).

Atenuacién in vitro

[0067] Para el rendimiento de la atenuacién in vitro se usé una linea de cancer de pulmén no microcitico H1299
(ATCC CRL-5803) que expresaba de forma estable la proteina de fluorescencia verde mejorada (GFP). Las células
se cultivaron en RPMI-1640 suplementado con FBS (10 %), P/S (1 %) y G418 (0,4 %) para la seleccién a 37 °C con
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COs al 5 %. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos con una densidad de 2x10° células por pocillo y un
volumen total de 500 pl de medio. El dia de la transfeccién, se sustituy6 el medio por 400 yl de medio fresco y se
aplicaron 100 pl de muestras para obtener una concentracién final de 100 nM de siGFP o siNC. Se probaron diferentes
formulaciones secadas por pulverizacién a distintas concentraciones y, teniendo en cuenta las pérdidas detectadas,
hubo que ajustar la cantidad de polvo y, en consecuencia, de excipiente. Por lo tanto, las muestras dentro de un mismo
grupo se trataron para que contuvieran cantidades iguales de excipiente, a fin de mejorar la comparabilidad. Después
de 72h, se deseché el medio, las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se recogieron. Después de centrifugar
a 400 rcf durante 5 minutos, el sobrenadante se deseché y el sedimento celular se resuspendié en PBS. Las muestras
se analizaron mediante citometria de flujo (citometro de enfoque acustico Attune®, Life Technologies) y se midi6 la
mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) usando una excitacién de 488 nm y un conjunto de filtros de emisién
de paso de banda de 530/30 nm (BL-1H). Las muestras se analizaron por triplicado para cada lote, con cada muestra
separada por morfologia basada en la dispersién hacia delante/hacia los lados para un conjunto de 10.000 células
viables. Los triplicados de cada lote se resumieron generando el valor medio.

Formulacién de Tf-PE| y GATA3

[0068] Se preparé transferrina-PEI (Tf-PEI) como se describe en [27, 28]. Para regular por disminucién GATAS, se
usaron dos secuencias diferentes de ARNip dirigidas a GATA3 (siGATA3) de QIAGEN GmbH (Hilden, Alemania) en
una mezcla de 1:1 (HS_GATA3_8 - S104212446, y HS_GATA3_9 - S104364101).

[0069] La formulacién se secé por pulverizacién como se describe en el capitulo 2.4. conteniendo 1760 pmol / 5 ml
de trehalosa o manitol al 5 % v/v. El polvo se analizé de acuerdo con el capitulo 2.11. para garantizar las cantidades
exactas de siGATAS3 para la transfeccion.

[0070] Se ejecutd una transfeccion con linfocitos T CD4* primarios que se aislaron de capas leucocitarias recién
obtenidas (DRK, Berlin, Alemania). Las células se cultivaron en medio RPMI complementado con FBS al 10 %, P/S al
1 %, HEPES a 10 mM, piruvato sddico a 1 mM y 4500 mg/Il de glucosa.

[0071] Para la atenuacion de GATA3 se sembraron 8x10° linfocitos T primarios en una placa de 48 pocillos con
200 yl de medio. La activacién de los linfocitos T primarios se ejecutdé usando Dynabeads™ Human T-Activator
CD3/CD28 (11131D, Life Technologies) siguiendo el protocolo del proveedor de mezclar perlas y células 1:1. El polvo
secado por pulverizacién se volvié a dispersar en agua exenta de nucleasas. Los controles consistentes en siGATA3
o siNC se prepararon con Tf-PEI o LF. Tras dos dias de activacién de los linfocitos T, las muestras se aplicaron a las
células, alcanzando de este modo una concentracién final de ARNip a 100 nM. Las células se incubaron durante 48 h
y, tras retirar las Dynabeads, se lisaron con el minikit PureLink RNA siguiendo el protocolo del fabricante (12183025,
Thermo Fisher Scientific). En resumen, las células se lavaron, se lisaron, y se aislé el ARN con una etapa adicional de
digestién con desoxirribonucleasa. Después, se sintetizé ADNc usando el kit de sintesis de ADNc de alta capacidad
(n.° 4368814, Applied Biosystems). Tras obtener el ADNc, la solucién se diluyd 1:10 y se realiz6 una qRT-PCR con
cebadores directos e inversos de GATAS sintetizados a medida (Thermo Fisher) y cebadores de B-actina (Qiagen,
Hilden, Alemania) para la normalizacién. Los umbrales de ciclo se adquirieron mediante ajuste automatico dentro del
software qPCRsoft (Analytik Jena AG, Jena, Alemania).

[0072] Ejemplos y realizaciones a base de suspensiones acuosas que comprenden nanoparticulas lipidicas:
Preparacién de nanoparticulas lipidicas (NPL) de atrapamiento de ARNip:

[0073] Las formulaciones de NPL-ARNIip tenian una composicién lipidica basada en la formulacién Onpattro [58, 59],
clinicamente aprobada, y se prepararon como se ha descrito anteriormente [59, 60]. En resumen, se disolvieron
componentes lipidicos (lipido catiénico ionizable tipo MC3, lipido auxiliar, colesterol y PEG-DMG) en proporciones
molares de 50:10:38,5:1,5 % molar en etanol hasta una concentracién de lipido total de 10 mM. Se usaron diferentes
lipidos ayudantes, es decir, 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-diolecil-3-trimetilamonio-propano
(DOTAP) y 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol) (DSPG), para permitir la formacion de sistemas de NPL-
ARNip con potencial zeta casi neutro, positivo y negativo, respectivamente. El ARNip purificado (siGFP) se disolvié en
tampén de acetato sddico a 25 mM pH 4 para conseguir un cociente de N/P de 3. Las dos soluciones se mezclaron a
través de un mezclador en T a un caudal total de 20 ml/min, y una proporcién de caudales de 3:1 v/v (fase acuosa:fase
orgéanica). La suspensién de NPL resultante se dializé posteriormente durante la noche en PBS pH 7,4, filtrada de
forma estéril (0,2 um) y concentrada a ARNip a 0,5 mg/ml. Las eficiencias de encapsulacién de siGFP en los sistemas
NPL fueron superiores al 95 %, medidas mediante el ensayo Quant-iT Ribogreen (Life Technologies). Las soluciones
madre de las formulaciones de NPL-ARNip se diluyeron hasta una concentracién de 30 pg de ARNip en 4500 pl de
un disolvente especifico (agua altamente purificada (AAP)), lactosa, trehalosa o manitol, 5 p/p).

Secado por pulverizacién
[0074] Para la preparacién de microparticulas se us6é un equipo B-290 (Buchi Labortechnik, Essen, Alemania). Se

usaron tubos Pumpsil de 1,6 mm x 1,6 mm (Watson Marlow Tubing, Falmouth, Reino Unido) con una velocidad de
bombeo de 1,4 ml/min. Se usé nitrégeno como gas de atomizacién, en donde el gas de secado era aire. Para evitar el
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polvo y otras particulas suspendidas en el aire, tanto el suministro de nitrégeno como el de aire se filtraron a través de
un poro de 0,22 ym. Para garantizar un calentamiento suficiente del suministro de aire y evitar el sobrecalentamiento
de la bomba de vacio Buchi, se usé aire a presion. El aspirador se ajusté al 70 % y el vacio se ajusté a -40 mbar
ajustando el nivel de aire presurizado. El caudal de aire se fij6 en 40 mm, lo que corresponde a 473 Nl/h. Para la
recogida de particulas, se acoplé un ciclén de alta eficiencia. Las NPL se prepararon en lactosa al 5 % p/v (Inhalac),
trehalosa o manitol. Todas las formulaciones se prepararon en el mismo dia para evitar diferencias interdiarias
relacionadas con la temperatura y la humedad ambiente, por ejemplo. Para el analisis se produjeron tres lotes en tres
dias diferentes. Las temperaturas de entrada (T-En.) se variaron como se indica (T-En.= 60 °C, 80 °C, 100 °C o
120 °C) y, en consecuencia, dieron como resultado temperaturas de salida (T-Sal.) medidas mas bajas (T-Sal.= 41 °C,
51 °C, 62 °C 0 72 °C). Durante el proceso de secado por pulverizacién, se observaron cambios menores de la T-Sal.
Por consiguiente, La T-Sal. se informé como la media con una desviaciéon de + 2,0 °C.

Mediciones del promedio de Z y del PDI

[0075] Para los experimentos de redispersabilidad de las formulaciones secadas por pulverizacién,
aproximadamente 3,5 mg de las formulaciones de matriz al 5 % se disolvieron en 70 Ul de AAP. Todas las muestras
se analizaron en cubetas desechables (Brand GmbH, Wertheim, Alemania) y se analizaron con el Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Inc., Malvern, Reino Unido). Por lo tanto, se ajust6 el indice de refraccién del agua, manitol,
trehalosa o lactosa a 25 °C para las concentraciones indicadas, y la deteccién se realizé con un éngulo de
retrodispersién de 173°. Para cada experimento, se realizaron mediciones por triplicado con 15 ejecuciones cada una
y se promediaron posteriormente.

Contenido de agua residual

[0076] Para las microparticulas de lactosa, trehalosa y manitol, se pesaron aproximadamente 10 mg en un vial 2R,
respectivamente. Se midieron tres lotes diferentes por triplicado, cada uno. Ademés, se prepard un patrén de agua al
1 % con aproximadamente 20 mg. Después del llenado, se aplicé un pequefio trozo de lana ceramica (Analytik Jena
AG, Jena, Alemania) por encima para evitar la succién de particulas a través del valorador. Los viales se cerraron con
un tapén de plastico. Los viales vacios que actuaban como valores en blanco se trataron en consecuencia. Para las
mediciones culombimétricas se us6 un Valorador Karl Fischer Aqua 40.00 con el software correspondiente de Analytik
Jena AG (Jena, Alemania). Primero se calenté el horno a 100 °C y se limpié el sistema de humedad residual
introduciendo un vial vacio cerrado y activando la bomba hasta alcanzar una deriva final inferior a 10,0 pg/min. Se usé
la deriva especificada y las condiciones de tope se fijaron en un tiempo total de medicién de 10 minutos o hasta que
la deriva alcanzé <2,0 yg/min de la deriva inicial. Se realizaron mediciones en blanco que se sustrajeron
automaticamente del patrén y de las muestras. Las mediciones se consideraron correctas si la medicién del patrén de
agua al 1 % daba como resultado un valor entre 0,9 y 1,1 %.

Calorimetria diferencial de barrido

[0077] Para las mediciones calorimétricas se pesaron de 5 a 10 mg de muestra en una bandeja cdncava y se cerré.
La referencia era una bandeja céncava vacia y cerrada. La referencia y la muestra se introdujeron en el horno a un
punto de ajuste de 25 °C y se cerré el horno. Las mediciones se realizaron con un DSC 214 Polyma (Erich NETZSCH
GmbH & Co. Holding KG, Selb, Alemania) a partir de -10 °C con una rampa de 8° K/min hasta alcanzar una
temperatura de 200 °C para las formulaciones de lactosa. Los datos se analizaron con el software Proteus Analysis.

Atenuacién in vitro

[0078] Para el rendimiento de la atenuacién in vitro se usé una linea de cancer de pulmén no microcitico H1299
(ATCC CRL-5803) que expresaba de forma estable la proteina de fluorescencia verde mejorada (GFP). Las células
se cultivaron en RPMI-1640 suplementado con FBS (10 %), P/S (1 %) y G418 (0,4 %) para la seleccién a 37 °C con
COs al 5 %. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos con una densidad de 2x10° células por pocillo y un
volumen total de 500 pl de medio. El dia de la transfeccién, se sustituy6 el medio por 400 yl de medio fresco y se
aplicaron 100 pl de muestras para obtener una concentracién final como se indica en las figuras (2 yg/ml equivale a
una concentracién de siGFP de 111 nM o ARNip de control desordenado). Después de 48 h, se deseché el medio, las
células se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se recogieron. Después de centrifugar a 400 rcf durante 5 minutos, el
sobrenadante se desechd y el sedimento celular se resuspendié en PBS/EDTA a 2 mM. Las muestras se analizaron
mediante citometria de flujo (citometro de enfoque aclstico Attune®, Life Technologies) y se midié la mediana de la
intensidad de fluorescencia (MIF) usando una excitacién de 488 nm y un conjunto de filtros de emisién de paso de
banda de 530/30 nm (BL-1H). Las muestras se analizaron por triplicado para cada lote, con cada muestra separada
por morfologia basada en la dispersién hacia delante/hacia los lados para un conjunto de 10.000 células viables. Los
triplicados de cada lote se resumieron generando el valor medio.

Estadistica
[0079] Se comprobé si los datos experimentales presentaban diferencias significativas mediante el programa

GraphPad Prism 5, usando mediciones repetidas ANOVA unidireccionales o bidireccionales, con la prueba a posteriori
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de Bonferroni o Dunnetts con p <0,05 considerada no significativa (ns), y p >0,05, * p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.

[0080] Las realizaciones ventajosas y las realizaciones comparativas se discuten a continuacioén con referencia a las
figuras, que muestran:

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

1A

1B:

1C:

5A:

5B:

B6A:

6B:

cuantificacién de siGFP tras el secado por pulverizacién de los poliplejos (N/P = 5) a varias T-En./T-Sal ;

gel de agarosa de los poliplejos redispersados tras el secado por pulverizacién con la T-En. indicada. La
siGFP se liberd de los poliplejos tras la incubacién con heparina. Carril 1: patrdn interno (Pi), Carril 2: polvo
secado por pulverizacién a T-En. de 65 °C, Carril 3: polvo secado por pulverizacién a T-En. de 145 °C Carril
5: escalera de pares de bases de ADN de rango bajo;

cuantificacion de siGFP tras el bombeo de poliplejos a través de tubos de silicio estdndar y tubos Pumpsil.
(n=3),

mediciones de DLS de poliplejos recién preparados (barras gris oscuro) y redispersados (barras gris claro).
El PDI se indica con circulos rojos. (n = 3);

gel de agarosa de los poliplejos redispersados tras el secado por pulverizacién con manitol o trehalosa con
la T-En. indicada. La siGFP se liberd de los poliplejos tras la incubacién con heparina. M5/T5: formulacién
de manitolftrehalosa al 5% miv de siGFP-PPP; secada por pulverizaciéon. M10/T10: formulacién de
manitol/trehalosa al 10 % m/v de siGFP-PPP; secada por pulverizacién. L: escalera de pares de bases de
rango ultrabajo;

cuantificacién de A) ARNip (siGFP) y B) polimero (PPP) tras el secado por pulverizacién a dos temperaturas
diferentes con dos excipientes diferentes a dos concentraciones diferentes. (n = 4)

M5/T5: formulacion de manitol/trehalosa al 5 % m/v de siGFP-PPP; secada por pulverizacién.

M10/T10: formulacién de manitol/trehalosa al 10 % m/v de siGFP-PPP; secado por pulverizacién;

mediciones de DSC de formulaciones de trehalosa: 1.2) T5-120 °C, 2.2) T5-145 °C, 3.2) T10-120 °C, 4.2)
T10-145 °C, 5.2) trehalosa deshidratada;

mediciones de DSC de formulaciones de manitol: 1.2) manitol crist., 2.2) T5-120 °C, 3.2) T5-145 °C, 4.2)
T10-120 °C, 5.2) T10-145 °C;

mediciones de XRPD de formulaciones de trehalosa secadas por pulverizacién a T-En./T-Sal. de
145 °C/79 °C;

mediciones de XRPD de formulaciones de manitol secadas por pulverizacién a T-En./T-Sal. de
145 °C/79 °C;

distribucién granulométrica medida por SLS de M5-145 °C, M10-145 °C, T5-145 °C, T10-145 °C;

8A-D:imagenes de SEM de A) T5-145°C B) T10-145 °C C) M5-145 °C D) M10-145 °C. Las flechas blancas

10:

11:

12:

marcan los puentes de agua entre particulas individuales de trehalosa;

atenuacién in vitro de GFP dentro de una linea celular H1299 que expresa de forma estable eGFP. Dentro
de cada grupo, las muestras contienen la misma cantidad de excipiente que la indicada en la leyenda. LF:
lipofectamina, PPP: copolimero de bloques de PEG-PCL-PEI, siNC: ARNip de control negativo, siGFP:
secuencia de ARNip contra eGFP, SP: poliplejos secados por pulverizacién consistentes en PPP y siGFP
al 5 % (p/v) de contenido sélido total a T-En. de 145 °C;

atenuacién ex vivo de GATA3 dentro de linfocitos T CD4+ primarios; LF: lipofectamina, Tf-PEIl: PEI
conjugado con transferrina, siNC: ARNip de control negativo, siGATA: secuencia de ARNip contra GATAS3,
MS-145 °C/T5-145 °C: poliplejos secados por pulverizacién de Tf-PEIl y siGATA a T-En. de 145 °C con
manitol al 5 % o trehalosa al 5 %;

secado por pulverizaciéon de nanoparticulas consistentes en siGFP y PEG-PCL-PEI (PPP) en solucién de
trehalosa al 5 % (A) y el posterior proceso de secado de las microparticulas nanoincorporadas (NIM) a la
misma temperatura durante 5 minutos (B). Los parametros de secado por pulverizacion se fijaron en 145 °C
para la temperatura de entrada (T-En.), un rendimiento del aspirador del 70 % y un flujo de aire de 40 mm
(473 NI/h). El flujo de la bomba se ajustd a 1,4 ml/min y se detuvo para el secado posterior,

pérdida de siGFP y PPP tras el secado posterior de nanoparticulas secadas por pulverizaciéon en solucién

de trehalosa al 5 %. El tiempo de secado posterior fue de cinco minutos. La pérdida de siGFP se detectd
mediante el ensayo HepSYBR vy la pérdida de PPP mediante el ensayo TNBS. Las funciones de datos
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indican la media = DE. (n = 4),

Fig. 13: humedad residual de nanoparticulas secadas por pulverizacién antes y después del secado posterior.
Caracterizaciéon de Karl-Fischer de nanoparticulas de siGFP-PPP secadas por pulverizacién en trehalosa
al 5 % antes y después del secado posterior (n = 4). ANOVA unidireccional, prueba a posteriori de Tukey,
**P <0,05,

Fig. 14: mediciones de DLS de NPL recién preparadas (barras marrdén oscuro) y redispersadas (barras marrén
claro). El PDI se indica con cuadrados negros. (n = 3) Se redispersaron formulaciones de NPL con carga
neutra (neutr), positiva (+) o negativa (-) tras el secado por pulverizacién a 80 °C o0 100 °C,

Fig. 15. mediciones DSC de formulaciones de lactosa: 1.3) L5 100 °C, 2.3) L5 NPL- 80 °C, 5.3) L5 NPL- 100 °C,
6.3) L5 NPL+ 80 °C, 7.3) L5 NPL+ 100 °C, 8.3) L5 n NPL 80 °C, 9.3) L5 n NPL 100 °C,

Fig. 16: mediciones de DSC de formulaciones de manitol: 1.3) M5 NPL-100 °C,2.3) M5 NPL+ 100 °C 3.3) M5 n NPL
100 °C 4.3) M5 100 °C,

Fig. 17:  atenuacién in vitro de GFP dentro de una linea celular H1299 que expresa de forma estable eGFP. Dentro
de cada grupo, las sLNP contienen ARNcd: ARNip de control negativo (desordenado) o siGFP: secuencia
de ARNip contra eGFP. La formulacién 1 (NPL neutra) es una NPL neutra que contiene la formulacion
Onpattro™. La formulacién 2 (NPL negativa) es una NPL negativa que contiene DSPG, y la formulacién 3
(NPL positiva) es una NPL positiva que contiene DOTAP,

Fig. 18:  atenuacién in vitro de GFP dentro de una linea celular H1299 que expresa de forma estable eGFP. Las
células se trataron solo con lactosa al 5% o con NPL redispersadas secadas por pulverizacién a la
temperatura indicada y afiadidas a las células a la concentracién indicada en la formulacién (NPL neutras
(n), positivas (+) o negativas (-)) indicada,

Fig. 19:  atenuacién in vitro de GFP dentro de una linea celular H1299 que expresa de forma estable eGFP. Las
células se trataron solo con manitol al 5% o con NPL redispersadas secadas por pulverizacién a la
temperatura indicada y afiadidas a las células a la concentracién indicada en la formulacién (NPL neutras
(n), positivas (+) o negativas (-)) indicada.

[0081] Ejemplos y realizaciones a base de suspensiones acuosas que comprenden poliplejos:

Evaluacién e integridad del calor

[0082] Elsecado por pulverizacién es una técnica muy conocida para preparar microparticulas. Sin embargo, el calor
es un parametro crucial que podria tener un efecto tremendo sobre el ARNip. Por consiguiente, se secaron por
pulverizacién los poliplejos en presencia de trehalosa (10 % m/V) a varias temperaturas de entrada (T-En.), lo que dio
como resultado las temperaturas (T-Sal.) respectivas en las proximidades de la abertura de salida. La Figura 1 muestra
tres ejemplos inventivos con una T-Sal. inferior a 90 °C y un ejemplo comparativo con una T-Sal. de 100 °C. Como se
muestra en la Figura 1, el aumento de T-En. hasta 170° y la respectiva T-Sal. de 89 °C no tuvieron ningun efecto
significativo sobre la cantidad de siGFP. A T-En./T-Sal. de 200 °C/100 °C, se detecté un aumento significativo de la
pérdida de siGFP.

[0083] Como el ARNip no marcado se funde a unos 90 °C y pasa de la forma bicatenaria a la monocatenaria, se
descubri6, de acuerdo con la invencion, que la formacién de poliplejos y su incorporaciéon a las matrices de los
excipientes no protegia ni estabilizaba térmica o quimicamente el ARNip de forma significativa, haciéndolo menos
sensible al calor y permitiendo temperaturas de secado por pulverizacién més elevadas, especialmente T-Sal., en
comparacién con el ARNip no marcado respectivo. Por tanto, es un logro importante de la invencién que el éxito del
secado por pulverizacidén con pérdidas minimizadas de ARNip intacto incluya evitar calentar la formulacién de ARNip
a una temperatura superior a la temperatura de fusién del ARNip no marcado durante largos periodos de tiempo.

[0084] La temperatura del producto alcanzada durante el proceso de secado por pulverizacién se determina como
la T-Sal. [29] Por consiguiente, la temperatura que afecta al producto es igual a T-Sal. y, por lo tanto, crucial para la
estabilidad y la integridad. Para T-En. a 200 °C y posterior T-Sal. a 100 °C, parece haberse producido la fusién del
ARNip y, en consecuencia, una mayor susceptibilidad a la degradacién. [22, 30] Estas altas temperaturas también
pueden provocar la disociacién de los poliplejos y la liberacién del ARNip de los poliplejos. Por lo tanto, la proteccion
del ARNip contra el calor y las fuerzas de cizallamiento podria verse impedida, lo que podria explicar la mayor pérdida
a temperaturas tan elevadas. Sin embargo, la pérdida de ARNip es restringida, ya que el tiempo de exposicién de los
poliplejos a estas temperaturas es extremadamente bajo. Ademas, se observé una gran variacién en la recuperacion
del ARNip, reflejada en una desviacién estandar comparativamente grande, para condiciones de pulverizacién a T-
En./T-Sal. de 170 °C/89 °C. En este caso, T-Sal. con una pequefia desviaciéon (89° + 1,5°C) justo alcanzé la
temperatura de fusién del ARNip. De nuevo, esto podria inducir la fusién en algunos casos, conduciendo a mayores
pérdidas de ARNip. Por lo tanto, la temperatura que puede usarse para la preparacién de ARNip a través de secado
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por pulverizacién con una pérdida minima ventajosa de ARNip en este caso se determina a T-En. de 145 °C y una T-
Sal. posterior de 79 °C. Ademas, parece posible que el secado por pulverizacién también pueda realizarse con éxito
sin pérdidas elevadas a una T-En. alin mayor si el equipo se configura y el método se lleva a cabo de forma que la T-
Sal. se mantenga por debajo de 90 °C. Esto podria conseguirse, por ejemplo, aumentando la velocidad de alimentacién
o de aspiracién al mismo tiempo que se aumenta la T-En. [29]

[0085] Como la cuantificacién del ARNip descrita en el presente documento se basa en la intercalacién de un
colorante fluorescente que no refleja la integridad del 4cido nucleico, este Ultimo debe confirmarse por separado. Esto
se consiguid a través del ensayo de retardo de gel con muestras obtenidas a la T-En. més baja y a la T-En. mas alta
aceptable (145 °C). La Figura 1B confirma la longitud del diplex de aproximadamente 25 pb para el patrén interno asi
como para las muestras secadas por pulverizacién obtenidas con ambos parametros de proceso. Por consiguiente,
se mantuvo la integridad del ARNip en el material recuperado incluso a T-Sal. de 79 °C.

[0086] Aunque se redujeron las T-En./T-Sal. para minimizar las pérdidas de ARNip y se confirmé la integridad del
duplex, las pérdidas de éacido nucleico seguian siendo bastante elevadas, con aproximadamente un 40 %. Para
dilucidar aln mas las razones de estas pérdidas, se investigd el efecto del bombeo de suspensiones de poliplejos
desde el contenedor de muestras al secador por pulverizacién. Para probar este efecto, se bombed una suspensién
de poliplejo a través del tubo de silicio conectado al secador por pulverizacién y se recogié después. Curiosamente, la
cuantificacion de siGFP tras el bombeo con tubos de silicio de calidad regular, que se usé en los experimentos
mencionados anteriormente, revel6 pérdidas de alrededor del 40 % (Figura 1C).

[0087] Estas pérdidas corresponden a las pérdidas detectadas de los poliplejos redispersados tras el secado por
pulverizacién. Por lo tanto, se dedujo que las pérdidas medidas durante el secado por pulverizacién (Figura 1A) no
estan solemnemente vinculadas al proceso de secado por pulverizacién en si, sino que también dependen de la etapa
de bombeo y del material de entubacién usado.

[0088] Se cree que el origen de la adsorcién de siGFP se debe a interacciones hidrofébicas que antes solo se
investigaban para el ADN. [15] Ademas, se probé si un tubo de silicio de alta calidad reduciria la adsorcién de ARNip.
Y en efecto, las pérdidas de siGFP se redujeron al 0 % cuando se usaron tubos Pumpsil (Figura 1C). Una explicacién
del diferente comportamiento de adsorcidén de los poliplejos de ARNip en los tubos de silicio de alta calidad frente a
los de calidad normal podria ser la abrasién que se produce en estos uUltimos y que da lugar a cavidades. Estos
cambios superficiales conducen a un aumento y regeneracion de la superficie y, en consecuencia, a un aumento de
las posibles interacciones entre la siGFP y el material de entubacién. Por lo tanto, los tubos de baja abrasién, tales
como el Pumpsil, parecen ventajosos para el procesamiento de los poliplejos. Sin embargo, aun no se entiende
totalmente el mecanismo detallado de adsorcién.

Caracteristicas de las nanoparticulas

[0089] Ademés del calor, el secado por pulverizacién ejerce fuerzas de cizallamiento sobre las nanoparticulas y
podria desensamblar los poliplejos. Por consiguiente, se realizaron mediciones de DLS antes y después del secado
por pulverizacién para visualizar cualquier posible efecto. Por lo tanto, las microparticulas se disolvieron en AAP para
la redispersién de las nanoparticulas para imitar la impactacién y la disolucién en el pulmén. Como se demostré en la
Figura 2, los valores medios Z de los poliplejos recién preparados y redispersados no difieren entre si desde el punto
de vista estadistico. Ademas, no se observaron diferencias en el PDI. Sin embargo, se reconocieron altos valores de
PDI que podrian explicarse en cierta medida por los monémeros de azUcar/alditol. Weinbuch et al. demostré que los
mondémeros de azlcar y alditol son visibles en soluciones muy concentradas. [31] Y en efecto, detectamos en
consecuencia monémeros en torno a 1 nm que no son visibles si los poliplejos se preparan solemnemente en AAP
(SI-Figura 1). Esta hipétesis se ve corroborada por el hecho de que, al aumentar la cantidad de excipiente, aumenta
el pico a 1 nm (SI-Figura 1). Este fenémeno explica también la tendencia a valores de PDI mas elevados en soluciones
de excipientes mas concentradas. No obstante, Los promedios de Z y el PDI no difirieron significativamente dentro de
un mismo grupo de excipientes. Sin embargo, los poliplejos formulados con trehalosa mostraron valores de PDIl més
elevados que los formulados con manitol, lo que podria atribuirse de nuevo a un mayor contenido de monémeros.
Resumiendo, eltamafio y la distribucién de los poliplejos no se vieron afectados por el secado por pulverizacién dentro
de cada formulacién. Adicionalmente, para confirmar la integridad y, en consecuencia, la longitud de pares de bases
del ARNip en todas las formulaciones, se realiz6 un ensayo en gel. La Figura 3 muestra que, independientemente de
la formulacién elegida y de la T-En. y T-Sal. respectivamente, el ARNip estaba intacto en todos los casos, lo que se
refleja en que todas las bandas se detectaron con la misma longitud de pares de bases. No se detectaron bandas de
menor peso molecular, que indicarian la degradacién del ARNip. Los frotis que acompafian a todas las muestras
secadas por pulverizacién se atribuyen a la heparina, como demuestran los efectos similares en la muestra que
contiene ARNip libre mezclado con heparina, pero no en la muestra que contiene ARNip libre sin heparina. Por
consiguiente, se declara que la longitud de pares de bases del ARNip no se vio influida por el secado por pulverizacién.

[0090] Sin embargo, el promedio de Z, el PDI y la longitud de pares de bases se consideran enfoques cualitativos

para determinar el éxito del secado por pulverizacién, mientras que la determinacién del ARNip y del contenido de
polimero son cuantitativos y, en consecuencia, extremadamente relevantes para la dosificacién correcta.
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[0091] Por lo tanto, se analizé el contenido de ARNip en las particulas redispersadas y se observaron pérdidas
considerables cuando los poliplejos se secaron por pulverizacién en presencia de manitol (Figura 4A). Aunque no
significativo, pero digno de mencién, es el hecho de que las pérdidas aumentaron aproximadamente del 17 % al 21 %
al aumentar la temperatura. Esto es razonable, ya que una mayor temperatura del producto podria provocar mayores
pérdidas, como se ha explicado anteriormente. Estos resultados también estén en linea con una publicacién de Wu et
al. donde se secd por pulverizacién ARNip no marcado en presencia de manitol a T-Sal. entre 60 y 125 °C. [22] Sin
embargo, cuando los poliplejos se secaron por pulverizacidén con trehalosa no se detecté ningln cambio significativo
en comparacion con la cantidad aplicada de ARNip. Por consiguiente, se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la recuperaciéon de ARNip tras el secado por pulverizacién entre las dos formulaciones de
matriz diferentes a ambas temperaturas de secado por pulverizacién. Como analizado mediante ANOVA bidireccional,
la eleccion del excipiente se identificé como la fuente de variacién que representaba el 58,6 % de la variacién total y
un valor de p de 0,0013 que indicaba un efecto altamente significativo. De forma similar, la cuantificaciéon de polimeros
no dio lugar a diferencias en la recuperacién tras el secado por pulverizacién cuando los poliplejos se formularon con
trehalosa, pero mostré pérdidas de aproximadamente el 53 % y el 65 % cuando se formularon con manitol al 5% o
manitol al 10 %, respectivamente. En este caso, no pudieron detectarse diferencias estadisticas entre ambas
temperaturas y concentraciones dentro de cada grupo de excipientes. Sin embargo, todas las formulaciones con
manitol mostraron pérdidas de polimero significativamente mayores que sus homélogas formuladas con trehalosa. Por
consiguiente, las formulaciones con manitol fueron superadas por sus homélogas formuladas con trehalosa en cuanto
a la recuperacién de ARNip y polimeros.

[0092] Esta observaciéon podria explicarse por el hecho de que las formulaciones de trehalosa tienden a formar
particulas amorfas, mientras que el manitol tiende a cristalizar tras el secado por pulverizacién. Otras publicaciones
han demostrado que las estructuras amorfas pueden estabilizar las macromoléculas biolégicas durante el secado. [32-
35] Aunque este efecto no se habia demostrado antes en la bibliografia sobre los poliplejos, no es sorprendente que
la trehalosa también estabilice los poliplejos. Una explicacidén de este fenémeno es la teoria de la sustitucién del agua.
[36] Durante la desecacion, la trehalosa estabiliza la estructura de las moléculas atrapadas formando puentes de
hidrégeno y manteniendo la estructura tridimensional. Ademas, el mayor contenido de humedad residual de las
formulaciones de trehalosa podria sumarse a este hecho permitiendo una mayor estabilizacién al formar puentes de
hidrégeno adicionales y actuar como plastificante. En cambio, se demostré que el manitol cristalino estabiliza de forma
ineficaz los biofarmacos y podria no proteger la formulaciéon de una disociacidén de las cadenas inducida por el estrés
de secado o de la degradacién potencial del ARNip bicatenario. [37] La disociaciéon del ARNip bicatenario debido a las
temperaturas cercanas al punto de fusién podria haber conducido a una menor deteccion del ARNip con la
cuantificacion por fluorescencia basada en la intercalacién, como se describe en el capitulo 2.12, que no detecta el
ARN corto monocatenario. Este mecanismo propuesto se ve reforzado por el hecho de que no pudo detectarse la
deteccién de cepas mas pequefias de acido nucleico bicatenario, que se encontraria si se hubieran producido roturas
de la cadena doble (Figura 3).

Caracteristicas de las microparticulas

[0093] El suministro pulmonar a través de formulacién de polvo seco requiere una humedad residual baja para evitar
procesos de agregacion. Aunque ya se ha considerado anteriormente que la humedad residual puede actuar como
plastificante estabilizando los poliplejos durante el proceso de secado por pulverizacién, no obstante, podria provocar
la agregacién de microparticulas y ser una fuente de inestabilidad microbiolégica y de contaminaciéon de la
ribonucleasa. Por lo tanto, el contenido de agua de todas las formulaciones se midi6 mediante titulacién de Karl
Fischer. Como se refleja en la Tabla 1, las formulaciones con trehalosa presentaban entre un 4,6 y un 3,8 %, mientras
que las formulaciones con manitol presentaban entre un 0,4 y un 0,2 % de humedad residual. Estos resultados eran
de esperar y estan en linea con los de la bibliografia. [38-40]

[0094] La trehalosa suele solidificarse tras el secado por pulverizacién en un estado amorfo que se confirmé a través
de DSC (Figura 5). Ademas de la naturaleza higroscépica de la trehalosa, la razdén de la formacién de estructuras
amorfas es la rapida etapa de secado, que no proporciona tiempo suficiente para que las moléculas de trehalosa se
dispongan dentro de una estructura ordenada con la posterior nucleacién y crecimiento de cristales. [41] Todas las
formulaciones de trehalosa mostraron transiciones vitreas a temperaturas entre 38° y 53 °C correspondientes a su
contenido de humedad residual (Tabla 1).
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Tabla 1

[0095] Esta temperatura (Tg) es importante para predecir la estabilidad durante el almacenamiento, ya que las
formas sélidas amorfas son termodinamicamente inestables y tienden a cristalizar si se almacenan cerca o por encima
de la Tg. [42] Como se ha discutido anteriormente en relaciéon con la recuperacién del ARNip tras el secado por
pulverizacion, el estado amorfo de la formulacién es favorable para la conservacion de los poliplejos. Por consiguiente,
para conservar estos productos a temperatura ambiente o en el frigorifico durante mas tiempo, son necesarios valores
de Tg elevados. Sin embargo, esto esta estrechamente relacionado con el contenido de agua: cuanto mayor sea la
humedad residual, menor seréa la Tg. [43] También, con un menor contenido de humedad residual es menos probable
que se produzcan procesos de degradacion. [43] Por lo tanto, es de gran interés disminuir ain més la cantidad de
humedad residual en las formulaciones de trehalosa para evitar los procesos de nucleacién y degradacién a lo largo
del tiempo y para mantener el estado amorfo de la formulacién. Aunque aln no se ha investigado el impacto del
almacenamiento sobre la calidad (tamafio, PDI) y la cantidad de los poliplejos, estos aspectos se estan investigando
actualmente en un esquema mayor de optimizacién de la formulacién y de los parametros del proceso. Para confirmar
el estado amorfo de la trehalosa, las formulaciones se analizaron también mediante XRPD y se detectaron los tipicos
halos amorfos (Figura 6A). Por otro lado, las formulaciones de manitol secadas por pulverizacién presentaron el mismo
perfil de temperatura que la sustancia cristalina de partida, con un pico de fusién a 170 °C como investigado mediante
DSC (Figura 5B). Este hallazgo indica una forma cristalina de manitol. Para diferenciar claramente entre los polimorfos
del manitol que podrian aparecer, se realiz6 XRPD en formulaciones preparadas a T-En. de 145 °C. Para ambas
formulaciones de manitol ensayadas, se detectaron picos a 14,6° y 16,8° 2-theta, ambos vinculados a la forma B del
manitol (Figura 6B). [41, 44] No se detectaron picos especificos para las formas a o0 §, lo que indica que, tras el secado
por pulverizacién, el manitol B es el polimorfo predominante. Aunque el tiempo de secado de las formulaciones secadas
por pulverizacién es muy corto y podria haber dado como resultado un estado amorfo como el obtenido con la
trehalosa, el manitol es menos higroscdpico y menos soluble. Estas caracteristicas conducen a que las soluciones de
manitol se sequen mas rapidamente y cristalicen durante el secado por pulverizacién. El contenido de humedad
residual fue menor en las formulaciones preparadas a temperaturas més altas y no se encontraron diferencias
significativas en las caracteristicas de las nanoparticulas entre las formulaciones preparadas a las dos temperaturas
diferentes, todos los experimentos siguientes se realizaron con formulaciones producidas a una T-En. de 145 °C.

[0096] Para obtener una primera comprensién de las caracteristicas del tamafio de las microparticulas, se realizd
dispersion de luz estética en éter dietilico, en el que ni el manitol ni la trehalosa son solubles. Como se visualiza en la
Figura 7, las formulaciones difieren entre si dependiendo de la naturaleza del excipiente del que estdn hechas: ambas
formulaciones de manitol muestran valores significativamente inferiores en los percentiles 10, 50 y 90 en comparacidn
con las formulaciones de trehalosa (datos no mostrados). Las formulaciones de manitol presentaron medianas de los
tamafios geométricos de alrededor de 7 y 8 ym para las formulaciones al 5 y al 10 %, respectivamente, mientras que
las formulaciones con trehalosa mostraron tamafios de alrededor de 24 um (Tabla 2).

519047 1,952 0,04 18,3+ 50 0112003

[0097] Esto puede explicarse por el hecho de que las particulas amorfas de trehalosa con mayor humedad residual
muestran una tendencia a la fusién de particulas a través de puentes de agua. [45] Por consiguiente, aunque de hecho
se produjeron particulas con didmetros similares a los de las formulaciones de manitol, como se ha confirmado
mediante SEM (Figura 8), estas particulas se agregan y pueden formar particulas secundarias mayores. Esta
agregacién puede apreciarse en las micrografias SEM (Figura 8). Mientras que los registros de particulas de manitol
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confirman los hallazgos de las mediciones de SLS, las particulas de trehalosa presentan didmetros mucho mas
pequefios. Adicionalmente, pueden observarse puentes de agua, como indican las flechas blancas. De nuevo, la
reduccién del contenido en agua de las microparticulas de trehalosa podria reducir considerablemente este efecto. En
cuanto a la superficie de las particulas, en general, las formulaciones de manitol presentaban una estructura
redondeada muy suave. Las particulas de trehalosa también mostraban superficies agradablemente lisas cuando se
formulaban al 10 %, mientras que las formulaciones al 5 % indicaban una superficie algo rugosa.

[0098] Para el suministro pulmonar, los tamafios aerodinamicos entre 1 y 5 um son cruciales para el éxito del
suministro, como se ha discutido anteriormente. Aunque las medianas de los tamafios geométricos eran superiores a
5 um, el diametro aerodinamico también depende de la densidad de las particulas y de la porosidad, por lo que podria
ser menor que el didametro geométrico. [46] De hecho, las mediciones del ARNip impactado en el NGl revelaron valores
de MMAD cercanos o inferiores a 5 um para las formulaciones de trehalosa y manitol, lo que indica un suministro
pulmonar satisfactorio. Ademas, el calculo de la DEG indica una distribucién de particulas que puede considerarse
para la aplicacién pulmonar. La FPF se considera como el porcentaje de farmaco que se suministrd en particulas
inferiores a 5 ym en comparacioén con el farmaco total impactado en todos los estadios del NGI. Cuanto mayor sea la
FPF, mayor seréa la cantidad de farmaco que podra suministrarse en el lugar de accidén. En consecuencia, las fracciones
de particulas finas con aproximadamente un 27 % para ambas formulaciones de trehalosa y aproximadamente un
37 % para ambas formulaciones de manitol, respectivamente, se consideran muy buenas. Mientras que solo pequefias
cantidades de particulas recogidas en el NGl eran inferiores a 5 pm y potencialmente podian alcanzar bronquiolos y
alvéolos, el asma es una enfermedad bronquial, y la deposicién en las vias respiratorias mayores puede lograrse
también con particulas de mas de 5 um. Sin embargo, para optimizar la dosis depositada y disminuir los posibles
efectos secundarios, la disminucién de la MMAD seria favorable. En comparacién con la FPF, la DPF se considera
como la dosis de farmaco en ug que se suministré realmente en particulas con menos de 5 pm. Por lo tanto, no se
trata de una proporcién, sino de una dosis exacta que podria aplicarse. En este caso, la DPF difiri6 entre las
formulaciones de manitol y trehalosa: mientras que las formulaciones de manitol podrian liberar potencialmente mas
de 0,5 pg, las formulaciones de trehalosa descritas anteriormente solo podrian liberar actualmente menos de 0,2 ug
de ARNip. Aunque la FPF en los poliplejos formulados con trehalosa fue mucho menor, este hallazgo no puede explicar
por si solo la discrepancia en la DPF. Para explicar este fenémeno, hay que tener en cuenta que, para los calculos del
FPF, solo se considera la cantidad depositada de farmacos en el interior del NGI. No se consideran las deposiciones
en el preseparador, puerto de induccién o incluso en el propio dispositivo Handihaler. Y en efecto, se encontré una
gran cantidad de polvo en las paredes interiores del estante de capsulas del dispositivo de aplicacién que,
lamentablemente, no se pudo cuantificar. Este hallazgo solo se observé para la trehalosa y no para las formulaciones
de manitol. La explicacion mas razonable de esta observacién podria ser la estructura amorfa del polvo y la mayor
humedad residual de las formulaciones con trehalosa. Tras la liberacién del polvo desde la capsula a través del vacio
y las fuerzas centrifugas asi generadas, las particulas se ven obligadas a abandonar el Handihaler siguiendo la
corriente de aire. Las particulas mas pequefias y, en consecuencia, més ligeras, pueden seguir directamente la
corriente de aire, mientras que una gran parte de las particulas que puedan estar agregadas seguiran la corriente de
aire solo después de impactar y rebotar en la pared interior del bastidor de la capsula, de este modo, posiblemente
desagregandose. Sin embargo, debido al alto contenido de agua residual y a la posterior plasticidad de las particulas
de trehalosa, una gran cantidad de polvo podria adherirse a la pared quedando dentro de dispositivo. Esto explica por
qué se calcularon valores adecuados para MMAD y DEG y FPF de -27 % basados en la cantidad de farmaco
depositado en el interior del NG| desde las formulaciones de trehalosa. Por otra parte, no se detectaron polvos de
manitol en el bastidor de la cépsula y, en consecuencia, se indica que se introduzcan con éxito en el NGl sin més
pérdidas.

[0099] Desde la evaluacion global de las propiedades de las microparticulas, concluimos, por lo tanto, que las
estructuras cristalinas superan a las sustancias amorfas en todas las propiedades analizadas, aunque el estado amorfo
pareciera favorable en lo que respecta a la estabilidad de los poliplejos.

Rendimiento in vitro

[0100] Para el suministro de ARNip es fundamental mantener la bioactividad de la molécula. Por consiguiente, se
reconstituyé el polvo secado por pulverizaciéon y se transfectaron células H1299 que expresan proteina de
fluorescencia verde mejorada con los poliplejos redispersados. La lipofectamina (LF) es un agente transfectante
estandar in vitro y se usa como control positivo. [47] Se usa para mostrar el maximo efecto posible de los acidos
nucleicos, es decir, en el presente documento, la regulacién por disminucién del ARNm por el ARNip y la posterior
expresion de la proteina (GFP). En todos los casos el ARNip fue activo, ya que la expresién de GFP disminuy6
significativamente (Figura 9). Curiosamente, los complejos lipofectamina-siGFP usados en la formulacién in vitro
estandar con glucosa al 5 % mostraron la mayor reduccién observada en los cinco grupos, que es >95 % en reduccién
relativa (en comparaciéon con LF-siNC que contiene una secuencia de ARNip de control negativo). La lipofectamina
formulada con trehalosa o manitol con la concentracién respectiva de excipiente, aunque tuvo éxito en la regulacién
por disminucién, solo mostré una reduccion relativa entre el 70 y el 80 %. Un posible mecanismo de esta discrepancia
podria explicarse por el hecho de que la transfeccién es un proceso que consume energia y, por lo tanto, son
favorables los factores que proporcionan energia a las células, tales como la glucosa. [48] Por lo tanto, intercambiar
la glucosa por trehalosa o manitol podria disminuir este efecto positivo y las células podrian captar las particulas de
forma menos eficaz que en el grupo de referencia de glucosa. No esta claro si este efecto o la viscosidad de las
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soluciones matriciales usadas en el presente documento son la causa de la disminucién de la transfeccién, por lo que
forma parte de futuras investigaciones.

[0101] En estudios anteriores, los poliplejos hechos de PPP y ARNip ya mostraron eficiencias de atenuacién del -
50 % in vitro [49] e incluso >70 % in vivo donde la lipofectamina no es estable y es demasiado tdxica. [9] Por
consiguiente, es de gran importancia conservar la capacidad y la eficacia de transfeccién durante el secado por
pulverizacién para los experimentos in vitro y los estudios de seguimiento in vivo. Como se demostré en la Figura 9,
los poliplejos formados por siGFP y PPP obtuvieron mejores resultados que sus formulaciones de control negativo
(PPP-siNC). De forma importante, todos los poliplejos secados por pulverizacién (SP) funcionaron tan bien como sus
homdélogos recién preparados. Este efecto es independiente de la naturaleza del excipiente y de su concentracion
(marcada en gris).

[0102] Tras confirmar la bioactividad, estos conocimientos se transfirieron a un modelo clinicamente mas relevante
en el que se intentd regular por disminucién la proteina 3 de unién a GATA (GATA3) en los linfocitos T CD4+. En asma
grave no controlada, las células Th2 desempefian un papel crucial en la activaciéon de los efectos secundarios que
orquestan la manifestacién completa del asma, causada por una expresion regulada por aumento de GATAS. [50] La
regulacién por disminucién de tales proteinas sobreexpresadas podria conducir a un perfeccionamiento significativo
y, por tanto, a un beneficio en la terapia y en la frecuencia de administracién, como se ha demostrado para otras
terapias basadas en ARNip. [51] Por lo tanto, el sistema de suministro que este grupo ha optimizado para la
transfeccién de ARNip en linfocitos T, en concreto PEI acoplado a transferrina (Tf-PEl), [52] se secé por pulverizacion
junto con dos secuencias de ARNip dirigidas a GATA3. La cantidad de siGATA se cuantific6 como se describe
anteriormente para garantizar la cantidad para la transfeccién. Después de dos dias de incubacién, se analizé la
cantidad de ARNm de GATA3 y se normalizé con respecto a B-actina. Como se esperaba, La lipofectamina no mostré
diferencias significativas entre el ARNip de control negativo y el siGATA (Figura 10). Sin embargo, los poliplejos recién
preparados que consisten en Tf-PE| y siGATA mediaron una reduccién significativa de la expresién de GATA3, y la
mayoria de todos los poliplejos de Tf-PEI y siGATA que se secaron por pulverizacién con manitol al 5 % (M5-145°)
mostraron efectos idénticos. De forma importante, la eficacia de silenciamiento génico de M5-145° no difirid
significativamente de la de los poliplejos recién preparados que contenian siGATA, lo que confirma la conservacién
de la bioactividad y la eficacia de la transfeccién. Sin embargo, los poliplejos que se secaron por pulverizacién con
trehalosa al 5 % no mostraron transfeccidén alguna. Esto es sorprendente, ya que se esperaba que las sustancias
amorfas como la trehalosa estabilizaran la transferrina, una proteina de 79 kDa, en mayor medida que el manitol
cristalino, especialmente porque se sabe que este Ultimo excipiente induce la agregacién de proteinas en el secado
por pulverizacién. [53] Sin embargo, en este caso, las formulaciones de manitol estabilizaron la transferrina igual de
bien y permitieron una transfeccién exitosa. Una razén plausible para la falta de silenciamiento génico de la formulacién
con trehalosa podrian ser los problemas de redispersidn en los volUmenes més bien pequefios usados para la
transfeccion, teniendo en cuenta su tendencia a la agregacién que se muestra en la Figura 8. La estabilizacién exitosa
de la transferrina en las formulaciones de manitol podria lograrse potencialmente mediante la PEI en los poliplejos. La
PEI participa en la formacién de poliplejos, pero también podria interactuar dentro de la transferrina directamente. Y
en efecto, como se demostrd, la PE| es capaz de reticular fisicamente una proteina y aumentar su estabilidad durante
las tensiones inducidas por los cambios de pH y la agitacién. [54] Esto podria explicar el mantenimiento de la
estabilidad y la conformacion de la Tf que permite el reconocimiento de los receptores de Tf de los linfocitos T con los
poliplejos decorados con Tf. Otras investigaciones se centrardn en la formacién de agregados de proteinas, la
estructura secundaria y la cinética de unién de la Tf cuando se seca por pulverizacién sola, en mezcla con PEl y como
conjugado Tf-PEI en manitol o trehalosa para una mejor comprensién de los procesos subyacentes a estos hallazgos.

Etapa adicional de secado por pulverizacién

[0103] Para una ejecucién de secado por pulverizacién, se diluye una cantidad total de 30,00 pg de siGFP con una
solucién de trehalosa al 5 % en agua exenta de ribonucleasa hasta un volumen total de 250 pl. Los poliplejos se
preparan con un cociente de N/P de 10. Por lo tanto, se diluye también la cantidad necesaria de PPP [1] con una
solucién de trehalosa al 5 % en agua exenta de ribonucleasa hasta un volumen de 250 pl. La solucién de PPP se
aflade a la solucién de siGFP y se pipetea enérgicamente arriba y abajo. Se incuba durante 20 minutos para la
formacién de poliplejos. Posteriormente, se afiaden 4500 pl de solucién de trehalosa al 5% a la suspensiéon de
poliplejos. Se gira el tubo con cuidado para mezclar. Al mismo tiempo, el secador de pulverizacidn esta encendido; los
parametros se ajustan a una temperatura de entrada de 145 °C, aspirador al 70 %, un caudal de aire de 40 mm
(473 NI/h) y refrigeracion por agua de la boquilla. El agua exenta de ribonucleasa se seca por pulverizacién a 1,2 -
1,4 mli/min. Si se alcanza una temperatura de entrada constante de 145 °C, se inicia el proceso de secado por
pulverizacién con la dispersién de poliplejo-trehalosa. Al final del proceso, el tubo de muestra se sustituye por agua
exenta de ribonucleasa que se seca por pulverizaciéon durante otros 2 minutos. En lo sucesivo en el presente
documento, la bomba se detiene. El proceso de secado por pulverizacion finaliza y se inicia posteriormente la etapa
de secado por pulverizacidén de las microparticulas nanoincorporadas. Se fija un temporizador de cinco minutos y se
mantienen constantes todos los demas parametros. Por lo tanto, el secado posterior tiene lugar a 145 °C de
temperatura de entrada, como se indica en la Figura 11. Finalmente, se detiene el proceso de secado por pulverizacién
y se recoge el polvo secado por pulverizacién.

[0104] Después del proceso de secado, se recoge todo el polvo, se pesa y se usan alicuotas para anlisis

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 656 T3

posteriores. Para cuantificar el contenido de PPP y siGFP dentro del polvo de microparticulas tras el secado por
pulverizacién, se disolvié una alicuota del polvo en AAP (agua altamente purificada), y se realizaron ensayos de
competencia con heparina para disociar los poliplejos siGFP-PPP dentro del polvo de NIM. Posteriormente, la siGFP
liberada de los poliplejos se determiné mediante un ensayo SYBR@ gold modificado [1], mientras que la concentracion
de PPP se determiné mediante un ensayo TNBS [2]. En primer lugar, el lote de polvo de NIM se disolvié en 2 ml de
AAP en un matraz volumétrico. El siguiente procedimiento se ejecutd por triplicado: Segun el contenido teérico de
siGFP, se eligié un volumen para conseguir aproximadamente 0,04 pg de siGFP por muestra. Esta solucién se diluy6
hasta un volumen final de 150 pl por muestra con AAP en un tubo. Después, se afiadieron 75 pul de una solucidén de
58 k Ul de heparina a cada tubo para lograr la disociacién completa de los poliplejos al cabo de 2 h. Esta solucién se
diluyé de nuevo hasta 450 pl y se distribuyd en una placa blanca de 96 pocillos (placa de micropocillos Thermo
Scientific™ BioLite, Thermo Scientific GmbH, Schwerte, Alemania) por triplicado de 100 ul cada uno. Para la
cuantificacion de siGFP, se afiadieron 30 ul de una solucion de 4 x SYBR® gold a cada pocillo y se incubaron durante
10 min en la oscuridad a temperatura ambiente. La fluorescencia de cada muestra se cuantificé usando un lector de
microplacas multimodo Synergy 2 (BioTek Instrument, Winooski, VT, EE. UU.) a una longitud de onda de excitacion
de 485/20 nm y una longitud de onda de emisién de 520/20 nm y se compard con una curva patrén recién preparada
de siGFP libre incubada con colorante SYBR@ gold. Para la cuantificacién de la PPP, 100 pl de solucién disuelta del
lote en 2 ml de tamp6n de bérax a 0,1 M (bérax de sodio decahidratado, Sigma Aldrich, Alemania) se incubaron con
30 pl de solucién de TNBS a 3 mM por triplicado y se determiné la absorbancia a 405 nmtras 1 h de incubacién usando
un lector de microplacas multimodo Synergy 2 (BioTek Instrument, Winooski, VT, EE. UU.). La absorbancia medida
se compar6 con una curva patrén recién preparada de PPP libre incubada con reactivo TNBS. Para verificar cada
ensayo de cuantificacion, se prepararon nuevos patrones internos y se analizaron en paralelo. Estos patrones
consistian en siGFP y PPP de cantidades conocidas que se elegian segln la cantidad teérica de siGFP o PPP que se
analizaba en la muestra, respectivamente. Estos fueron de 0,04 pug de siGFP por pocillo para la cuantificacién del
acido nucleico y de 0,48 a 1,2 ug de PPP para la cuantificacion del polimero. Las mediciones con desviaciones
inferiores al 10 % del patrdn interno se consideraron igualmente precisas y se tuvieron en cuenta para anélisis
posteriores.

[0105] EIl andlisis de los polvos secados por pulverizacién después del secado adicional revelé que, durante el
proceso de secado por pulverizacién, se perdieron alrededor de un 10 % del ARNip y del polimero, como se muestra
en la Figura 12. Las pérdidas correspondientes respaldan la estabilidad de los poliplejos durante el proceso de secado
por pulverizacién y confirman que no se pierde material adicional durante la etapa de secado adicional.

[0106] EIl contenido de agua residual del polvo de NIM tras el secado por pulverizacién se determiné mediante
medicién culombimétrica usando un titulador de Karl Fischer Aqua 40.00 con el software correspondiente de Analytik
Jena AG (Jena, Alemania) como se muestra en la Figura 13. Las muestras (aprox. 15 mg) se cargaron en viales 2R,
se colocaron en la cdmara de calentamiento y se midieron a 100 °C hasta que la deriva de medicién alcanzé la deriva
inicial <+2 pg/min o hasta un tiempo de medicién final de 10 min. La deriva inicial se establecié tras aproximadamente
1 h de equilibrio mostrando una tasa inferior a 10 yg/min. Se usé Hydranal Coulomat AG (Riedel-deHaén, Seelze,
Alemania) como reactivo. Antes de cada sesién, el valorador se calibré con un patrén de agua al 1 %. El contenido de
humedad se calculé como el % en peso de agua en relacién con el peso total de la muestra.

[0107] El analisis de los polvos antes y después de la etapa de secado adicional confirmé que se conseguia una
reduccién estadisticamente significativa de la humedad residual mediante la etapa de secado adicional. En
consecuencia, también aumenté la fraccién de particulas finas (FPF) de las formulaciones de trehalosa tras la etapa
de secado adicional. Es probable que se obtengan resultados similares con otros excipientes amorfos.

[0108] Esto aumenta de nuevo la fraccién de particulas finas del polvo, es decir, la fracciébn con diametros
aerodinamicos (MMAD) inferiores a 5 um. Basandose en este perfeccionamiento de la fraccién de particulas
pequefias, se puede perfeccionar considerablemente la dosis farmacéuticamente activa del polvo.

Sumario

[0109] Resumiendo, de acuerdo con la invencién, el secado por pulverizacion por encima de la temperatura de fusién
del ARNip no marcado produce cambios significativos en la cantidad de ARNip recuperado tras el secado por
pulverizacién, incluso cuando el ARNip esta presente en poliplejos encapsulados en matrices de excipientes. El secado
por pulverizacién inventivo a la temperatura de fusién o por debajo de la misma no muestra diferencias significativas
con respecto a la cantidad recuperada y la longitud de pares de bases. Adicionalmente, se descubrid
sorprendentemente que el material de entubacién puede tener un efecto tremendo en la preparacién y el
procesamiento de los poliplejos secados por pulverizacidn, ya que las interacciones entre el material de entubacioén y
el ARNip parecen producirse a gran escala.

[0110] Se demostré que el secado por pulverizacibn no afectaba al tamafio del poliplejo ni al PDI,
independientemente de los diferentes excipientes y de su concentracién usada en este estudio. Esto también se
demostré en el caso de la integridad del ARNip. El analisis cuantitativo revel6 pérdidas significativas de siGFP y PPP
tras el secado por pulverizacién cuando se formuld con manitol, representante de las sustancias cristalinas. Sin
embargo, no se observaron cambios en cuanto a la recuperacién de ambos componentes del poliplejo cuando se
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secaron por pulverizacién con trehalosa, la matriz clasica usada para las microparticulas amorfas. Por lo tanto, se cree
que para las propiedades de las nanoparticulas las sustancias amorfas son cruciales para minimizar las pérdidas
durante el procesamiento.

[0111] Una etapa de secado adicional presenta efectos positivos sobre el polvo secado por pulverizacidn sin causar
un aumento significativo de las pérdidas de ARNip. El polvo resultante muestra una disminucidén del contenido de
humedad residual y presenta un perfeccionamiento de las caracteristicas de las microparticulas sin disminuir la
estabilidad de las nanoparticulas.

[0112] En cuanto a las caracteristicas de las microparticulas, las formulaciones de manitol superaron
significativamente a las de trehalosa en cuanto a las caracteristicas de las particulas. Debido a la estructura cristalina
y a la posterior menor humedad residual, las particulas de manitol presentaban medianas de los tamafios geométricos
mas pequefias y mostraban caracteristicas aerodinamicas favorables.

[0113] Para el analisis in vitro, ambas formulaciones mostraron una regulacién por disminucién eficaz de la GFP en
una linea celular que expresaba eGFP, lo que indica una bioactividad conservada con todas las formulaciones
sometidas a ensayo. Estos hallazgos se trasladaron a los linfocitos T CD4+ primarios, que desempefian un papel
central en la patogénesis de enfermedades inflamatorias tales como el asma, en las que puede observarse una
regulacién por aumento de GATA3. Se demostré que el secado por pulverizacién de los poliplejos no tenia ningin
efecto negativo sobre la eficacia cuando se formulaban con manitol, y se consiguié una transfeccién satisfactoria de
linfocitos T primarios ex vivo con la formulacién de manitol secado por pulverizacién para inhalacién de polvo seco,
como reflejaba el silenciamiento de GATA3 eficaz y especifico de secuencia.

[0114] Es una realizacién ventajosa de la invencién actual combinar las propiedades beneficiosas de las particulas
cristalinas y amorfas para la estabilizacion a través de la matriz amorfa y las caracteristicas 6ptimas de las
microparticulas a través del material cristalino.

[0115] Ejemplos y realizaciones a base de suspensiones acuosas que comprenden nanoparticulas lipidicas:
Caracteristicas de las nanoparticulas

[0116] Ademéas del calor, el secado por pulverizacién ejerce fuerzas de cizallamiento sobre los sistemas NPL-ARNip
y podrian fundir, desensamblar, destruir o fusionar las NPL. Por consiguiente, se realizaron mediciones de DLS antes
y después del secado por pulverizacién para visualizar cualquier posible efecto. Por lo tanto, se disolvieron
microparticulas en AAP para la redispersién de NPL para imitar la impactacién y la disoluciéon del excipiente de la
matriz en el pulmén. Como se demostrd en la Figura 14, los valores medios Z de las NPL recién preparadas y
redispersadas no difieren entre si desde el punto de vista estadistico. Ademés, no se observaron diferencias en el
PDI. Sin embargo, se reconocieron altos valores de PDI que podrian explicarse en cierta medida por los monémeros
de azUcar/alditol. Weinbuch et al. demostré que los monémeros de azlcar y alditol son visibles en soluciones muy
concentradas. [61] Resumiendo, el tamafio y la distribuciéon de las NPL no se vieron afectados por el secado por
pulverizacién dentro de cada formulacion.

Caracteristicas de las microparticulas

[0117] El suministro pulmonar a través de formulacién de polvo seco requiere una humedad residual baja para evitar
procesos de agregacion. Aunque ya se ha considerado anteriormente que la humedad residual puede actuar como
plastificante estabilizando las NPL durante el proceso de secado por pulverizacién, no obstante, podria provocar la
agregacion de microparticulas y ser una fuente de inestabilidad microbiolégica y de contaminacién de la ribonucleasa.
Por lo tanto, el contenido de agua de todas las formulaciones se midié mediante titulaciéon de Karl Fischer. Como se
refleja en la Tabla 3, el almacenamiento de los polvos en el frigorifico durante 8 semanas tras el secado a bajas
temperaturas (60° u 80 °C) parecid provocar un aumento de la humedad residual. Para todas las demas formulaciones,
independientemente de la carga de la NPL y de la temperatura de secado, se observé aproximadamente un 4 % de
humedad residual.
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Tabla 3) Humedad residual de las NPL secadas por pulverizacidén con lactosa a 5 % p/v como excipiente a T-En. de
60°, 80 °C, 100 °C 0 120 °C, como se ha indicado, asi como las masas secadas por pulverizacién (SP) recuperadas
y el rendimiento.

[0118] La lactosa suele solidificarse tras el secado por pulverizacién en un estado amorfo que se confirmé a través
de DSC (Figura 15). Ademas de la naturaleza higroscépica de la lactosa, la razén de la formacidén de estructuras
amorfas es la rapida etapa de secado, que no proporciona tiempo suficiente para que las moléculas de lactosa se
dispongan dentro de una estructura ordenada con la posterior nucleacién y crecimiento de cristales, confirmado por
una temperatura de transicién vitrea en torno a 120 °C. [62] Todas las formulaciones de lactosa mostraron transiciones
vitreas a temperaturas entre 45 y 56 °C correspondientes a su contenido de humedad residual (Figura 15 (DSC
lactosa) y Tabla 3). Esta temperatura (Tg) es importante para predecir la estabilidad durante el almacenamiento, ya
que las formas sélidas amorfas son termodindmicamente inestables y tienden a cristalizar si se almacenan cerca o
por encima de la Tg. [63] El estado amorfo de la formulacién es favorable para la conservacién de las NPL. Por
consiguiente, para conservar estos productos a temperatura ambiente o en el frigorifico durante mas tiempo, son
necesarios valores de Tg elevados. Sin embargo, esto esta estrechamente relacionado con el contenido de agua:
cuanto mayor sea la humedad residual, menor sera la Tg. [64] También, con un menor contenido de humedad residual
es menos probable que se produzcan procesos de degradacion. [64] Por lo tanto, es de gran interés disminuir adn
mas la cantidad de humedad residual en las formulaciones de trehalosa para evitar los procesos de nucleacidén y
degradacién a lo largo del tiempo y para mantener el estado amorfo de la formulacién. Aunque aln no se ha
investigado detalladamente el impacto del almacenamiento sobre la calidad (tamafio, PDI) y la cantidad de las NPL,
estos aspectos se estan investigando actualmente en un esquema mayor de optimizacién de la formulacién y de los
parametros del proceso. En comparacidén, en la figura 16, el manitol presenta una estructura cristalina con
temperaturas de inicio de 164-166 °C.

Rendimiento in vitro

[0119] Para el suministro de ARNip es fundamental mantener la bioactividad de la molécula durante todo el proceso
de secado por pulverizacidén y almacenamiento. Por consiguiente, se reconstituyé el polvo secado por pulverizacién y
se transfectaron células H1299 que expresan proteina de fluorescencia verde mejorada con las NPL redispersadas.
A modo de comparacidn, se usaron NPL recién preparadas y con diferentes cargas (neutra, negativa y positiva) para
establecer el valor inicial de la méxima eficacia de silenciamiento génico con NPL. Las células se transfectaron con
ARNip a 1 pg/ml, lo que equivale a siGFP o ARNip de control desordenado a 55,7 nM. En todos los casos, las NPL
cargadas con ARNip contra la GFP redujeron significativamente la expresién de GFP (Figura 18). Las NPL usadas en
la formulacién in vitro estandar redispersadas en el medio de cultivo celular mostraron una regulacién por disminucién
muy fuerte observada en los tres grupos, que es >90 % en reduccidn relativa (en comparacién con las NPL con siNC,
que contienen una secuencia de ARNip de control negativo).

[0120] Como se demostré en la Figura 17, las NPL formadas por siGFP silenciaron significativamente la expresion
de GFP en comparacién con las NPL cargadas con un ARNip de control desordenado (ARNcd). De forma importante,
todas las NPL secadas por pulverizacidén (SP) funcionaron al menos tan bien como sus homélogas recién preparadas,
como se muestra en la Figura 18. Este es el caso de las formulaciones con lactosa al 5 % y manitol al 5 % (Figura 19).

[0121] En la siguiente etapa, los polvos obtenidos del secado por pulverizaciéon de las NPL en manitol al 5% o
lactosa al 5 % se redispersaron en AAP para obtener NPL con 1 ug de ARNip 0 0,5 ug de ARNip en 100 ul de polvo
redispersado, y las células se transfectaron con ARNip a 1 pg/ml, equivalente a ARNip a 55,7 nM. En comparacién,
las células no se trataron (control del medio), se trataron solo con azUcar (alcohol) (medio + lactosa o manitol al 5 %),
se trataron con ARNip libre, NPL recién preparadas usando la formulacion Onpattro™, o con NPL usando la formulacion
Onpattro™ secadas por pulverizacién a 100 °C en lactosa (L) o manitol al 5 %.
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[0122] A modo de comparacién, las otras formulaciones que contenian también NPL positivas y negativas se secaron
por pulverizacién y se sometieron a ensayo a diferentes concentraciones. Como se muestra en la Figura 18, no se
observaron diferencias significativas entre las formulaciones que contenian la misma concentracion de ARNip,
independientemente de la temperatura de secado por pulverizacién (NPL neutras a ARNip a 1 pg/ml, secadas por
pulverizacién a 60°, 80° 0 100 °C). Ademas, no se observaron diferencias en cuanto a la carga de las nanoparticulas
cuando se utilizé la misma concentracién de ARNip para las NPL positivas y negativas (ARNip a 0,5 pyg/ml a 80 °C).
Solo las NPL secadas por pulverizacién a 100 °C mostraron ligeras diferencias entre las NPL positivas, que a 0,5 pg/mi
eran mas eficaces que las NPL negativas a 0,5 ug/ml o las NPL neutras a 1 pg/ml. Como se muestra en la Figura 19,
las NPL secadas por pulverizacién en manitol muestran los mismos resultados que las secadas por pulverizaciéon en
lactosa.

Conclusiones y perspectivas

[0123] Resumiendo, se demostré que el secado por pulverizacién de las NPL cargadas con ARNip a una T-Sal. de
72 °C o inferior en lactosa al 5 % permite conservar el ARNip y la actividad de las NPL tras el secado por pulverizacién
y la redispersién.

[0124] Se demostré que el secado por pulverizacién no afectaba al tamafio de las NPL ni al PDI. En cuanto a las
caracteristicas del polvo, las formulaciones de lactosa contenian un contenido de humedad residual de
aproximadamente el 4 %, independientemente de la temperatura de secado por pulverizacidén aplicada.

[0125] Para el anélisis in vitro, las tres formulaciones mostraron una regulacién por disminucién eficaz de la GFP en
una linea celular que expresaba eGFP, lo que indica una bioactividad conservada con todas las formulaciones
sometidas a ensayo. La eficacia no dependié de la temperatura de secado del aerosol ni de la formulacion, sino
simplemente de la concentraciéon de ARNip y del uso de lactosa o manitol al 5 % como excipientes. Sin embargo, una
diferencia entre el presente enfoque y el método elegido por TranslateBio Inc (ahora Sanofi) es el porcentaje en peso
del ARN en el polvo. Mientras que Karve et al. usaron una concentracién de ARN del 0,133 % [65], mientras nosotros
observamos que un mayor exceso de excipiente puede proteger las NPL de forma mas eficaz. El método descrito
puede usarse para un intervalo de 0,001-0,02 % p/p de ARN en el producto final en polvo. Este porcentaje de ARN es
una funcién de los contenidos sélidos en la dispersién de alimentacién para el secado por pulverizacién, ya que >90 %
del agua se evapora durante el procedimiento de secado por pulverizacién.
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir polvo seco de ARNip nano-en-microencapsulado (NIM) bioactivo de alto rendimiento que
comprende las etapas de:

- proporcionar una suspensién acuosa que comprende poliplejos, en particular, complejos de polielectrolitos,
formados por al menos una poliamina, y/o poliamida y/o poliéster y ARNip, en donde los poliplejos estén provistos
de y/o encapsulados en excipientes hidrosolubles, en particular, agua altamente purificada y/o alditol y/o azUcar, o
proporcionar una suspensién acuosa que comprende nanoparticulas lipidicas formadas por al menos un lipido
catiénico ionizable, un lipido auxiliar, un lipido pegilado, colesterol y ARNip, en donde las nanoparticulas lipidicas
estan provistas de y/o encapsuladas en excipientes hidrosolubles, en particular, agua altamente purificada y/o
alditol y/o azucar;

- secar por pulverizacion la suspensién acuosa usando un aparato de secado por pulverizacion, preferentemente
un Bulchi B-290, alimentando la suspensién acuosa a una boquilla atomizadora de secado por pulverizacién y
sometiendo las gotitas atomizadas a una corriente de gas calentado de un gas portador, preferentemente aire seco
y limpio, en particular, a través de una boquilla atomizadora multicomponente para la suspensiéon y un gas
atomizador;

- recoger un polvo secado por pulverizacién en un medio de acumulacién del aparato de secado por pulverizacién

caracterizado por que

la temperatura en las proximidades de una abertura de salida que conecta una camara de secado por pulverizacion
con el medio de acumulacién durante la alimentacién de la suspensién acuosa a la boquilla se controla mediante
medios de control de la temperatura para que se limite a una temperatura umbral superior que sea igual o inferior a
una temperatura de fusiéon del respectivo ARNip no marcado, de tal manera que el polvo pueda resuspenderse en
agua para formar poliplejos o suspensiones de poliplejos o nanoparticulas lipidicas o suspensiones de nanoparticulas
lipidicas que no varien mas de +/- 10 % desde su formulacién inicial antes del secado por pulverizaciéon en lo que
respecta al tamafio, polidispersidad y potencial zeta.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1,

caracterizado por que,

la temperatura umbral superior se fija en 90 °C, en particular, 80 °C, en particular, para la suspensién acuosa que
comprende poliplejos.

3. Método de acuerdo con la reivindicacién 1,

caracterizado por que,

la temperatura umbral superior se fija en 63 °C, especialmente 63 + 2 °C, en particular, para la suspensién acuosa
que comprende nanoparticulas lipidicas.

4. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3,

caracterizado por que,

la proporcién en masa entre el ARNip y un azUcar y/o alditol esta entre el 0,001 % y el 0,02 %, en particular, para la
suspensién acuosa que comprende nanoparticulas lipidicas.

5. Método de acuerdo con la reivindicacion 4,

caracterizado por que,

la lactosa se usa como azlcar o se usa con un alditol, en particular, para la suspensién acuosa que comprende
nanoparticulas lipidicas.

6. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5,

caracterizado por que,

la suspensién acuosa se alimenta a la boquilla a través de un material de entubacién de alto grado, en particular, un
material de entubacion a base de silicio de alto grado, especialmente Pumpsil®.

7. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6,

caracterizado por

una etapa de secado adicional, en la que se alimenta un gas portador a través del aparato de secado por pulverizacién,
especialmente la boquilla atomizadora, sin ser mezclado con suspensiéon acuosa y, en particular, mientras el polvo
secado por pulverizacién ya se ha transferido al medio de acumulacién.

8. Método de acuerdo con la reivindicacién 7,

caracterizado por que,

la etapa adicional de secado se lleva a cabo con la temperatura en las proximidades de la boquilla de secado por
pulverizacién que es controlada por medios de control de la temperatura para ajustarse a una temperatura umbral
superior, en particular, una temperatura umbral superior de 90 °C, en particular, 80 °C para la suspensién acuosa que
comprende poliplejos y/o 63 °C para la suspensién acuosa que comprende nanoparticulas lipidicas.
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9. Método de acuerdo con la reivindicacién 8,

caracterizado por que,

la etapa de secado adicional se lleva a cabo hasta alcanzar una humedad residual del polvo secado por pulverizacion
inferior al 3 %, en particular, inferior al 2 %.

10. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1a 9,

caracterizado por que, como poliamina, se usa polietilenimina-injerto-policaprolactona-bloque-polietilenglicol (PEI-g-
PCL-b-PEG o PPP) y/o un bioconjugado de polietilenimina, especialmente polietilenimina conjugada con transferrina
(Tf-PEI), y/o poliespermina.

11. Polvo que contiene ARNip bioactivo en forma de poliplejos, en particular, complejos de polielectrolitos, formados
por al menos una poliamina, poliamida y/o poliéster y ARNip, o en forma de nanoparticulas lipidicas formadas por al
menos un lipido catiénico ionizable, un lipido auxiliar, un lipido pegilado, colesterol y ARNip, en donde los poliplejos
y/o las nanoparticulas lipidicas se encapsulan en excipientes hidrosolubles, en particular, manitol y/o trehalosa y/o
lactosa, con una humedad residual inferior al 5 %, y preferentemente con didametros aerodinamicos (MMAD) de entre
0,5y 10 ym, preferentemente 1 y 5 um, producido de acuerdo con el método de cualquiera de las reivindicaciones 1
a10

caracterizado por que,

el polvo puede resuspenderse en agua para formar poliplejos o suspensiones de poliplejos o nanoparticulas lipidicas
o suspensiones de nanoparticulas lipidicas que no varian mas de +/- 10 % de su formulacién inicial antes del secado
por pulverizacién en lo que respecta al tamafio, polidispersidad y potencial zeta.

12. Polvo de acuerdo con la reivindicacién 11,

caracterizado por que

la poliamina es polietilenimina-injerto-policaprolactona-bloque-polietilenglicol (PEI-g-PCL-b-PEG o PPP) y/o un
bioconjugado de polietilenimina, en particular, polietilenimina conjugada con transferrina (Tf-PEl), y/o poliespermina.

13. Composiciéon o mezcla en polvo que comprende al menos un polvo de acuerdo con la reivindicacién 11 0 12 usado
como forma farmacéutica, especialmente para suministro pulmonar.

14. Composicidn o mezcla en polvo que comprende al menos un polvo de acuerdo con la reivindicacién 11 0 12, en

donde el ARNip es activo para silenciar la traduccién del ARN mensajero en proteinas causantes de enfermedades
pulmonares.
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